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RESUMEN

En la investigacion sobre de sistemas sencillos de analisis de
aglutinantes tratamos de buscar métodos de andlisis que permitan
obtener informacion util sobre la técnica original (6leo, temple, fresco,
acuarela) o los productos organicos afiadidos a lo largo de la historia
de una pintura. Actualmente este trabajo requiere el concurso de
varios analisis simultaneos sobre un mismo fragmento de pintura, lo
que implica un mayor nimero de fragmentos destruidos. Para obtener
resultados minimamente reproducibles, es necesario determinar
cromatograficamente, de forma independiente, los aminoacidos para
ver posibles proteinas, monosacaridos para ver posibles aglutinantes
del tipo de las gomas y acidos grasos, hidrocarburos y terpenos para
conocer datos sobre la fraccion grasa de una pintura. Todo ello guiado
por el analisis mediante espectroscopia de IR y las tinciones
selectivas. Basandonos resultados bibliograficos previos, hemos
desarrollado un sistema de hidrdlisis y sililacién que permite obtener
cromatogramas complejos que una vez interpretados permiten, en un
solo analisis, la determinacion cuantitativa de varios de esos principios
elementales simultaneamente, lo que disminuye sensiblemente la
cantidad de trabajo a realizar, el tamafio de la muestra a analizar y
permite la observacion simultanea de mezclas de aglutinantes en un
solo grafico. Estamos en la fase de observar reproducibilidad en
muestras reales, trabajando so6lo con acidos grasos y aminoacidos,
pero el método podra hacerse extensivo a hidratos de carbono pronto.

INTRODUCCION

El andlisis de sustancias filmoégenas naturales presentes en muestras
de pintura ha sido el objetivo de numerosos grupos de trabajo en
andlisis quimico. La importancia de los datos obtenidos es de suma
importancia en maultiples tareas y aspectos relacionados con la
conservacion y restauracion de obras de arte, sobre todo pictérico, por
la variedad de problemas que estos sistemas multicapa acarrean. En
particular, es impensable hoy en dia abordar una limpieza compleja de
una pintura sin saber de qué materiales consta el barniz o qué
aglutinantes tiene una capa de pintura original o repintada. El
conocimiento de la técnica de ejecucién pictérica condiciona
tratamientos como el de consolidacion y proteccion.

En nuestros laboratorios venimos utilizando diversos métodos
analiticos para la deteccién de los distintos tipos de aglutinantes



organicos naturales, cifiéndonos solo a los tradicionales que, como es
sabido, se separan en varios grupos atendiendo a su naturaleza
bioquimica, a saber: aglutinantes hidréfobos (aceites vegetales, ceras,
resinas terpénicas), aglutinantes hidrofilos polisacaridicos (almidon y
gomas hidrosolubles) y aglutinantes proteicos (cola animal, huevo,
leche...). El método pasa primeramente por el anélisis de la muestra
mediante ensayos de coloracion selectiva (1) de cortes estratigraficos,
analisis de las distintas superficies de una muestra mediante
espectroscopia IR y finalmente el analisis cromatografico. En muchos
casos es el analisis cromatografico la Gnica referencia analitica, ya que
las técnicas de andlisis preliminar fallan en determinados sustratos,
como es el caso de la pintura mural tanto en exterior como en interior.
En estos casos la cantidad de aglutinante sin degradar que queda (tras
su exposicion a la intemperie y los ecosistemas microbioldgicos del
muro) es tan baja y la interferencia de componentes mayoritarios
(como la calcita, el yeso o el oxalato de calcio neoformado) tan grande
que solo la cromatografia, por su elevada sensibilidad, puede ofrecer
alguna informacion.

El andlisis cromatografico de una muestra de filmdgeno natural
organico debe venir regido por las premisas de sencillez en el
tratamiento de la muestra, reproducibilidad y sensibilidad. De entre la
infinidad de métodos cromatograficos publicados para este tipo de
materiales, no existia ninguno que pudiera ofrecer informacion
simultanea de todos los filmdgenos organicos posibles y que fuera
suficientemente reproducible. En la tabla 1 se muestra un resumen de
todos ellos con la referencia bibliogréafica clave en cada caso.

Método | Aplicacion | Ref.
CROMATOGRAFIA GASEOSA

Trimetilsililacion en piridina Universal (2)
Metilacion de acidos carboxilicos Aglutinantes hidrofobos naturales | (3)
Esteres alquilicos / derivados acilados de | Aglutinantes proteicos 4
aminoacidos

Cloroformiato de etilo Aceites y aglutinantes proteicos | (5)
Acetatos de alditol de monosacaricos Aglutinantes polisacaridicos (6)
CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Fenilisotiocianato derivados de aminoacidos | Aglutinantes proteicos (7)
OPA aminoacidos Aglutinantes proteicos (8)
Método de la ninhidrina (analizadores de | Aglutinantes proteicos 9
aminoacidos)

Salvo la sililacion, ninguno de los anteriores métodos es
suficientemente universal como para ofrecer informacion rapida y
simultanea de una mezcla de sustancias filmdgenas en una Unica
muestra, lo que, por otro lado, es muy habitual en pintura. La
sililacion, por otro lado, tiene el inconveniente de la reproducibilidad
debido a varios factores, esencialmente relacionados con la
inestabilidad de los derivados sililados en medios &cidos y la
dificultad de conseguir algunos de ellos, en particular los de &cido
carboxilico.



Tras muchos ensayos y errores, en nuestro laboratorio se trabaja con
tres técnicas seleccionadas por su reproducibilidad. La metilacion con
Methprep Il (disolucion metandlica de hidroxido de p-
toliltrimetilamonio) se usa para el andlisis de aglutinantes hidrofobos.
La hidrolisis acida de la muestra, por otro lado conduce a una
disolucion que se analiza posteriormente en dos fracciones. La
primera mediante derivatizacion a acetatos de alditol (para
polisacaridos) y la segunda con cromatografia liquida para buscar
aminoéacidos por el sistema de derivados fenilisotiocianato.

La busqueda de un método de analisis simultdneo de todos los
filmogenos de forma simultanea ha sido, en los Gltimos afios de interés
prioritario en nuestra actividad. Este trabajo presenta los resultados
iniciales de un método prometedor con las dificultades que en este
momento presenta en su aplicacion a muestras patron y muestras
reales de obras de arte.

EL METODO DE LA TERC-
BUTILDIMETILSILILTRIFLUOROACETAMIDA (MTBSTFA)

Se trata de un reactivo de sililacion desarrollado con la intencién de
derivatizar grupos funcionales organicos nucleofilos (como —OH, -
NH, -CONH o —-COOH) o bien protegerlos para tareas de sintesis
organica. Con respecto a sus homdlogos trimetilsililados tiene la
ventaja de que es mas estable por que el gran impedimento estérico
del grupo terc-butilo impide la facil hidrolisis acida del derivado
sililado. Su uso ya habia sido descrito para aminoéacidos pintura,
aunque el trabajo se cefiia exclusivamente a aglutinantes proteicos en
muestras patron (10).

El método consiste en llevar a cabo una hidrolisis acida de la muestra,
con posterior evaporacion con corriente de nitrdgeno y tratamiento
con una mezcla de piridina seca, MTBSTFA vy trietilamina que actla
como catalizador. Se calienta a 60 °C durante 30 min y se inyectan
entre 1 y 3 pL en condiciones splitless. EI método es lo
suficientemente simple como para que merezca la pena ser ensayado
evaluando esencialmente la reproducibilidad de los resultados y la
estabilidad de los derivados sililados.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el anélisis cromatografico importan dos parametros. El primero es
la cantidad de aglutinante relativa al peso de la muestra, que indica la
abundancia de un determinado aglutinante en una muestra (analisis
cuantitativo). El segundo es la identificacion del aglutinante, lo que
normalmente se hace en base a las proporciones relativas de
determinados componentes del mismo, o fragmentos del mismo
obtenidos tras una hidrdlisis (anlisis cualitativo). Ambos parametros
pueden obtenerse mediante el pesado de la muestra (usando en
algunos casos microbalanzas) y mediante la introduccion de una
sustancia de referencia denominada patron interno.



El patron interno es una sustancia que se afiade a la muestra en
cantidad conocida para medir la cantidad obtenida tras el método
analitico (coeficiente de recuperacion) y poder asi saber si ha habido
pérdidas de algun analito durante la hidrélisis o derivatizacion.
Permite ademas la realizacion del analisis de area relativa de cada uno
de los picos de los analitos que conduce a la determinacién de la
proporcion relativa de aminoacidos o azucares y que por tanto
conduce finalmente a la identificacion del aglutinante. El &rea total de
los picos de los analitos, referido al area del patrén interno recuperado
permite obtener la cantidad total de aglutinantes presentes, e incluso
su proporcion relativa en mezclas. Para este trabajo preliminar se ha
escogido un Unico patron interno para todos los tipos de aglutinantes.
Es la norleucina, que es el mismo que se ha utilizado hasta ahora para
el andlisis de aminoacidos. Somos conscientes de que existe una
analogia quimica importante entre la norleucina y los aminoéacidos
esenciales y de que hay que elegir otras sustancias para el resto de
filmdgenos, pero este trabajo se desarrollard mas adelante.

Las condiciones descritas en el trabajo previo mencionado, se
aplicaron primeramente a aminoacidos patrén puros, incluyendo al
patrén interno de norleucina y a acidos grasos. Se separaron mezclas
de todos ellos en diferentes condiciones. Posteriormente se probaron
condiciones de hidrdlisis y evaporacién, llegandose el método que en
el apartado siguiente se describe en la parte experimental. Los
mayores problemas se plantearon en la evaporacion de las muestras,
que fuera lo suficientemente exhaustiva como para eliminar residuos
de acido clorhidrico atrapado. Por otro lado, la separacion de algunos
picos en el cromatograma como el del &cido palmitico y el del &cido
glutdmico, tan esenciales para numerosas determinacién, dio algun
problema que hizo que se modificara el método publicado (10) del que
partimos.

La estabilidad de los derivados es total en la primera hora a
temperatura ambiente, lo que permite analizar tres muestras en un
mismo lote de derivatizacion, con tiempos de analisis de 20 minutos
aproximadamente.

La deteccion cromatografica es un pardmetro muy importante a la
hora de trabajar con muestras reales, pues condiciona la sensibilidad y
en gran parte la identificacion correcta de los picos. El detector usado
es un FID (detector de ionizacién de llama), aunque claramente el mas
idéneo para muestras reales es el MSD (detector de espectrometria de
masas), dado que con muestra real la probabilidad de coelucion con
sustancias desconocidas es muy elevada.

El andlisis de sustancias patron no ofrecid ningun problema. Se
analizaron muestras de leche, caseina, cola animal, clara de huevo,
yema de huevo, y aceites secantes y se trazaron los graficos de % de
aminoacidos y % de acidos grasos para cada una de las sustancias. El
resultado del andlisis cuantitativo de aminodcidos y acidos grasos de
algunos de estos patrones esta en la figuras 1 y en la tabla 2.



Aminoacido Cola animal |Clara de huevo |Yema de huevo |Leche
Glicina 33,30 4,60 3,70 3,00
Alanina 8,10 9,40 5,60 4,70
Valina 4,20 11,20 9,30 8,00
Leucina 3,70 10,70 10,40 10,90
Isoleucina 1,20 8,90 5,90 7,50
Prolina 15,00 3,90 5,60 12,40
Fenilalanina 1,60 6,40 4,40 5,60
Tirosina 0,00 1,50 2,40 5,80
Serina 3,00 7,20 12,50 3,10
Metionina 1,80 2,30 2,20 2,30
Lisina 4,10 10,40 5,60 7,90
Ac. aspartico 6,00 10,60 12,30 6,60
Ac. Glutdmico (9,30 12,90 20,10 22,20
Hidroxiprolina |[8,70 0,00 0,00 0,00

Tabla 2. Porcentajes en peso de los aminoacidos reproducibles en los
distintos tipos de sustancias aglutinantes analizadas. Medido respecto
a la norleucina como patrén interno.

De la figura 2 que representa la superposicion del porcentaje de
aminoacidos para los cuatro tipos esenciales de sustancias filmogenas
proteicas indica que estas pueden diferenciarse en el mas favorable de
los casos que son los patrones frescos ya descritos.

El andlisis de muestras problema tiene de entrada varios problemas
que hay que solventar. En pintura mural la concentracion de sales
calcicas (esencialmente cloruro de calcio) que se obtienen tras la
hidrélisis acida y la escasez de aglutinante hacen que s6lo se vean
aminoacidos en muestras favorables con elevadas proporciones de
proteina en su composicion. Para muestras de pintura de caballete o
escultura policromada no existe ese problema pues la proporcion de
aglutinante de las capas de pinturas de este tipo suele ser mas elevada
y la proteina sobrevive en mejores condiciones que en la pintura
mural.

Sirvan como ejemplos dos casos extremos en los que la técnica en su
version méas simple funciona de formas completamente distintas
dependiendo del tipo de muestra a analizar.

El primer caso es el andlisis de pintura de caballete. En particular el
analisis de la preparacion de una tabla flamenca anénima de coleccion
particular en la que ya sabiamos de la presencia de cola animal por
otros estudios llevados a cabo sobre muestras de similares
caracteristicas y por los ensayos de tincidn selectiva y el IR que
detectan la presencia de proteina. El IR en particular indican una
elevada proporcién de creta, pero se adivinan los hombros y sefiales
de la proteina, como parte de los componentes minoritarios. La
hidroélisis de una muestra de 0’23 mg de peso rindié un cromatograma
como el que se muestra en la figura 3. La presencia de cola animal es
clara a parte de la coincidencia aproximada del perfil de aminoacidos
de la muestra respecto a un patron de cola animal por la presencia
clara de hidroxiprolina y un porcentaje de glicina superior al 15%.



Obsérvese como en el mismo cromatograma aparece informacion
sobre la fraccion grasa de la muestra, poniendo de manifiesto de forma
adicional, la presencia de aceite de linaza, procedente de la capa
aislante aplicada sobre la preparacion y que impregna la misma
(véanse los picos correspondientes a los acidos palmitico y estearico a
la derecha de la figura 3). En la figura 4 aparece el perfil de
porcentajes de aminoacidos para esta muestra superpuesto al de la cola
animal. Puede apreciarse una clarisima coincidencia, sobro todo en los
aminoéacidos de la mitad izquierda de la gréfica.

El segundo caso que describimos es el analisis de una muestra de
pintura mural. El aspecto de la muestra claramente indica que se trata
de un temple, por su pulverulencia y porosidad. Las tinciones
selectivas ponen de manifiesto que efectivamente debe existir una
proteina en su composicion. El IR pone de manifiesto la presencia de
calcita y yeso en elevadas proporciones en la superficie de la muestra,
No se aprecia con claridad la presencia de proteina en el espectro de
IR. El tratamiento de esta muestra mediante hidrolisis y derivatizacion
directa con MTBSTFA generd un cromatograma sin picos (figura 5),
ni tan siquiera asignables a otras sustancias como la glucosa,
necesariamente presentes en muestras de pintura mural por la
colonizacion microbiolégica. La causa de esta falta de respuesta es, a
nuestro entender, la elevada proporcion de sales y la escasa
proporcion de aminodcidos que hace que el rendimiento de la
derivatizacion sea escaso y por debajo del limite de deteccion de la
separacion cromatografica. Para evitar este problema y poder trabajar
a mayor sensibilidad en pintura mural se estdn llevando a cabo
experimentos separados de mezcla de calcita y cola animal midiendo
limites de deteccion, para después poder subirlos realizando
desalaciones previas con sistemas de microfiltracion que permitan la
eliminacién de sales. También se intentan conseguir extractos de las
muestras con el fin de detectar restos de proteinas o aminoacidos
solubles en diferentes medios.

El trabajo también se centra en este momento en una segunda linea de
deteccidn simultanea de hidratos de carbono (monosacaridos tras la
hidrdlisis), que ya vemos factible.

CONCLUSIONES

La aplicacion de la hidrélisis y derivatizacion con MTBSTFA a
muestras patron de proteinas y aceites proporciona una herramienta de
caracterizacion cualitativa y cuantitativa de filmogenos de esas
caracteristicas, ya que permite diferenciarlos, incluso cuando algunos
de ellos estdn mezclados, como es el caso de la deteccion simultanea
de aceites y proteinas. Se esta trabajando para hacer extensiva esta
identificacion a filmogenos del tipo de hidratos de carbono.

Su aplicacién a muestras es, como siempre, algo mas compleja y
aunqgue ya se han conseguido identificaciones exitosas en casos faciles
(esencialmente pintura de caballete y escultura policromada), la
asignatura pendiente sigue siendo la pintura mural, en la que la
escasez de aglutinante organico (normalmente por biodegradacion) y



la elevada proporcion de sales (esencialmente cloruro de calcio tras la
hidrolisis) dificulta la identificacion por falta de sensibilidad y un mas
que probable efecto negativo en el rendimiento de la derivatizacion y
la hidrolisis.

PARTE EXPERIMENTAL

Las muestras y los patrones fueron pesados en microbalanza. La
derivatizacion de patrones de aminoacidos y acidos grasos se llevo a
cabo en las siguientes condiciones. Se pesaron 1 mg de aminoacido y
1 mg de norleucina y se mezclaron en un vial, afadiendo
posteriormente 100 pL de piridina seca, 70 de terc-
butildimetilsililtrifluoroacetamida (MTBSTFA) y 10 de trietilamina
(TEA). Se sellé el vial y se calentd en estufa a 60 °C durante 30 min.
La mezcla de s6lidos se termina disolviendo. Se inyect6 1 pL en modo
splitless, con division 60/1. Se midieron los factores de respuesta
relativos a la norleucina y los tiempos de retencién de los aminoacidos
y los acidos grasos principales (alanina, glicina, treonina, valina,
leucina, isoleucina, prolina, serina, metionina, hidroxiprolina,
fenilalanina, acido aspartico, acido glutamico, acidos acelaico, acido
acelaico, acido palmitico, acido estearico) que se tabulan en la tabla 9.
La cromatografia se realizd en un cromatdgrafo Clarus 500 de Perkin
Elmer usando una columna SGE-1701 de 25 m, 0’35 mm DI de
cianopropilsilicona, con nitrégeno como gas portador a 1’5 ml/min y
un programa de temperatura desde 120 °C (2 min), 10°C/min hasta
270 °C (15 min). El detector es de ionizacion de llama.

Se llevd a cabo también una hidrolisis &cida de 1 mg de sustancia
patrén (cola animal, leche, clara de huevo, yema de huevo, aceite de
linaza y aceite de nueces) al que se le afadi6 0’05 mg
(aproximadamente) de norleucina con 100 pL de HCI 6M a 110 °C
durante 24 hrs en vial cerrado. Se deja enfriar y se evapora a vacio
hasta sequedad a una temperatura de 45 °C y presién de 107 torr. Se
afadieron las mismas cantidades de reactivos que para los patrones
puros y se inyect6 1 pL con relacion de split 20/1.

Se analizaron 30 muestras de material real procedente de diferentes
obras de arte identificadas como temples por otras técnicas (IR y
tinciones selectivas). Se pesé al menos 1 mg de muestra y se le afiadid
0’01 mg (por mg de muestra) de norleucina a partir de una disolucion
acuosa de 1 g/L. A continuacion se hidrolizé con 100 puL de HCL 6 M
y se evapor6 a sequedad en las condiciones ya referidas. La
derivatizacion se llevo a cabo con 30 pL de piridina, 20 de MTBSTFA
y 3 de TEA. Se inyectd 1 puL con una relacion de split 20/1.
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FIGURAS

Fig. 1.- De arriba abajo, cromatograma de aminoacidos y acidos
grasos de un patron de cola animal, leche, clara y yema de huevo. Los
compuestos analizados estdn marcados con la notacion internacional
para los aminoacidos. Para los &cidos grasos la clave es: AZELAI,
derivado sililado del &cido acelaico; PALM, derivado sililado del
acido palmitico, ESTEAR, derivado sililado del acido esteérico.

Fig. 2.- Perfil de aminoacidos de los cuatro tipos de aglutinantes
proteicos importantes: cola animal, clara de huevo, yema de huevo y
caseina

Fig. 3.- Cromatograma de aminodcidos y 4&cidos grasos de la
preparacion de creta de una tabla flamenca anénima del siglo XVI.



Fig. 4.- Perfil de aminoacidos de la cola animal junto al de la muestra
de preparacion de creta de una tabla flamenca anénima.

Fig. 5.- Cromatograma de aminodcidos y 4&cidos grasos del
recubrimiento moderno de los paramentos verticales de la Capilla de
S. Juan Bautista. Iglesia del Salvador (Valladolid)
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