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RESUMEN

La presente investigacion se enfoca a estudiar el contenido de acidos grasos de
un fragmento arqueoldgico (fogén) de la cultura olmeca proveniente de la region
de San Lorenzo-Tenochtitlan, Veracruz. En la literatura se ha confirmado que los
lipidos son los residuos organicos que mas se han estudiado debido a su
presencia en diferentes alimentos y que gracias a sus caracteristicas quimicas son
de gran utilidad para la identificacion de posibles contenidos de recipientes
antiguos. La parte experimental del presente estudio se enfocd primero, en
establecer una metodologia para la extracciéon y andlisis de lipidos en muestras
biolégicas y arqueolégicas. La metodologia se baso principalmente en las normas
NMX-F-089-S-1978 para la extraccion de los lipidos por medio del método de
Soxhlet) y NMX-F-017-SCFI-2011 para el analisis de acidos grasos por medio de
cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM). La extraccion se
realizé durante 5 h usando como disolvente éter de petréleo (p.e.l, 30 a 60°C)
para las carnes de pescado fresco (Oreochromis sp.) y armadillo congelado
(Dasypus novemcinctus) y durante 3 h con cloroformo-metanol 2:1 para las
muestras del fragmento de fogdén. La grasa extraida fue sometida a una
saponificacion usando NaOH en metanol, con el fin de separar los acidos grasos
de los triacilgliceroles. Para analizar los acidos grasos por medio de cromatografia
de gases fue necesario transformar los acidos grasos en sus correspondientes
esteres metilicos para conseguir compuestos con una mayor volatilidad. Esta
transformacion o “derivatizacion”, como se le conoce en la jerga analitica, se llevo
a cabo empleando HCI en metanol. Para la identificacion de los ésteres metilicos
se utiliz6 un cromatégrafo de gases marca Agilent 6890N, acoplado a un
espectrometro de masas con el cual fue posible la identificacién en comuan, en las
muestras del fogdn, pescado y armadillo, de los &cidos grasos siguientes:
miristico, pentadecanoico, palmitoleico, palmitico, margarico, oleico, isomeros del
acido oleico, estearico, araquidico y behénico. El acido palmitico y el acido oleico,
asi como algunos de los is6meros de este ultimo fueron los acidos grasos
presentes en mayor porcentaje. El fogén contenia acidos grasos en su mayoria de
origen vegetal que probablemente provenian de la palma que los olmecas
empleaban como combustible. Asi mismo, se identificaron acidos grasos de origen
animal, por lo que se puede decir que en él, probablemente se preparaban
alimentos de origen animal y en este caso, en particular, alimentos como el
pescado. Serd interesante seguir estudiando las muestras de otros fragmentos del
fogdn con el objetivo de verificar un mayor porcentaje de acidos grasos de origen
animal.

Palabras clave: Acidos grasos, fogoén, cultura olmeca, CG-EM, mojarra-tilapia
(Oreochromis sp.), armadillo (Dasypus novemcinctus)

1 p.e., punto de ebullicién



CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

San Lorenzo-Tenochtitlan, Veracruz, México, fue la primera capital de la cultura
olmeca. Al igual que muchas capitales antiguas y actuales del mundo, dominé un
punto estratégico, lo que le permitié controlar la comunicacion y el transporte
terrestre y acuético. Esta region fue fuente de abundantes recursos alimenticios
para su creciente poblacion y en ella se realizaban actividades como la pesca, la
caza, la recoleccion y la agricultura de inundacién o recesion. Se sabe que dentro
de las principales actividades de esta cultura prevalecio la pesca y se piensa que
la principal forma de conservacion que tenian era el ahumado de sus alimentos.

Como parte del Proyecto Arqueoldgico San Lorenzo-Tenochtitlan (PASLT)
del Instituto de Investigaciones Antropologicas de la UNAM se han llevado
excavaciones en la region, donde se han encontrado restos de diferentes fogones?
en los cuales se ha preservado materia organica (Cyphers y col., 2013).

El andlisis de residuos organicos en restos arqueoldgicos tiene la capacidad
de proporcionar informacion de interés para la investigacion arqueoldgica. A traves
de dicho andlisis y junto con otros datos arqueoldgicos, se puede llegar a
establecer el tipo de contenido y una aproximacion a la dieta que tenian las
culturas antiguas. Dentro de los residuos organicos los mas extensamente
estudiados son los lipidos que, por su presencia en diversos alimentos y
caracteristicas quimicas, son de gran interés para la identificaciéon de posibles
contenidos de recipientes, ya que al absorberse por los poros de las matrices se
da una micro encapsulacién que inhibe la actividad bacteriana, por lo que se cree
gue las adherencias de lipidos en los recipientes representan las primeras
utilizaciones de los mismos (Cafiabate y Sanchez, 1995; Passi y col., 1981).

Dado el contexto anterior, en esta investigacion se analizaron los residuos de
lipidos de un fragmento de un fogén hallado en la region norte de San Lorenzo, el

cual data del afio 900 a.C., con la finalidad de conocer el tipo de alimentacion de

2 Fogon (Del lat. focus, fogon). Sitio adecuado en las cocinas para hacer fuego y guisar (RAE,
2014)
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los habitantes de esta region, la cual debié estar constituida por recursos
accesibles en la zona, entre los cuales destacan por citar algunos de ellos,
pescados, tortugas, iguanas, venados y armadillos. Dicho fragmento ha sido
proporcionado por personal del Instituto de Investigaciones Antropolégicas de la
UNAM, por lo que la importancia de este estudio no se limita al conocimiento de la
posible alimentacion de esta cultura, sino que servira de base para un analisis mas
completo desde el punto de vista arqueoldgico y asi comprender mejor a esta
enigmética cultura.

En lo que respecta a la parte experimental, este estudio se enfoco a realizar
una extraccion de los residuos de lipidos por medio del método de Soxhlet con
modificacibnes a la NMX-F-089-S-1978, (DOF, 1978) para posteriormente
encontrar una metodologia de determinacion de &acidos grasos empleando
reactivos menos dafinos con el ambiente que los establecidos en la NMX-F-017-
SCFI-2011 (DOF, 2011).

A continuacion se expondran los objetivos particulares de la investigacion en el

marco de un objetivo general.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general de lainvestigacion

Determinar el contenido de acidos grasos (a partir de sus ésteres metilicos) de un
fragmento de fogdn olmeca para que se obtengan datos que sirvan de base
arqueoldgica para la identificacion de los principales alimentos que la poblacién

consumia.

1.1.2. Objetivos particulares

e Establecer una metodologia de determinacidén de acidos grasos para materiales
biol6gicos (muestras de pescado) y muestras arqueoldgicas a analizar con
modificaciénes a las normas mexicanas NMX-F-089-S-1978 y NMX-F-017-SCFI-

2011 para utilizar reactivos menos dafinos con el ambiente.



e Extraer acidos grasos de los restos de un fogdn de aproximadamente 3000 afios
de antigliedad para su posterior caracterizacion por medio de cromatografia de
gases-espectrometria de masas.

e Comparar los resultados obtenidos del analisis de los acidos grasos del fogon
con el analisis del contenido de lipidos de 2 especies tipicas actuales de la zona:
mojarra-tilapia (Oreochromis sp.) y armadillo (Dasypus novemcinctus).

e Comparar los resultados obtenidos en el andlisis de los acidos grasos contenidos
en el fogon con los criterios de identificacion de residuos de alimentos en

fragmentos arqueoldgicos citados en la literatura.



CAPITULO 2
FUNDAMENTACION

2.1. La cultura Olmeca: Localizacion y asentamientos mas importantes

Se considera a la cultura olmeca como la que se desarrollé en el &rea ubicada al
sur de los actuales estados de Veracruz y frontera norte de Tabasco, en la costa
del Golfo de México (Casellas, 2004; Maza 2006). El término n&huatl "olmeca"
significa "habitantes del pais del hule". Los mas importantes asentamientos de la
cultura olmeca descubiertos hasta este momento son San Lorenzo Tenochtitlan,
La Venta, Tres Zapotes y Laguna de Cerros en México. La ubicacion de los

mismos se muestra en la Figura 2.1 (Carrasco, 2004).

[ Milhas |
T > San Lorenzo
\ El Azuzul

Y

Las Limas,
(©)

Figura 2.1. Mapa de la zona olmeca (An6nimo, 2012)

2.1.1. San Lorenzo: Primera capital de la cultura olmeca
Las indagaciénes dedicadas a conocer la evolucién de los olmecas registran un
largo proceso marcado por asentamientos primarios que los arquedlogos sitian

hacia 1800 a 1600 a.C. en San Lorenzo, una meseta rodeada por los rios Chiquito
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y Coatzacoalcos, cerca de la costa sur de Veracruz. Logré6 su maximo esplendor
entre el 1400 y 1000 a.C. San Lorenzo fue la cabecera de aldeas dispersas.
(Cyphers y col., 2013; Florescano, 2007).

2.1.2. La region de San Lorenzo: El entorno ambiental, fauna y flora de la
zona

La region de San Lorenzo se localiza en una regién de llanura (Figura 2.2) que
tiene zonas con tendencia a las inundaciones, es por ello que las aldeas estaban
ubicadas en terreno alto por arriba del nivel de inundacién, a manera de un
archipiélago dentro de los humedales, comunmente separados de sus vecinos por
amplias extensibnes de agua Yy terrenos pantanosos que los aislaban,
especialmente durante la temporada de lluvias cuando el nivel del agua se
elevaba. En particular la region norte se destacaba por presentar una abundancia
de cursos fluviales ramificados y una mayor captura de agua (Cyphers y col.,
2013).

EL BATIO
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Figura 2.2 Plano de la region de San Lorenzo y llanuras (Cyphers y col., 2013)



De acuerdo con los datos arqueologicos, en el sistema fluvial debian
encontrarse peces, siendo el mas comun la mojarra, ademas de algunas clases de
crustaceos, mariscos y moluscos. Entre otras especies de importancia, se
encuentran las aves como el 4guila arpia ademas de iguanas, caimanes, tortugas,
sapos, venados, 0sos hormigueros, armadillos, mapaches, coyotes, zorros, monos
aulladores, monos arafa, jaguares, ocelotes y serpientes, solamente por citar a
algunos (Casellas, 2004).

Ya desde tiempos de la cultura olmeca las plagas de insectos pudieron
intervenir en las cosechas, ademas pudieron encontrarse otras especies
consideradas peligrosas como son la arafia capulina, la viuda negra, escorpiones,
pulgas, garrapatas y murciélagos. Mencion especial deben tener las abejas que,
ademas de peligrosas por sus picaduras, son las productoras desde tiempos
antiguos de miel y cera para la subsistencia de estas poblaciones (Casellas,
2004).

De acuerdo con Florescano (2007) los olmecas cultivaron alimentos
necesarios para la sobrevivencia de los grupos humanos como son el maiz, la
calabaza, el frijol, el chile y diversos tipos de legumbres; sin embargo, las
investigaciones de Cyphers y col. (2013) indican que el cultivo en esta zona
representaba un riesgo debido a las temporadas de inundacién de la zona. Es por
ello que una forma efectiva de obtener alimentos pudo ser la pesca y la caza de

tortugas y otros animales.

2.1.3. Los islotes de la llanura norte de San Lorenzo

Al estudiar las llanuras de inundacién se encontraron estructuras artificiales que se
denominaron con el nombre de islotes. Los islotes consisten en la edificacion de
un monticulo bajo, realizado con tierra, como base de una estructura adiciénal (las
cuales se denominan con el nombre de superestructuras). Se trata de una
arquitectura especial disefiada para la explotacion de los recursos de la zona.
Podria tratarse de ocupaciénes estacionales de colecta de fauna acuatica
atrapadas en la recesion de las aguas de la inundacion. La mayor densidad de

islotes se localiza en una zona de humedales al norte de San Lorenzo, lo cual



indica su potencial Unico para la subsistencia, que la hizo particularmente atractiva
para los primeros olmecas. En diferentes centros de los islotes estudiados se
encontraron elementos quemados (fogones) que varian de 50 a 190 cm de largo
con un ancho entre 30 y 60 cm, la profundidad interior tiene un promedio de 30 cm
y las paredes de 3 a 8 cm de grosor (Imagen 2.1).

Imagen 2.1. Vista de los elementos quemados (fogones) en un islote de la llanura
norte (Cyphers y col., 2013).

Estos elementos sugieren que la porcion central y mas segura de las
superestructuras se haya utilizado para la preparacion y preservacion de
alimentos, incluyendo el secado y el ahumado. Uno de los productos que pudo ser
secado y ahumado es el pescado ya que puede conservarse, dependiendo del
tamafo, de 1 a 5 meses (Cyphers y col., 2013). En la Figura 2.3 puede observarse
una representacion hipotética de como se pudo haber ahumado en un fogén
dentro del islote.

Cabe mencidénar que la muestra analizada en esta investigacién, provino de

uno de los islotes de la llanura norte.



Figura 2.3. Reconstruccion hipotética de un islote y superestructura con el fogén
gue se utilizo para ahumar pescado (Cyphersy col., 2013).

2.2. Indicadores bioquimicos en recipientes organicos
El analisis de indicadores bioquimicos de contenidos en recipientes arqueoldgicos
deberia ser entendido como una linea mas de investigacion dentro de los estudios
de caracterizacion de artefactos prehispanicos. Incluir este tipo de analisis
permitiria lograr un acercamiento mas exacto al posible contenido y funcion de los
recipientes. De esta manera pueden abrirse nuevas vias de estudio en el campo
de las dietas o, bien, en la reconstruccion de los patrones de actividad pasados
para la definicion de areas de actividad® (Cafiabate y Sanchez, 1995; Passi y col.,
1981).

Los residuos organicos incluyen una amplia variedad de sustancias. Ellos
representan los restos basados en carbono (en combinacion con H, N, O, Py S)

de hongos, plantas, animales y seres humanos. Dichos residuos se han extraido y

3 Un éarea de actividad es un area espacialmente restringida donde se ha realizado una tarea especifica o
conjunto de tareas relacidénadas, y se caracteriza generalmente por una acumulacién de herramientas,
productos de desecho y/o materias primas (Williams, 1994)
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estudiado a partir de diversos materiales arqueoldgicos. Derivados de ellos, se
han aislado lipidos, proteinas, almidones, ADN y lignina entre otros. Comunmente,
los residuos estudiados incluyen proteinas de la sangre de las superficies de las
herramientas de piedra, acidos grasos absorbidos en las paredes de las ollas y
adhesivos a base de resina (Eerkens y Barnard, 2007).

Los residuos organicos sobreviven asociados a los recipientes
arqueologicos principalmente en tres formas:
1) Como contenido en vasijas selladas
2) Como restos en la superficie, ya sea interna o externa

3) Dentro de los poros de las paredes del recipiente, absorbidos por éstas.

2.3. Analisis de lipidos en muestras arqueoldgicas

Los anadlisis de residuos organicos se han realizado sobre la base de su capacidad
para resistir la descomposicion en diferentes ambientes de depdsito, asi como los
requisitos de los métodos analiticos. Por lo tanto, los lipidos que se preservan en
los recipientes arqueoldgicos se encuentran relativamente bien estudiados debido
a que tienden a sobrevivir arqueolégicamente y a su facil manejo en el laboratorio
(Eerkens y Barnard, 2007, Mirén, 2002).

Los acidos grasos presentan caracteristicas Unicas que los convierten en
buenos indicadores bioarqueoldgicos ya que, por un lado, existen en diferentes
combinaciénes y en proporciones similares para cada especie de planta y animal
y, por el otro, pueden sobrevivir largos periodos. Su preservacion en los residuos
de superficies carbonizadas es excelente, debido a la microencapsulacién que
inhibe la actividad bacteriana y, por ende, en los poros de las paredes de las
vasijas, por lo que de esta forma no son contaminados con materia organica del
suelo. Por ello se cree generalmente que las adherencias representan las
primeras utilizaciones de la vasija, por lo que la identificacion de estos residuos
puede proveer a los arqueologos de informacién acerca de la utilidad de las
vasijas e ir mas alla en la comprension de las practicas culinarias, las estrategias
de subsistencia que tenian y el tipo de dieta que llevaban. Los trabajos

experimentales demuestran que los triglicéridos (principal componente de la
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grasa) después de 100 dias de degradacion bajo condicibnes oxidantes

virtualmente desaparecen dando origen a los acidos grasos. El origen de los

lipidos puede ser facilmente distinguido a través de la identificacion de los

esteroles (Cordero, 2011).

Han sido pocos los estudios sobre los residuos lipidicos que se han llevado
a cabo en la region de Mesoamérica, como lo son la identificacion de semillas de
cacao en una vasija ceremonial y el analisis de lipidos de residuos de maiz en
ceramica (Miron, 2002).

Aunque la definicién de lipido puede cambiar de un autor a otro, se puede
decir que los lipidos son un grupo de sustancias heterogéneas que engloban
acidos grasos carboxilicos, esteroles, acilgliceroles, etc., que tienen como
caracteristicas principales el ser insolubles en agua, lo que favorece su
permanencia en el lugar donde fueron depositados, y ser solubles en disolventes
organicos como éter, cloroformo, etc. (Canabate y Sanchez,1995; O’'Keefe, 2002).

Los lipidos de mayor interés en el campo de la investigacion arqueologica
son:

e Acidos grasos.- La mayoria son &acidos grasos monocarboxilicos de cadena
lineal, distinguiéndose unos de otros en la longitud de la cadena y en el grado
de insaturacion, es decir, en la presencia y numero de dobles enlaces. Los
acidos grasos mas comunmente encontrados en los fragmentos arqueoldgicos
son los que se muestran en la Figura 2.4.

e Acilgliceroles.- Son componentes abundantes de grasas y aceites, tanto de
origen vegetal como de origen animal, formandose por una reaccién de
esterificacion entre el glicerol y los acidos grasos

e Esteroles.- Son alcoholes de alta masa molecular presentes minoritariamente
en la fraccion insaponificable de las grasas. El colesterol es el esterol mas
abundante en los animales; por el contrario, el campesterol y el sitosterol, son
los esteroles mas abundantes en las plantas. La deteccién de algun esterol
puede orientar acerca del tipo de grasa asociada con el contenido del
fragmento; sin embargo, resulta relativamente dificil dada la baja proporcion en

la que se encuentran.
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ACIDOS GRASOS ACIDOS GRASOS
SATURADOS INSATURADOS

C14:0 Acido miristici C16:1 Acido palmitoleico
- A

C16:0 Acido palmitico

C18:0 Acido estearico

C20:0 Acido araquidico

Figura 2.4. Acidos grasos mas comunes encontrados en fragmentos
arqueoldgicos (Elaborada con la informacion de Cafiabate y Sanchez, 1995)

2.3.1. Conservacion del material lipidico en muestras arqueolégicas

El grado de conservacion de los lipidos puede depender de las condiciones de

enterramiento, del material lipidico y de la carbonizacion, que es cuando los tejidos

organicos se carbonizan a baja temperatura y se lleva a cabo la formacion de una

especie de vesiculas en las que el material lipidico permanece intacto.

2.3.2. Procesos de degradacién y de contaminacion

Los lipidos presentan algunas caracteristicas que favorecen su eleccion como

indicadores bioquimicos. No obstante, hay que considerar los siguientes factores:

Cambios quimicos producidos por procesos de degradacion en la
materia organica. Los principales procesos de degradacion son los
siguientes:

Hidrdlisis.- Este proceso es provocado por la humedad, temperatura, enzimas
y diversos microorganismos que producen la ruptura del enlace éster, dando
lugar a la liberacion de los &cidos grasos que forman parte de los
acilgliceroles.

Oxidacién.- Ciertos grupos funcidnales presentes en los lipidos son
particularmente sensibles a la oxidacién. Entre estos grupos se encuentran

principalmente los dobles enlaces y, en consecuencia, los acidos grasos
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insaturados sufrirdn en mayor extension este proceso. De ahi que resulte
dificil encontrar acidos grasos con un numero de insaturaciénes superior a
una.

o Degradacion microbiologica.- La materia organica enterrada, a menos que
esté protegida de alguna forma, puede sufrir procesos degradativos por
microorganismos activos en la matriz de enterramiento.

e Contaminacion lipidica post-excavacion.- Proviene de los lipidos de la piel
introducidos a través de la manipulacion de los artefactos

« Reutilizacion del recipiente.- Esta es una posibilidad que debe considerarse y
gue es dificil de detectar. No obstante, la presencia simultanea de compuestos
exclusivos de ciertas especies animales o0 vegetales podria indicar la

reutilizacion del recipiente. (Cafiabate y Sanchez, 1995).

2.3.3. Técnicas analiticas empleadas para la determinacion de acidos

grasos en muestras arqueoldgicas

2.3.3.1. Anélisis mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas
(CG-EM)

La determinacion del origen de la materia organica en recipientes antiguos
mediante cromatografia en fase gaseosa acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM, por sus siglas en espafiol o GC-MS, por sus siglas en inglés) es una
herramienta que se utiliza desde hace relativamente poco tiempo. Es un método
efectivo y eficiente para analizar muestras de tipo organico. Esta técnica se ha
utilizado para determinar la composicion de &cidos grasos de los residuos
arqueoldgicos (Malainey, 2007).

La cromatografia de gases es un método fisico de separacion basado en la
distribucién de la muestra en dos fases. Una fase es el lecho estacionario de
extensa superficie empacada apretadamente dentro de una columna. Esta es la
fase estacionaria y puede ser un sélido o una delgada pelicula liquida que recubre
al solido. La otra fase es conocida como la fase mavil, la cual consiste en un gas
portador inerte que eluye los componentes de una mezcla a través de la columna

sobre la fase estacionaria y alrededor de la misma. Su separacion se basa en las
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diferencias en los puntos de ebullicibn y la temperatura de la columna (Lépez
2008; Skoog y col., 2001). La cromatografia de gases es la principal técnica
analitica para la separacién de compuestos volatiles y semivolatiles, por su rapido
analisis, facil resolucién, operacion y excelentes resultados cuantitativos. Para
poder confirmar la identidad o estructura de cada compuesto las mejores técnicas
de analisis cualitativo son aquéllas que combinan la capacidad de separacion de la
cromatografia con la capacidad de la identificacion de los compuestos, como la
espectroscopia de masas (técnicas acopladas) (Gutiérrez y Droguet, 2002; L6pez,
2008). Por otro lado, un espectrémetro de masas es capaz de proporcionar
informacion acerca de: la composicion elemental de las muestras; la estructura de
las moléculas inorganicas, organicas y bioldgicas; la composicion cualitativa y
cuantitativa de mezclas complejas y de las relacidénes isotdpicas de atomos en las
muestras (LOpez, 2008). Para analizar las muestras en el espectrometro de
masas, las muestras se ionizan, formando moléculas i6nizadas o id6nes
moleculares (M*); ademas, también se forman fragmentos de iénes debido a la
descomposicion de los ibnes moleculares con exceso de energia. La masa y
abundancia relativa de estos ibnes se muestra en el espectro de masas, el cual es
diferente para cada compuesto quimico y constituye una identificacion
practicamente inequivoca del compuesto analizado (Gutiérrez y Droguet, 2002;
Lopez, 2008). Estudios realizados en la década de los 50 del Siglo XX empleando
espectrometria de masas de esteres de acidos grasos fueron probablemente la
primera demostracion del valor de la EM para deducir la estructura de moléculas
complejas de productos naturales (Lopez, 2008).

Por ello, para que los acidos grasos puedan ser analizados mediante esta
técnica es necesaria su conversion a derivados de baja masa molecular como son
los ésteres metilicos (Christie, 2013; Cordero, 2011). La NMX-F-017-SCFI-2011
(Alimentos — Aceites y grasas - Determinaciéon de la composicién de acidos grasos
por cromatografia de gases en columna empacada método de prueba) (DOF,
2011) indica el uso de BFz en MetOH para la obtencién de ésteres metilicos; sin
embargo, Christie (1993) describe diversos métodos, entre ellos el uso de HCI en

MetOH, el cual es menos téxico que el anterior y menos dafiino al ambiente. En la
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Figura 2.5. se muestra un esquema general de como se lleva a cabo el analisis
por medio de CG-EM, mientras que en la Figura 2.6. se observa un equipo de

cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (ANALISYC, 2014).
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Figura 2.5. Andlisis por CG-EM (Modificado de Last y col., 2007)

Figura 2.6. Cromatografo de gases con detector de espectrometria de masas
cuadrupolar (ANALISYC, 2014)
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2.3.3.2. Cromatografia de liquidos de alta resoluciobn acoplada a
espectrometria de masas (CLAR-EM)

Una técnica mas reciente que se podria aplicar es la cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR, por sus siglas en espafiol o HPLC, por sus siglas en inglés)
acoplada a espectrometria de masas (EM, por sus siglas en espafiol o MS, por
sus siglas en inglés). Los sistemas CLAR-EM facilitan el andlisis de muestras que
tradicionalmente han sido dificiles de analizar por CG-EM; es decir, analitos poco
volatiles tales como los triacilgliceroles, separando las especies por polaridad mas
qgue por punto de ebullicién. EI CLAR-EM también puede analizar las especies de
acidos grasos tipicamente analizados por cromatografia de gases-espectometria
de masas (CG-EM), con la ventaja de un procedimiento de preparacion
simplificado (Cafiada, 2011; Romanus, 2008).

Los espectros de masas obtenidos por CLAR-EM suelen ser mas sencillos
gue los obtenidos en CG-EM debido a que el nivel de fragmentacion de las
moléculas es menor. El inconveniente es que los espectros dependen
parcialmente de los parametros de idnizacion, es decir, que no pueden ser
considerados como “huella dactilar” del compuesto y, por tanto, la comparacion
con coleccidones de espectros estandares no es posible. Por esta razon, la
comparacion del espectro de masas de analitos con patrones debe realizarse en

las mismas condiciénes de trabajo (Cafada, 2011).

2.3.3.3. Espectrometria de masas de relaciones isotopicas

Mediante esta técnica se puede llevar a cabo el andlisis de los isétopos estables
de los principales elementos ligeros de la biosfera (C, H, N, O, S). La
espectrometria de masas de relacién isotopica permite el andlisis de las relaciénes
isotopicas de estos elementos ligeros (*3C/*2C, D/H, *N/**N, 180/60, 34S/*?S) con
la precision y la exactitud necesarias para medir las pequefas variaciones en la
abundancia isotdpica (fraccionamiento), provocadas por mdultiples procesos
naturales, tanto fisicos como quimicos. Estos elementos, que tienen una gran

importancia desde el punto de vista biolégico y geoldgico, presentan dos o0 mas

16



isétopos estables, de los cuales el més ligero es el mas abundante (Cafada,
2011).

En general, en el sistema de cromatografia de gases con celda de
combustion y espectrometria de masas de relaciones isotépicas la muestra es
introducida en el cromatografo de gases, donde se vaporiza y se realiza la
separacion cromatogréfica de los componentes de la muestra. El eluyente que
procede del cromatografo de gases atraviesa un horno de combustion donde se
produce la reaccibn de combustion de la materia organica dando lugar
fundamentalmente a diéxido de carbono y agua. El dioxido de carbono (CO,)
generado tendra la misma relacion carbono 13/carbono 12 (*3C/*2C) que el
compuesto original del que proviene. EI CO> generado en la combustion se
introduce en el espectrometro de masas junto con un flujo de helio, como gas
portador. Por otro lado, se introduce también en el espectrometro un flujo continuo
de gas de referencia, generalmente CO.». En la fuente de i6nizacion las moléculas
de diéxido de carbono son iénizadas dando lugar a los i6nes 2C1602 y 12C160:.
Mediante un electroiman se dirige el haz hacia un sistema de colectores, donde se
detectan de manera simultanea las diferentes trazas de las formas isotopicas
generadas. Se determina asi la diferencia en la composicion isotopica entre los
dos gases (muestra y gas de referencia). El enriquecimiento isotépico viene dado
por el exceso de una especie isotépica (carbono 13 o '3C) en una muestra
comparado con la misma especie isotopica en el gas de referencia (AEA, 2014).
Esta técnica avanzada es excelente para identificar el origen de las grasas
animales, ya que es posible distinguir entre grasas de rumiantes (por ejemplo
ovejas y vacas) y grasas porcinas porque reflejan las diferencias en su
metabolismo vy fisiologias. También es posible discriminar asi entre tejido adiposo

de rumiantes y grasas lacteas a través de la relacion de *C/*?C (Romanus, 2008).
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CAPITULO 3
METODOLOGIA

3.1. Origen de la muestra arqueoldgica

El dia 4 de abril del afio de 1998, se llevo a cabo una excavacion en la planicie
aluvial de San Lorenzo Tenochtitlan. En el transcurso de la intervenciéon (sondeo
8) se recupero el rasgo #4 de un fogon. El espacio en el que aparecidé parece
corresponder a un islote de la llanura norte de San Lorenzo. Esta muestra
arqueologica se empled en este estudio.

En un inicio, para poder establecer la metodologia a seguir y posteriormente
proceder con la extraccion de acidos grasos del fragmento de fogdn proporcionado
por el Instituto de Investigacibnes Antropoldgicas con aproximadamente 3000
afos de antigiiedad (Imagen 3.1) sin el riesgo de dafiar la muestra, se llevé a cabo
un experimento piloto.

Evidencia arqueoldgica sugiere que el fogén fue empleado para la
preparacion y preservacion de alimentos, utilizando métodos como el secado y el
ahumado (Cyphers y col., 2013); por tal antecedente, se decidio realizar el
ahumado de muestras de pescado (mojarra-tilapia) en ollas de barro adquiridas en
el mercado de Sonora de la ciudad de México.

En la Figura 3.1 se muestra el diagrama general de la metodologia de todo
el estudio y en la Figura 3.2 se muestra la metodologia seguida en el experimento
piloto. Cabe mencidnar que las determinaciénes se realizaron por duplicado y de

forma cualitativa.

Imagen 3.1. Fragmento de fogon con aproximadamente 3000 afios de
antigiiedad
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DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS
(Fragmento de fogon)

v

OBTENCION DE MUESTRA
Excavacion en planicie de San Lorenzo-
Tenochtitlan
Insittuto de Investigaciones Antropoldgicas

IA

¢El material
esta limpio?

¢La metodologia
esta establecida?

No

REALIZACION DE
EXPERIMENTO
PILOTO

ALMACENAMIENTO
DE LAS OLLAS DE
BARRO

v

MOLIENDA

\ 4

Armadillo

¢Lamuestra es de
carne o del fogén?

Lacarne
es de:

| DESCONGELACION |

¢La muestra es
un control?

A 4

LAVADO | LAVADO |
| CORTADO | | CORTADO |
| AHUMADO | HOMOGENEIZADO

v

HOMOGENEIZADO |

\Z

I IOFIl I7ACION |<7

v

EXTRACCION
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LAVADO

Fogén

A

SOXHLET

\/

SAPONIFICACION

v

DERIVATIZACION
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EXTRACCION

v

AISI AMIENTO |

N

CG-EM |

No
CORTADO
SECADO
CON SAL
SECADO
EN
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MOLIENDA I:
LAVADO
| ENJUAGUE |
REPOSO
ENJUAGUE

v

Figura 3.1. Diagrama del proceso general seguido en el andlisis de los acidos
grasos del fragmento de fogon
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DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS

(Experimento piloto)

¢ El material
esta limpio?

T Si
\V\
¢La muestra es
muestra control?
Si
LAVADO LAVADO

Agua destilada

Agua destilada

\

\ 4

\

ALMACENAMIENTO DE

LAS OLLAS DE BARRO

9 °C, envoltura de papel
aluminio, 1 mes

v

MOLIENDA
Primero con un martillo,
luego con mortero con pistilo

CG-EM

No
CORTADO CORTADO
Filetes de 12x7x0.5 cm Filetes de 12x7x0.5 cm
(partes laterales) (partes laterales)
AHUMADO . HOMOGENEIZADO
Ahumador, viruta de encino Licuadora comercial, 300 rpm
humeda, 2 ollas de barro hasta obtener una pasta
3h,350°C; 1h, 500 °C homogénea
HOMOGENEIZADO
Licuadora comercial,
300 rpm hasta obtener una Jabén Iéft?{'ggolibre de
asta homogénea
P \1/ 9 fosfatos, solucion al 10%
LIOFILIZACION
Congelar con acetona-hielo |« c ENJ[(';AG,UE d
seco, frasco de plastico 1/2 L on agléaestﬁzg):ua ao
EXTRACCION SOXHLET
2 a5 g, 80 mL! disolvente?, HNgElpocé/fom h
frecuencia de 2 gotas/s, 4 a6 h 8 '
SAPONIFICACION ENJUAGUE
NaOH?2 en metanol 0.5 N, Con agua desio6nizada o
ebullicién destilada
DERIVATIZACION SECADO
HCI* en metanol al 5%, 6 En estufa a 120°C. 1 h
min, 5 mL hexano 1 min, 15 '
mL sol. sat. de NaCl
agitacion vigorosa 15 s, sol.
sat. de NaCl
EXTRACCION Notas

Embudos 250 mL, 2
porciénes 50 mL éter de
petréleo, lavados con
porciénes de 20 mL con agua
destilada empleando rojo de
metilo como indicador

\Z

é

AISLAMIENTO
Secar con Na2SO4 anhidro,
evaporar disolvente en
campana, redisolver en
hexano, en viales de vidrio
color ambar

1. El volumen empleado se encuentra en funcién
del tamafio del equipo Soxhlet y debe ser
suficiente para producir al menos una descarga
2. Eter de petréleo? (p.e.30 a 60 °C), para las
muestras de pescado, y cloroformo:metanol
(2:1) para muestras de ollas de barro. Debe
recuperarse de la extraccion para posterior uso
en extraccion liquido-liquido

3. mL agregados de acuerdo con la cantidad de

grasa extraida

4. mL agregados de acuerdo con la cantidad de

grasa extraida
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3.2. Descripcion detallada de la metodologia del experimento piloto

1) Lavado y cortado de las muestras de mojarra-tilapia (Oreochromis sp.)
Para realizar la preparacion de las muestras control de pescado, fueron
cortadas con unas tijeras, en pedazos de aproximadamente 14x2.8x0.5 cm;
lavadas con agua destilada y escurridas durante 5 min para pesarse
después.

Para realizar la preparacion de las muestras de pescado para el
ahumado, fueron cortadas con unas tijeras, en pedazos de aproximadamente
14x2.8x0.5 cm; lavadas con agua destilada y escurridas durante 5 min para
pesarse después. Posteriormente, fueron atravesadas con ayuda de un
alambre galvanizado y fueron colgadas a lo largo del diametro de la olla del
ahumador, el cual fue tapado para proceder a realizar el ahumado como se

describe en el inciso 2)

2). Proceso de ahumado en las muestras de pescado
Para realizar el proceso de ahumado se armé un ahumador provisional
como se aprecia en la Imagen 3.2, que permitiera ahumar la muestra de
pescado. El pescado que se ahumé fue mojarra-tilapia (Oreochromis sp.)
adquirida en la Tienda UNAM, México. Al mismo tiempo se colectaron los
exudados que pudiera desprender. Para ello se emplearon un par de ollas
de barro adquiridas en el mercado de Sonora de la ciudad de México de 11
cm de alto, con una base redonda de 4.4 cm de diametro y una abertura en
la parte superior de 6 cm. Para el ahumado se emplearon aproximadamente
150 g de virutas de encino (madera de tipo no resinoso) humedecidas con
400 mL de agua de la llave con la finalidad de favorecer la formacién de
humo y evitar que éstas se quemaran. Por otro lado, la temperatura de la
parrilla fue ajustada a 350 °C ya que con esta temperatura se obtenia una
temperatura interna de aproximadamente 50 °C, y a una temperatura
externa de 500 °C se obtenia una interna de 80 °C (tomadas en el interior

con un termoémetro). De acuerdo con Tomé y col. (1999), en la primera
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etapa, que fue la realizada en este caso a una temperatura de 50 °C, la
temperatura no deberia de elevarse demasiado para evitar la
desnaturalizacién de las proteinas con el consecuente endurecimiento de la
superficie del pescado, lo que impide la evaporacion del agua que se
encuentra en las capas internas del musculo. Las condicibnes antes

mencidénadas se resumen en la Tabla 3.1.

Imagen 3.2. Ahumador que consta de a)olla de
acero inoxidable, b)tapa de acero inoxidable,
c)rejilla de metal de aprox. 20 cm de diametro,
d)dos ollas de barro sin barnizar, e)alambre
galvanizado de calibre #16, f)aserrin de encino
y g)parrilla eléctrica de calentamiento

Tabla 3.1. Ahumado artesanal

Hora Temperatura Temperatura Observaciénes
de parrilla, °C | del sistema, °C
00:00 h 350 = 50 Inicio del ahumado
00:00h-03:00 h 350 = 50 Mantenimiento de la temperatura
03:00 h-4:00 h 500 = 100 Aumento de la temperatura
04:00 h 500 = 100 Fin del ahumado

3) Homogeneizado de las muestras de pescado
Una vez obtenidas las muestras de pescado (ahumadas y control), se
pesaron y se molieron a 300 rpm con ayuda de una licuadora comercial, para
colocarse en recipientes de plastico blanco con tapa, con capacidad de
500 mL, poniéndolas en una mezcla de acetona con hielo seco (COy) para

generar un bafio refrigerante, y congelarlas a -30 °C.

4) Liofilizacion de las muestras de pescado

Una vez congeladas las muestras de pescado (ahumadas y control) fueron
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liofilizadas en una liofilizadora de la marca LABCONCO, modelo Free Zone
4.5, durante 21 horas. Las muestras fueron liofilizadas debido a que deben
ser sometidas a un pre-tratamiento, ya que los lipidos no pueden ser
extraidos con efectividad de los alimentos hiumedos y el solvente no puede
penetrar facilmente a los tejidos.

Adici6nalmente, ya que no es recomendable que el secado de la
muestra se realice a altas temperaturas debido a que algunos lipidos se ligan
con las proteinas y con los hidratos de carbono y, por lo tanto, hacen mas
dificil la extraccién con disolventes orgéanicos, la liofilizacion fue seleccibnada
como método de secado debido a que se ha visto que este proceso aumenta
la superficie o area de contacto, proporcionando una mejor extraccion de los
lipidos (Yéanez, 2003).

5) Almacenamiento de las ollas de barro previo a la extraccion Soxhlet
Las ollas de barro que contenian los exudados desprendidos por el pescado
durante el ahumado, fueron almacenadas para protegerse del ambiente y de

la luz, a una temperatura de -9 °C, durante un mes.

6) Molienda de las ollas de barro previa a la extraccion Soxhlet
La molienda se llevo a cabo en las dos ollas con residuos de pescado y en
un par de ollas sin residuos, las cuales fungieron como estandar. Las ollas,
se fragmentaron con un martillo y, posteriormente, se realizé la molienda con
un mortero y pistilo, siendo importante una reduccién en el tamafio de
particula debido a que la eficiencia de la extraccion lipidica mejora con un

menor tamafio de particula (Yafez, 2003).

7) Extraccion Soxhlet de los acidos grasos de las ollas de barro y de las
muestras de pescado
Los principales constituyentes de las grasas y los aceites son acidos grasos
gue usualmente se encuentran en la naturaleza como triacilglicéridos

(constan de tres acidos grasos unidos a una molécula de glicerol mediante
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enlaces ésteres). Su insolubilidad en agua y la abundancia relativa en
comparacion con otras clases de lipidos, tales como esteroles y ceras, hace
gue los &cidos grasos sean adecuados para el andlisis de residuos, como se
menciénod en el capitulo anterior, el andlisis de acidos grasos es un método
relativamente rapido, barato y accesible para la obtencion de una
caracterizacion de un residuo arqueolégico. Es especialmente valioso
cuando se trata de los restos materiales de las culturas de los periodos para
los cuales no hay historia escrita (Malainey, 2007). Por ello, para poder
obtenerlos, primero es necesario extraer el material lipidico de las muestras
para, posteriormente, aislarlos e identificarlos. Se empled6 en esta
investigacion el método Soxhlet para la extraccion del material lipidico.

Para realizar la extraccion Soxhlet, se colocaron 4 matraces bola de
fondo plano a masa constante con perlas de ebullicion en una estufa durante
2 h a 100 °C. Se pesaron de 3 a 5 g de muestra sobre papel filtro,
enrollandolo y colocandolo en un cartucho de celulosa, tapandose con
algodon (evitando que el algodon tocara la muestra) y colocandose el
cartucho en el extractor Soxhlet. Se conecto el matraz al extractor, donde se
encontraba el cartucho con la muestra, y se conecto al refrigerante no
poniéndose grasa en las juntas con la finalidad de evitar interferencias con la
muestra. Posteriormente, se agrego la cantidad suficiente de disolvente (éter
de petroleo, p.e. 30 a 60 °C, para el caso de las muestras de pescado, y
clorofomo:metanol en una relacion 2:1, para las muestras de las ollas de
barro) y se calentd el matraz mediante una parrilla de calentamiento hasta
gue se hizo una ebullicién suave. La extraccion de las muestras de pescado
se realizo durante 5 h y para las muestras de las ollas se mantuvo durante
3 h (Cafiabate y Sanchez, 1995; Malainey, 2007; Passi y col., 1981). Una vez
concluido el tiempo de extraccién, se recuperé el disolvente en una
campana.

Para verificar que se habia extraido toda la grasa, se dej6é caer una
gota de la descarga sobre el papel filtro, y si al evaporarse el disolvente, no

se observaba residuo de grasa, indicaba que la extraccion habia terminado.
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Una vez extraida toda la grasa, se quitd el cartucho con la muestra
desengrasada y se continud el calentamiento hasta la total eliminacién del
disolvente, recuperandolo antes de que se descargara.

Finalmente, se quit6é el matraz y se evaporo el disolvente remanente en
una campana de extraccion para calcular el porcentaje de grasa mediante la

siguiente formula quimica:

. P—p
04 Extracto etérea = ———

M (3.1)

donde:
P = Masa en gramos del matraz con grasa
p = Masa en gramos del matraz sin grasa

M = Masa en gramos de la muestra

8) Saponificacion de los acidos grasos de las ollas de barro y de las
muestras de pescado
Las metodologias para realizar la saponificacion de la muestra, la
derivatizacion de los acidos grasos y la obtencion de los ésteres metilicos
fueron obtenidas de las normas NMX-F-089-S-1978 y NMX-F-017-SCFI-
2011, con algunas modificaciones realizadas a lo largo de su montaje. Cabe
mencidnar que la NMX-F-017-SCFI-2011, utilizada para la obtencion de los
ésteres metilicos, fue modificada con la finalidad de emplear reactivos mas
amigables con el ambiente, tal como se cita en los siguientes parrafos.

Para realizar la saponificacion de la muestra se agregd a la grasa
obtenida en el matraz de bola, previa extraccion en un equipo Soxhlet y de
acuerdo con las cantidades establecidas en la Tabla 3.2, NaOH 0.5 N en
metanol, conectdndose el matraz a un condensador para calentar la mezcla
en una parrilla hasta que los glébulos de grasa se mezclaran con el NaOH y

formaran una sola fase.
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9) Derivatizacion de acidos grasos de las ollas de barro y de las muestras
de pescado
Posteriormente, (derivatizacion) se agregd HCI (acuoso) al 5% en metanol
(en vez de trifluoruro de boro que es el que recomienda utilizar la NMX-F-
017-SCFI-2011), de acuerdo con las cantidades que aparecen en la Tabla
3.2 y segun lo establecido por Lopez (2008), manteniéndose en ebullicién
durante 6 min, de acuerdo con Marrero (2006). Una vez transcurrido el
tiempo, se agregaron 5 mL de hexano a través del condensador y se
mantuvo a ebullicién durante 1 min mas. Pasado ese tiempo se desconecto
el condensador y se agregaron 15 mL de solucién saturada de NaCl, se tapo
el matraz y se agitd vigorosamente durante 15 s mientras la solucion se
encontraba aun tibia.
Finalmente, se agrego suficiente solucion saturada de NaCl para que
la solucion de hexano con los ésteres metilicos flotara en el cuello del

matraz.

Tabla 3.2. Cantidad de reactivos a emplear de acuerdo con la masa
de la grasa extraida (Experimento piloto)

Muestra (mg) | NaOH metandlico 0.5N (mL) | HCI metandlico 5% (mL)
100-250 4 5
250-500 6 7
500-750 8 9
750-1000 10 12

10) Obtencion (extracciéon) de los ésteres metilicos de las ollas de barro y
de las muestras de pescado
Para poder caracterizar los ésteres metilicos en el cromatografo de gases-
espectrometro de masas, fue necesario realizar su recobro, por lo cual, se
transfirid la mezcla (muestras de ésteres metilicos, las fases de sal y de
hexano) a un embudo de separacion de 250 mL, en donde se realizaron 2
extracciones liquido-liquido cada una con porcibnes de 50 mL de éter de

petrdleo recuperado.
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Los extractos fueron lavados con porciones de 20 mL de agua hasta
gue estuvieran libres de &cido (se comprobd el agua con indicador rojo de
metilo).

11) Aislamiento de ésteres metilicos de las ollas de barro y de las muestras
de pescado
La fase organica se sec6 con sulfato de sodio y el disolvente se recuperé en
un equipo de roto-evaporacion.
Finalmente, los ésteres metilicos fueron redisueltos en 3 mL de

hexano grado cromatografico y colocados en viales de vidrio color ambar.

12) Determinacion de los ésteres metilicos mediante cromatografia de
gases-espectrometria de masas (CG-EM) de las ollas de barro y de las
muestras de pescado fresco y ahumado
Para la identificacion de los ésteres metilicos de los acidos grasos obtenidos,
se utilizé un cromatégrafo de gases de la marca Agilent, modelo 6890N, con
una columna capilar de fase DB-5MS (5% fenil-metilsilicon), de una longitud
de 10 m, diametro interno (D.l.) de 0.18 mm y un espesor de pelicula de
0.18 pu, acoplado a un espectrometro de masas marca LECO, modelo
Pegasus 4D, con un modo de ionizacion de impacto electrénico (El, por sus
siglas en inglés). La deteccidén de los ésteres metilicos se realizé mediante
una inyeccion conocida por su nombre en inglés como Split-splitless. Las
determinaciénes se realizaron por duplicado para cada muestra.

Las condicidénes que se tuvieron al realizar los analisis cromatogréaficos
fueron: temperatura de inyector 300 °C, temperatura del horno de 100 °C
durante 1.7 min, después se llevo hasta 300 °C con una razén de 20 °C/min,
durante 10 min. El gas de arrastre fue helio grado cromatografico, la
temperatura de la fuente de iénizacién fue de 200 °C. Los resultados de los
acidos grasos se presentaron de forma cualitativa y las inyecciones fueron
realizadas por personal de la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI), de la Facultad de Quimica de la UNAM. Los
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compuestos fueron identificados con ayuda del software del equipo
(ChromaTOF), con la biblioteca virtual disponible en la pagina electrénica
Mass Spectrometry of Fatty Acid Derivatives (Christie, 2013), con los tiempos
de retencién arrojados por los cromatogramas y con el iébn molecular
caracteristico de cada compuesto. El programa de temperatura empleado se
detalla en la Tabla 3.3

Tabla 3.3. Programa de temperaturas establecidas en el equipo (CG-EM)

Temperatura inicial 100 °C
Tiempo inicial 1.7 min
Rampa de calentamiento 20 °C/min
Temperatura final 300 °C
Tiempo final 10 min
Temperatura de linea de transferencia 200 °C
Temperatura del inyector 300 °C

Como fue mencidénado en el inicio del capitulo, en el experimento
piloto sélo se emplearon muestras representativas de mojarra-tilapia y de la
muestra arqueologica (fragmento del fogon) y una vez que se establecio la
metodologia a emplear, se realizdé la misma metodologia de extraccion de
material lipidico y de la obtencién de los ésteres metilicos pero en la muestra
proporciénada por personal del Instituto de Investigaciones Antropoldgicas
de la UNAM, quienes colaboraron en este proyecto. Asi, establecida la
metodologia a segquir, y realizado el experimento piloto, se analiz6 el
fragmento del fogon hallado, con la finalidad de poner a prueba la hipotesis
de que dicho elemento se haya utilizado para ahumar alimentos proteinicos
como, por ejemplo, pescado. Adiciénalmente, se decidi6 comparar los
resultados obtenidos del analisis de los acidos grasos del fogon no sélo con
el andlisis del contenido de lipidos de mojarra-tilapia (Oreochromis sp.), sino
también con otra especie tipica actual de la zona: armadillo (Dasypus
novemcinctus). Cabe mencidénar que todas las determinacidones fueron
realizadas por duplicado y de forma cuantitativa.

A continuacion se describe en la Figura 3.3 la metodologia seguida
para la determinacion de acidos grasos de pescado, armadillo y del

fragmento de fogon.
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DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS

¢ El material

(Muestras de pescado, armadillo y fogén) esté limpio?
Si
\\74
¢La muestra es de
carne o del fogon?
\1, Carne
Armadillo
| No
DESCONGELACION
3h,4°C
\1/ LAVADO
Agua destilada, escurrir 5 min
LAVADO
Remocién de caparazén y \1’
frgancs CORTADO
Agua desél ada, escurnr Filetes de 14x2.8x1 cm
min. (partes laterales o filetes)
\Z y
SECADO CON SAL LAVADO
Recipi_ente _de p_léstico, capa Jabén Extran®, libre de
superior e inferior de sal de fosfatos. solucién al 10%
mesa de 1 cm de espesor, '
24 h, refrigeracion \l/
\4 ENJUAGUE
SECADO EN ESTUFA Con agua desionizada o
75 °C, 150 min destilada
EXTRACCION SOXHLET \1/
2 a5 g, 80 mL! disolvente?, MOLIENDA REPOSO

frecuencia de 2 gotas/s,
4a6h

Mortero con pistilo

v

SAPONIFICACION
NaOH? en metanol 0.5 N,

ehullicion

v

DERIVATIZACION
HCI* en metanol al 5%, 6 min,
5 mL hexano 1 min, 15 mL sol.
sat. de NaCl agitacion vigorosa

15 s, sol. sat. de NaCl

\Z

EXTRACCION
Embudos 250 mL,
2 porciénes 50 mL éter de
petréleo, lavados con

porciénes de 20 mL de agua —>

destilada, rojo de metilo

AISLAMIENTO
Secar con NaxSO4 anhidro,
recuperar disolvente en roto-
evaporador, residolver en
hexano, en viales de vidrio
color &mbar

\%

CG-EM

HNOs 10%, 24 h

v

ENJUAGUE
Con agua desib6nizada o
destilada

v

SECADO
En estufaa 120 °C, 1 h

Notas

1. El volumen empleado se encuentra en funcién
del tamafio del equipo Soxhlet y debe ser
suficiente para producir al menos una descarga.

2. Eter de petrdlec® (p.e.30 a 60 °C), para las
muestras de pescado, y cloroformo:metanol (2:1)
para muestras de ollas de barro. Debe
recuperarse de la extraccion para posterior uso en
extraccion liquido-liquido

3. mL agregados de acuerdo con la cantidad de
grasa extraida

4. mL agregados de acuerdo con la cantidad de
grasa extraida

Figura 3.3. Diagrama de proceso para la determinacion de los 4cidos grasos de pescado, 29
armadillo y del fragmento de fogon



3.3. Descripcién detallada de la metodologia del experimento empleando la
muestra arqueoldgica y las muestras de 2 especies tipicas actuales de la
zona de San Lorenzo, Veracruz: mojarra-tilapia y armadillo (Dasypus

novemcinctus)

A) Lavado y cortado de las muestras de pescado y de armadillo
Estas muestras fueron adquiridas, la primera en la Tienda UNAM de la
Ciudad Universitaria y la segunda en el Mercado de San Juan de la Ciudad
de México. Fueron cortadas en pedazos de aproximadamente 14x2.8x1 cm;
se retiraron las visceras y caparazon en el caso del armadillo; finalmente,

fueron lavadas con agua destilada, y escurridas durante 5 min.

B) Secado con sal y en estufa de las muestras de pescado y de armadillo
Con los mismos objetivos del experimento piloto, al someter las muestras
bajo un pre-tratamiento, es decir, obtener muestras secas para aumentar la
eficiencia de la extraccion de los lipidos, se colocaron las muestras de
carne de pescado y armadillo, en recipientes de plastico que contenian una
capa de sal de mesa, de aproximadamente 1 cm de espesor y se cubrieron
con una capa de la misma de igual manera, se tapo el recipiente y se dejo
durante 24 h en el refrigerador; transcurrido ese tiempo, se sacé la carne de
pescado y de armadillo del recipiente, se sacudieron suavemente para
retirar el exceso de sal y posteriormente se introdujeron en la estufa a una

temperatura de 75 °C durante 2 horas y media.

C) Molienda de las muestras de pescado y de armadillo
Una vez obtenidas las muestras de pescado y armadillo secas, se molieron
en un mortero (Profeco, 2012). Es necesario aclarar que en éste
experimento, se decidid cambiar el método de pre-secado o pre-tratamiento
(liofilizacién) de las muestras de carne de pescado y de armadillo, por el de
secado en estufa, aproximandose mas a la posible forma de secado que

hayan tenido los habitantes de la regién de San Lorenzo y no propiamente a
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la liofilizacién. Por otra parte, es importante aclarar que otra de las razones
por la cual ya no se realiz6 el ahumado, fue debido a que los resultados
arrojados en el experimento piloto, mostraron una extraccion de &cidos
grasos (ésteres metilicos) muy similares, tanto en las muestras de pescado
ahumado como en las de pescado fresco, lo cual indica que éstos no
sufrieron alteraciones durante dicho proceso. En realidad, el ahumado s6lo

permitié que las extraccidénes se realizaran de manera mas eficiente.

D) Preparacién de la muestra del fragmento de fogén previa extraccion

E)

Soxhlet

Para este analisis se realiz6 el raspado de la muestra del resto del fogon
proporcionado por el Instituto de Investigaciones Antropologicas de la
UNAM (que correspondia a un fragmento de aproximadamente 17x12x6 cm
de grosor), con ayuda de una espatula y un cincel, de cuatro diferentes
partes del mismo, y, posteriormente, fueron molidas y pulverizadas en un
mortero con pistilo, almacenandose cada una de las cuatro muestras, en

bolsas de plastico debidamente etiquetadas y al resguardo de la luz.

Extraccion Soxhlet de las muestras de pescado, armadillo y las
muestras del fragmento del fogon
Para realizar la extraccion Soxhlet, se colocaron 4 matraces bola de fondo
plano a masa constante con perlas de ebulliciébn en una estufa durante 2 h a
100 °C. Se pesaron de 3 a 5 g de muestra sobre papel filtro, enrollandolo y
colocandolo en un cartucho de celulosa, tapandose con algodon (evitando
gue el algodén tocara la muestra) y colocandose el cartucho en el extractor
Soxhlet. Se conect6 el matraz al extractor, donde se encontraba el cartucho
con la muestra, y se conecté al refrigerante no poniéndose grasa en las
juntas con la finalidad de evitar interferencias con la muestra.
Posteriormente, se agrego la cantidad suficiente de disolvente (éter
de petrdleo, p.e. 30 a 60°C, para el caso de las muestras de pescado y

armadillo y clorofomo:metanol en una relacion 2:1, para las muestras de
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F)

fogon) y se calent6 el matraz mediante una parrilla de calentamiento hasta
gue se realizara una ebullicion suave. La extraccion de las muestras de
pescado se realizé durante 5 h y para las muestras de fogén, se mantuvo
durante 3 h (Cafiabate y Sanchez, 1995; Malainey, 2007; Passi y col.,
1981). Una vez concluido el tiempo de extraccion, se recuperd el disolvente
en una campana.

Para verificar que se habia extraido toda la grasa, se dejo caer una
gota de la descarga sobre el papel filtro y si al evaporarse el disolvente no
se observaba residuo de grasa era que la extraccion habia terminado. Una
vez extraida toda la grasa se quitd el cartucho con la muestra
desengrasada y se continué el calentamiento hasta la total eliminacion del
disolvente, recuperandolo antes de que se descargara.

Finalmente, se quitd el matraz y se evaporo el disolvente remanente
en una campana de extraccion para calcular el porcentaje de grasa
mediante la formula quimica ya sefalada anteriormente:

P—p

04 Extracto etérea = ———

M (3.1)

donde:
P = Masa en gramos del matraz con grasa
p = Masa en gramos del matraz sin grasa

M = Masa en gramos de la muestra

Saponificacion de acidos grasos de las muestras de pescado,
armadillo, y de las muestras del fragmento del fogon
De acuerdo con lo escrito en el punto 3.2, las metodologias para realizar la
saponificacion de la muestra, la derivatizacion de los acidos grasos y la
obtencion de los ésteres metilicos fueron obtenidas de las normas NMX-F-
089-S-1978 y NMX-F-017-SCFI-2011, con algunas modificaciones
realizadas a lo largo de su montaje.

Para la saponificacion de la muestra se agregd a la grasa obtenida

en el matraz de bola, previa extraccion en un equipo Soxhlet y de acuerdo
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con las cantidades establecidas en la Tabla 3.2, NaOH 0.5 N en metanol,
conectandose el matraz a un condensador para calentar la mezcla en una
parrilla hasta que los glébulos de grasa se mezclaran con el NaOH y

formaran una sola fase.

G) Derivatizaciéon de acidos grasos de las muestras de pescado, armadillo,
y de las muestras del fragmento del fogdn
Para llevar a cabo la derivatizacion, se agregé HCI (acuoso) al 5% en
metanol (en vez de trifluoruro de boro que es el que recomienda utilizar la
NMX-F-017-SCFI-2011), de acuerdo con las cantidades establecidas en la
Tabla 3.2 y segun lo sefialado por Lopez (2008), manteniéndose en
ebullicion durante 6 min, segun el tiempo sugerido por Marrero (2006). Una
vez transcurrido el tiempo, se agregaron 5 mL de hexano a través del
condensador y se mantuvo a ebullicion durante 1 min mas. Pasado ese
tiempo se desconectd el condensador y se agregaron 15 mL de solucion
saturada de NacCl, se tapo el matraz y se agito vigorosamente durante 15 s
mientras la solucion se encontraba aun tibia. Finalmente, se agrego
suficiente solucion saturada de NaCl para que la solucién de hexano con los

ésteres metilicos flotara en el cuello del matraz.

H) Obtencién (extraccion) de los ésteres metilicos de las muestras de
pescado, armadillo, y de las muestras del fragmento del fogon
Para poder caracterizar los ésteres metilicos en el cromatografo de gases-
espectrometro de masas, fue necesario realizar su recobro, por lo cual, se
transfirié la mezcla (muestras de ésteres metilicos, las fases de sal y de
hexano) a un embudo de separacion de 250 mL, en donde se realizaron 2
extracciones liquido-liquido cada una con porciénes de 50 mL de éter de
petroleo recuperado. Los extractos fueron lavados con porciénes de 20 mL
de agua hasta que estuvieron libres de acido (se comprobd el agua con

indicador rojo de metilo).
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)

J)

Aislamiento de los ésteres metilicos de las muestras de pescado,
armadillo, y de las muestras del fragmento del fogén

La fase organica se seco6 con sulfato de sodio y el disolvente se recuperé en
un equipo de roto-evaporacion. Finalmente, los ésteres metilicos fueron
redisueltos en 3 mL de hexano grado cromatografico y colocados en viales

de vidrio color &mbar.

Determinacion de los ésteres metilicos de las muestras de armadillo,
de pescado y de las muestras del fragmento de fogon

Al igual que en el punto 3.1 inciso 8, para la identificacion de los ésteres
metilicos de los acidos grasos obtenidos, se utiliz6 un cromatégrafo de
gases de la marca Agilent, modelo 6890N, con una columna capilar de fase
DB-5MS (5% fenil-metilsilicon), de una longitud de 10 m, diametro interno
(D.I.) de 0.18 mm y un espesor de pelicula de 0.18 y, acoplado a un
espectrometro de masas marca LECO, modelo Pegasus 4D, con un modo
de ionizacion de impacto electronico (El, por sus siglas en inglés). La
deteccion de los ésteres metilicos se realizO mediante una inyeccion
conocida por su nombre en inglés como Split-splitless. Las determinaciones
se realizaron por duplicado para cada muestra. Las condicidnes que se
tuvieron al realizar los analisis cromatograficos fueron: temperatura de
inyector 300 °C, temperatura del horno de 100 °C durante 1.7 min, después
se llevo hasta 300 °C con una razén de 20 °C/min, durante 10 min. El gas
de arrastre fue helio grado cromatogréfico, la temperatura de la fuente de
i6nizacion fue de 200 °C. Los resultados de los &cidos grasos se
presentaron de forma porcentual y las inyeccidnes fueron realizadas por
personal de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI), de
la Facultad de Quimica de la UNAM. Los compuestos fueron identificados
con ayuda del software del equipo (ChromaTOF), con la biblioteca virtual
disponible en la péagina electronica Mass Spectrometry of Fatty Acid
Derivatives (Christie, 2013), con los tiempos de retencion obtenidos por los

cromatogramas y con el ion molecular caracteristico de cada compuesto.

34



CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados de las muestras de pescado y ollas de barro el experimento

piloto

1) Lavado y cortado de las muestras de mojarra-tilapia (Oreochromis sp.)
En la imagen 4.1 se observa la forma en que fueron cortadas las muestras
de pescado; también, se observa su apariencia antes de ser ahumadas (en

el caso de las que no fueron muestras control) y liofilizadas.

Imagen 4.1. Muestras de filete
de pescado antes de ahumar

2) Proceso de ahumado en las muestras de pescado
En la Imagen 4.2 se aprecia el ahumador disefiado en el laboratorio, donde
fueron ahumadas las muestras de pescado en las vasijas de barro, mientras
gue en la Tabla 4.1 se tienen los datos de las masas del pescado y de las
ollas antes y después del proceso de ahumado. En las muestras se aprecia
una disminucion de sus masas después del proceso de ahumado, el cual fue
un poco mas de la mitad de su masa original, debido a que mediante el
proceso de ahumado, ocurre una deshidratacion de la carne y sus liquidos
(grasa, proteinas solubles, etc.) quedando estos ultimos depositados en el
fondo de las ollas de barro que se encontraban en el interior del ahumador
(olla de acero). La pérdida de masa debida principalmente a la evaporacion

del agua es la esperada en los procesos de ahumado (Imagenes 4.2 y 4.3);
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asi mismo se comprobé que la pérdida de masa se debe principalmente a
ello, ya que la masas de los residuos depositados en el interior de las ollas
son menores a las masas de las muestras de pescado perdidas, es decir, el
porcentaje depositado en las ollas 1 y 2, tan sélo corresponde a un 0.38 y
1.91% respectivamente, mientras que la masa perdida, también
principalmente por evaporacion de agua, en las muestras de pescado 1y 2
es de un 54.8 y 65.1%, respectivamente.

Imagen 4.2. Muestras de filete de Imagen 4.3. Ollas de barro. Lado izquierdo
pescado después del proceso de ollal (1). Lado derecho, olla 2 (2). Enla
ahumado parte superior (1 y 2), ahumado de mojarra-

tilapia en ollas de barro. En la parte central
(3y 4), ollas con los residuos de pescado
(lipidos y otros compuestos). En la parte
inferior (5 y 6) muestras pulverizadas
Tabla 4.1. Masa de pescado y de las ollas de barro antes y después de ser
sometidas al proceso de ahumado

Masa antes de | Masa después de % Masa transferida del
ahumar (g) ahumar (g) pescado alas ollas
Pescado |1 51.8 28.4 54.8
2 44.4 28.9 65.1
Olla 1 210.5 211.3 0.38
2 219.3 223.5 1.91

3) Homogeneizado y liofilizacion de las muestras de pescado
En la imagen 4.4 se puede apreciar las muestras de pescado después del
proceso de homogeneizado, asi como de liofilizacion. Como se aprecia en la

Tabla 4.2, el porcentaje de humedad de las muestras que se ha perdido
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debido a la liofilizacion realizada también es alto, por arriba del 50% de sus
masas, lo cual resulta importante debido a que los lipidos no podrian ser
extraidos con facilidad de los alimentos hdimedos, ya que el disolvente no
penetraria facilmente en los tejidos hdamedos. Por ello, es recomendable
realizar un pre-acondicibnamiento de la muestra, por ejemplo, liofilizandola
(sublimacion del agua) antes de proceder a su extraccion, ya que asi la
muestra no tendrd agua libre que pueda interactuar con los lipidos
pudiéndose realizar la extraccion con mayor facilidad (Imagenes 4.4 y 4.5).

Tabla 4.2. Masa de pescado antes y después de liofilizar

Masa de Masa de pescado Agua %H
pescado antes después de perdida
de liofilizar (g) liofilizar (g) (9)
Pescado 1 28 11.3 16.7 59.6
ahumado 2 26.8 9.7 17.1 63.8
Pescado 1 78.7 154 63.3 80.4
fresco 2 60.8 11.2 49.6 81.58

Para conocer el porcentaje de humedad se emple0 la siguiente ecuacion.

UeH = masade agua perdida de la muestra ( e ) (4.1)

masa de pescade antes de lio filizar.

Imagen 4.4. Muestras de filete de pescado antes y
después del proceso de liofilizacion,
respectivamente

Imagen 4.5. Liofilizadora marca
Labconco, modelo Free Zone 4.5

4) Molienda de las ollas de barro previa a la extraccion Soxhlet
En la imagen 4.3 (5 y 6), es posible observar la apariencia de las ollas de
barro, después de ser molidas, para su posterior uso en el experimento

piloto.
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5) Resultados de la extraccion, saponificacién, derivatizacién de las
muestras de pescado y de las ollas de barro en el experimento piloto
En la Imagen 4.6 se observa el equipo Soxhlet, empleado para llevar a cabo
las extraccidnes de grasa de las muestras de pescado, y en la Tabla 4.3 se
observan los porcentajes de grasa extraida. En esta Ultima se aprecia que
los resultados de grasa extraida fueron mayores en el pescado ahumado que
en el pescado fresco debido a que, adiciénalmente a la liofilizacion, se
obtuvo con el ahumado, como ya se menciéné, un efecto de secado, ya que
el calor generado durante el proceso de ahumado contribuye a secar el
pescado con la consiguiente disminucion de su actividad acuosa (Aw),
haciendo que la extraccion se realice de una manera mas eficiente
(Fernandez y col., 1995). En las ollas sin residuos de grasa de pescado, se
observa un menor porcentaje de grasa extraida, mientras que en las ollas
con residuos se observa un mayor porcentaje de grasa extraida, lo cual era
de esperarse debido a que en ellas se depositaron los exudados del
pescado. La principal causa de que se haya extraido grasa de las ollas de

barro sin residuos, se debe a la manipulacion de sus fabricantes.

Imagen 4.6. Extraccion Soxhlet Imagen 4.7. Material montado para
empleando éter de petréleo, p.e. 30 a realizar la derivatizacion de los
60°C, de muestras de mojarra-tilapia acidos grasos de mojarra-tilapia

Por otro lado, en la Tabla 4.4 se aprecia que los ésteres metilicos
identificados en las muestras de pescado, coinciden con los reportados en la

literatura (Rasoarahona y col., 2005), por lo tanto, son utiles para comparar
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con los resultados de las ollas de barro. También se observa que la mayor
cantidad de ésteres metilicos se encontr6 en las muestras de pescado
ahumado. Esto podria explicarse ya que el humo posee fenoles que inhiben
la autooxidacién al actuar como catalizadores negativos, favoreciendo la

menor pérdida de los acidos grasos.

Tabla 4.3. Datos para realizar la extraccion de las muestras de pescado
liofilizadas y de las ollas de barro con y sin los residuos de pescado

Masa Masa | Grasa | Volumen | Volumen de | Volumen | Volumen
de de extraida | de éter | cloroformo: | de NaOH | de HCI
muestra | grasa (%) de Metanol 0.5N en 5% en
(9) (9) petrdleo (2:1) (mL) metanol | metanol
(mL)* (mL) (mL)
Pescado |1 2.62 0.50 19.2 185 NA 8 9
ahumado | 2 2.60 0.60 23.4 100 NA 8 9
Pescado | 1 2.55 0.10 4.1 255 NA 4 5
fresco 2 2.24 0.11 51 220 NA 4 5
Ollasin |1 3.03 0.05 1.56 NA 255 4 5
residuos | 2 3.18 0.05 1.51 NA 200 4 5
Ollacon |1 3.09 0.05 1.66 NA 185 4 5
residuos | 2 3.15 0.05 1.71 NA 100 4 5

*Como anteriormente se ha mencidénado, el volumen del disolvente (éter de petréleo o
cloroformo:metanol) depende del tamafio, del equipo extractor y la cantidad agregada debe ser
suficiente para al menos realizar una descarga del mismo, NA = No aplica

La derivatizacion de los acidos grasos, se llevo a cabo como se
muestra en la Imagen 4.7 la cual consistio en transformar éstos en sus
correspondientes ésteres metilicos, para conseguir compuestos menos
polares y térmicamente mas estables ya que de no ser asi, no seria posible
su analisis por cromatografia de gases. Ademas, aunque los acidos grasos
pueden encontrarse en la naturaleza en estado libre (no esterificado), en su
mayoria se encuentran como ésteres unidos a gliceroles, colesterol o
alcoholes alifaticos de cadenas largas. En los casos cuando los acidos
grasos se encuentran en estado de ésteres, se debe trans-esterificar el acido
graso. Los acidos grasos pueden ser esterificados por alcoholes en

presencia de un apropiado catalizador acido (Figura 4.1).
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Tabla 4.4. Resumen de los compuestos determinados en muestras de pescado fresco,
pescado ahumado y ollas de barro con y sin grasa de pescado, por CG-EM

MUESTRA COMPUESTOS ENCONTRADOS 16n MUESTRA COMPUESTOS ENCONTRADOS 16n molecular
molecular (m/z)
(m/z)
Pescado 1”. Ester metilico del &cido miristico 242 Pescado Ester metilico del acido miristico 242
fresco1l | 2. Ester metilico del 4cido 256 fresco 2 Ester metilico del acido 256
pentadecanoico pentadecanoico
3. Ester metilico del acido 268 Ester metilico del acido 11- 268
palmitoleico hexadecenoico
4. Ester metilico del acido palmitico 270 Ester metilico del acido palmitico 270
5. Ester metilico del acido 284 Ester metilico del acido 284
heptadecanoico heptadecanoico
6. Ester metilico del 4cido oleico 296 Ester metilico del acido oleico 296
7. Ester metilico del 4cido esteérico 298 Ester metilico del acido estearico 298
8. Ester metilico del acido 324 Colesterol 386
eicosaenoico
9. Colesterol 386
Pescado Ester metilico del acido miristico 242 Pescado Ester metilico del &cido miristico 242
ahumado Ester metilico del acido 256 ahumado Ester metilico del acido palmitoleico 268
1 pentadecanoico 2 Ester metilico del &cido palmitico 270
Ester metilico del acido 268 Ester metilico del acido linolénico 292
palmitoleico Ester metilico del acido oleico 296
Ester metilico del acido palmitico 270 Ester metilico del acido estearico 298
11. Ester metilico del &cido 292 Ester metilico del acido 318
linolénico araquidénico
Ester metilico del acido oleico 296 Ester metilico del acido 322
Ester metilico del acido esteérico 298 eicosadienoico
12. Ester metilico del &cido 318 Ester metilico del acido 324
araquidoénico eicosaenoico
13. Ester metilico del &cido 322 Colesterol 386
eicosadienoico
Ester metilico del acido 324
eicosaenoico
Colesterol 386
Olla1l 14. Ester metilico del &cido ladrico 214 Olla 2 Ester metilico del acido palmitico 270
Ester metilico del acido miristico
Ester metilico del acido 242
pentadecanoico 256
Ester metilico del 4cido palmitico
Ester metilico del acido 270
heptadecanoico 284
Olla con Ester metilico del acido laurico 214 Olla con Ester metilico del acido miristico 242
grasal Ester metilico del acido miristico 242 grasa 2 Ester metilico del acido 256
Ester metilico del acido 268 pentadecanoico
palmitoleico Ester metilico del acido palmitoleico 268
Ester metilico del acido palmitico 270 Ester metilico del &cido palmitico 270
Ester metilico del acido oleico 296 Ester metilico del acido 284
Ester metilico del acido estearico 298 heptadecanoico
15. Ester metilico del &cido 342 Ester metilico del acido oleico 296
docosahexaenoico Ester metilico del acido esteérico 298
Ester metilico del acido 318
eicosatetraenoico
Ester metilico del acido 342
docosahexaenoico
16. Ester metilico del &cido 20-metil- 354
heneicosanoico (iso)
17. Ester metilico del 4cido 382
tetracosanoico
18. Ester metilico del 4cido 438

octacosanoico

Los compuestos se han identificado también con ayuda de la biblioteca virtual, Mass Spectrometry of Fatty
Acid Derivatives (Christie, 2013), ** Cada numero corresponde a cada uno de los 18 diferentes ésteres
metilicos que se lograron identificar. Los tiempos de retencion aproximados se encuentran en la Tabla A.1.
(ver Anexo 1).
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El paso inicial es la protonacion del &cido para dar el ién (1), el cual
puede sufrir una reaccion con el alcohol para dar el intermediario (2) y éste, a
su vez, puede perder un protén para convertirse en el éster (3). Cada paso
en este proceso es reversible pero, en presencia de un gran exceso del
alcohol, el punto de equilibrio de la reaccion es desplazado para que la
esterificacion se realice.

La trans-esterificacion ocurre bajo condiciénes similares (Figura 4.2).
En ella la protonacién del éster es seguida por la adicién del alcohol para dar
el intermediario (4) el cual se disocia para posteriormente dar el éster (6).

0 . O 0 0
R_< — = { 2o 4 = )L
\ TN\ A
OH +OH2 /d' R, R 0
(1) ) @)

Figura 4.1. Esterificacion de &cidos grasos con catalisis acida

El agua debe ser una vez mas excluida. Las condiciones preferidas
para realizar la esterificacion o trans-esterificacion de acidos carboxilicos son
por consiguiente un exceso del alcohol con el que se quiere esterificar y

ausencia de agua (Lopez, 2008).
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Figura 4.2. Trans-Esterificacion de lipidos por catalisis acida

Para realizar estos dos equilibrios, en este estudio se sustituy6 el
reactivo de trifluoruro de boro (BF3z), el cual es un disolvente fluorado, por HCI
en metanol al 5%, ya que éste es el mas citado y usado con mas frecuencia
en este tipo de reacciones (LOpez, 2008). En la practica, las pequefias
cantidades de agua formadas no afectan la esterificacion significativamente y
el reactivo tiene una vida util de cerca de dos semanas a temperatura

ambiente o mas larga si se refrigera, contrario al BFz que tiene una vida de
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anaquel limitada aun cuando se refrigere y el uso de soluciones de dudosa
vida de anaquel o demasiado concentradas puede producir otros
compuestos quimicos y pérdidas de cantidades apreciables de &cidos grasos
poliinsaturados. Por otro lado, el BFs es toxico, razén por la cual no es
recomendable que el analista lo prepare, situacion también contraria al HCI
en metanol, el cual fue preparado en el laboratorio y, aunque correctamente
el reactivo se prepara burbujeando cloruro de hidrégeno gaseoso seco en el
metanol anhidro, se observé que eso no fue un factor que ocasidnara que las
reacciones no se llevaran a cabo. Por el contrario, se observaron resultados
satisfactorios y que, a continuacion, se presentan. Un ejemplo de célculo

para obtener el porcentaje de grasa es:

1002 )

Ut = masa de grasa g.rrm[da(
g maese de muestra de pescado antes de extraer

(4.2)

Resultados del aislamiento y de la determinacién de ésteres metilicos
por CG-EM del experimento piloto

Para la determinacion de los ésteres metilicos empleando CG-EM se
transformaron los acidos grasos en sus derivados metil ésteres en donde se
pueden apreciar que en la mayoria de los espectros de masas (Figuras 4.9 a
4.12.) hubo la aparicion de una sefial m/z = 74, correspondiente al
reagrupamiento de McLafferty (Figura 4.3) propio de los ésteres metilicos
(Christie, 2013), y que representa una reorganizacion inusual productora de
iones CnH20+1CO* que implica la pérdida de los carbonos a-, B-, y- como
CsH7. Los metilésteres muestran las reacciones esperadas para el grupo
carbonilo—adicion a (Figura 4.3) y adicion B con reorganizacion del hidrogeno
y (gama) (Figura 4.4). El i6n alquilo (M - 59)* y el i6n CH3O* son muy
pequefios, excepto los metilésteres de baja masa molecular. Ademas, la
descomposicién de la mitad de los alquilos produce los ibnes caracteristicos
CnHzn+1*'y CnHan1™.
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En las Figuras 4.5 a 4.8 se presentan los cromatogramas de los
compuestos identificados, los cuales se identificaron ademas de entre otros
medios, con ayuda de sus tiempos de retencion. Los primeros compuestos
eluidos en el cromatografo de gases fueron los ésteres metilicos en orden
ascendente de i6n molecular o masa molecular y de polaridad, seguidos por
el colesterol y algunos otros esteroles que no fueron identificados, siendo
estos ultimos, los compuestos que presentaron una mayor polaridad, lo cual

era de esperarse ya que de acuerdo con las caracteristicas de la columna
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empleada, correspondian a una fase de DB-5MS (5% fenil-metilsilicon), la
cual es una columna polar. Por otra parte, también lo que se desprende de
los resultados obtenidos de la Tabla 4.4 y de los cromatogramas totales de
los ibnes moleculares de las muestras de pescado, fue la mayor presencia
de acidos grasos saturados en lugar de monoinsaturados, dando una idea de
qgue aungue se han tratado de conservar correctamente las muestras, éstas
pudieron sufrir algun tipo de reacciénes de oxidacion.

Por otro lado, en las muestras de pescado, tanto frescas como
ahumadas, también se encontraron restos de colesterol, mientras que en las
muestras de las ollas que contenian la grasa y otros liquidos de pescado, ya
no se encontraron presentes, y esto podria deberse a que la extraccion fue
mas eficiente para compuestos menos polares, que para compuestos polares
como lo es el colesterol, también puede atribuirse esto a que la deteccion de
algun esterol en muestras arqueologicas resulta relativamente dificil de
identificar dada la baja proporcibn en que se encuentran (Cahabate y
Sanchez, 1995). Se notdo ademas, que en estas muestras, la extraccion de
compuestos de cadena mucho mas larga, fue mas favorable o, mejor dicho,
se extrajeron compuestos con un iébn molecular mucho mayor. Esto se noto
también en las muestras de las ollas de barro, en las cuales fue posible
identificar en una de las ollas acido 20-metil-heneicosanoico (iso) que es un
acido graso insaturado de cadena larga. También, se detectaron altos niveles
de acidos grasos insaturados de cadena larga en el pescado lo cual era de
esperarse porque son caracteristicos de este tipo de alimentos (Malainey,
2007). Otro acido graso detectado en las muestras de pescado y en las ollas
gue contenian residuos de pescado, fue el acido palmitoleico. Este acido no
forma parte del conjunto de acidos grasos caracteristicos de las grasas
vegetales siendo, por el contrario, propio de las de tipo animal (Cafiabate y
Sanchez, 1995), lo cual es congruente dado que los residuos que se
encontraban en la olla eran de pescado ahumado.

En las Figuras 4.9 a 4.12 se representan los espectros de masas de

los &cidos grasos mas comunes y presentes en casi todas las muestras, es
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Relative Abundance

decir, el éster metilico del &cido miristico y del &cido pentadecanoico, con sus
iobnes moleculares de 242 y 256, respectivamente, que se encuentran
presentes en todas las muestras en las que se esperaba encontrar 4cidos
grasos. Es necesario aclarar que los demas cromatogramas y espectros de

masas de los compuestos encontrados se encuentran en el Anexo “A”.
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Figura 4.5. Cromatograma total de i6nes de la Figura 4.6. Cromatograma total de i6nes de
muestra 1 de pescado fresco. En donde cada muestra 2 de pescado ahumado. En donde
uno de los numeros indicados del 1-10 cada uno de los numeros indicados del
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Figura 4.9. Espectro de masas obtenido mediante IE (impacto electronico) del éster
metilico del acido miristico con un i6bn molecular de m/z= 242
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En la Figura 4.13 se muestra el patron de fragmentacion de un éster
metilico de acido graso, el espectro de masa del éster metilico del acido palmitico,
el cual despliega un i6n molecular a una masa carga (m/z) de 270 [M+], y los
fragmentos correspondientes a los picos de los i6nes mas abundantes,
caracteristicos de un éster metilico de cadena lineal saturada, se observaron a m/z
270 [M]*, 227 [M - CsH7]*, 171 [M - C7H1s]*, 143 [M - CoH19]*", 74 [M - C1aH2g]™,
43 [M - C15H310]*. m/z 227, 185, 143, 74 (pico base) y 43.

Es necesario mencionar que los espectros de masa de los ésteres
metilicos, no siempre pueden contener i6nes indicativos de las caracteristicas
estructurales clave; las posicidones de los dobles enlaces en la cadena alifatica, por
ejemplo, no se pueden determinar de forma inequivoca, y en lo que respecta al ion
molecular M* que es el que proviene directamente de la molécula, normalmente se
busca la sefial de la masa mas alta del espectro. Sin embargo, no necesariamente
siempre esta sefial es indicativa de que ésta sea el ion molecular, ya que es
importante tomar en consideracion la regla del nitrogeno y la isotopia del carbono

en este caso (Duarte y Guzman, 2013).
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Figura 4.13. Patron de fragmentacién del éster metilico del acido palmitico (Espinoza,
2010)
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4.2. Resultados del experimento realizado con muestras del fragmento de
fogdn, pescado y armadillo

Una vez que se realiz6 el experimento piloto y que se obtuvieron los resultados del
mismo, se procedié a realizar el experimento con muestras del fragmento del
fogon, de pescado y de armadillo, y los resultados que se obtuvieron se muestran

a continuacion.

A) Lavado y cortado de las muestras de pescado y armadillo
En la Imagen 4.8, puede observarse la apariencia que tenia la carne de
armadillo después de ser descongelada y en la Imagen 4.9, se muestra el
caparazoén, que tuvo que ser removido para proceder a analizar sélo la

carne.

g
Z _
Imagen 4.8 Carne de armadillo,  Imagen 4.9 Carne de armadillo,
en el que puede apreciarse parte en la que puede apreciarse el
de un hueso y un érgano caparazon que se retird

B) Secado con sal y en estufa, de las muestras de pescado y de armadillo
En la Imagen 4.10 se tiene la carne de armadillo (izquierda) y de pescado
(derecha), respectivamente, antes del proceso de secado, el cual se realizd
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como se describio en el apartado 3.3.2, mientras que en la Imagen 4.11 se
muestra la carne de armadillo (izquierda) y de pescado (derecha), después

del proceso de secado.

Imagen 4.10. Carne de armadillo y Imagen 4.11. Carne de armadillo y carne de
carne de pescado, antes del proceso de pescado, después del proceso de secado
secado

C) Resultados de la preparacion de las muestras del fragmento de fogon,
previa extraccion Soxhlet
Las muestras empleadas se eligieron con base en los colores observados y
tomando diferentes partes del fragmento, ya que al poseer distinta
coloracion y al ser de partes del fragmento, que se encontraban separadas,
se esperaba ver si eso conduciria a encontrar una mayor variedad de
ésteres metilicos de acidos grasos entre las partes. En la Imagen 4.12 se
observan las diferentes partes del fragmento del fogon que se eligieron para
realizar los andlisis.
Una vez molidas las muestras se detectaron las diferencias de
coloracion existentes entre las muestras, tal y como se aprecia en la

Imagen 4.13.
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Imagen 4.12. Vista de las cuatro diferentes partes  Imagen 4.13. Muestras molidas de
del fragmento de fog6n que se eligieron para ser las partes del fragmento de fogon

analizadas

D) Resultados de la extraccion Soxhlet, saponificacion, derivatizacion de

las muestras de pescado, armadillo y muestras del fragmento de fogdn
En la Tabla 4.5. se presentan las masas de muestra y el volumen de
reactivos que se emplearon para poder llevar a cabo las extracciénes, asi
mismo, se presentan los porcentajes de grasa extraida obtenidos con esta
secuencia analitica. En ella se aprecia que fue posible extraer grasa de las
diferentes partes que se analizaron del fragmento del fogdn, obteniéndose
extracciones que van desde los porcentajes de extraccion de 1.98% hasta
3.79%. Adicidonalmente, los resultados de grasa extraida fueron mayores en
las muestras de pescado que en las de amadillo. Al comparar los resultados
de la Tabla 4.2.1. con los resultados de la Tabla 4.1.3., se observa que la
cantidad de grasa de las muestras de pescado fue diferente, es decir, en la
muestra control (pescado fresco) la grasa extraida fue menor que la grasa
proveniente del pescado secado de la misma forma que como se seco el
armadillo, lo cual nos da evidencia de que la extraccion de grasa se
encuentra influenciada por el tipo de secado previo que se esté realizando
en las muestras (Fernandez y col., 1995), siendo mas efectivo, el método
de secado que se realizdé para las muestras de pescado y armadillo. La
combinacién del proceso de ahumado y liofilizacién resulté ser el mejor

método de pre-acondicibnamiento o de secado de las muestras, ya que con
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éste, se logro recuperar un mayor porcentaje de grasa, siendo el porcentaje
de grasa extraida en éste método, entre un 19.2 y un 23.4%. Los
porcentajes de grasa extraida en las muestras de pescado salado y secado
en la estufa fueron mayores (entre 2.96 y 2.85%) que en las muestras de
pescado fresco liofilizado (entre 4.1 y 5.1%), debido a que en las primeras
muestras (pescado salado y secado), se llevaron a cabo dos métodos de
secado (salado y secado en estufa), mientras que en el pescado fresco

liofilizado, solo se realizé6 un método (la liofilizacion).

Tabla 4.5. Datos para realizar la extraccion de muestras de fogon, de carne
de pescado y de armadillo, asi como para posteriormente realizar su
saponificacion y derivatizacion

Muestra Masa de | Volumen de Masa | % Grasa | Volumen Volumen
muestra éter de de extraida | de NaOH de HCI 5%
(9) petréleo grasa 0.5N en en metanol
(mL)* o de (@) metanol (mL)
Cloroformo- (mL)
metanol 2:1
Fogén 1 200 2.70 0.10 3.79 4 5
(Muestral) | 2 200 2.89 0.06 1.98 4 5
Fogén 1 250 2.97 0.04 1.24 4 5
(Muestra 2) | 2 175 2.49 0.06 2.30 4 5
Fogén 1 150 2.52 0.07 2.76 4 5
(Muestra 3) | 2 150 2.52 0.07 2.74 4 5
Fogén 1 200 2.51 0.06 2.46 4 5
(Muestra 4) | 2 125 2.52 0.08 2.86 4 5
Pescado 1 175 2.96 0.03 2.96 4 5
2 160 3.23 0.03 2.85 4 5
Armadillo | 1 285 3.92 0.09 2.22 4 5
2 125 4.00 0.03 0.81 4 5

*El volumen del disolvente (éter de petréleo o cloroformo:metanol) depende del tamafio,
del equipo extractor y la cantidad agregada debe ser suficiente para al menos realizar una

descarga del mismo

Realizando una comparacion entre las muestras de ollas con
residuos (propuestas en el laboratorio) y las muestras del fragmento de
fogdn, fue posible notar que en las muestras del fragmento de fogon, se
obtuvieron porcentajes mayores de grasa extraida, (porcentajes que van
desde 1.24% hasta 3.79%) y entre 1.66% y 1.71% en las muestras de ollas
con residuos, dandonos una idea de la buena conservacion del material

lipidico presente en el fragmento a pesar de la serie de reacciénes a los que
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pudieron estar sometidos. También, es posible observar en la Tabla 4.5.,
las cantidades de reactivos empleados para poder llevar a cabo la
saponificacion y derivatizacion de las muestras, de acuerdo a los

porcentajes de grasa que fue posible extraer.

E) Obtencidn, aislamiento y determinacién de ésteres metilicos empleando
CG-EM de las muestras de pescado, armadillo y muestras del fragmento
de fogdn
Para la determinacion de los ésteres metilicos empleando CG-EM se
transformaron los acidos grasos en sus derivados metil ésteres. En la
Tabla 4.6. se presentan los compuestos identificados. De todos ellos, el
acido que se encontré en mayor porcentaje en el fogon fue el acido palmitico
(45.13%), seguido del acido estearico (26.52%) y por un isdmero del acido
oleico (11.46%). En el pescado, el acido que se encontr6 en mayor
abundancia fue uno de los isomeros del acido oleico (29.93%), seguido del
acido palmitico (29.20%). En el armadillo, el acido graso mas abundante fue
uno de los isémeros del acido oleico (25.54%), seguido del acido estearico
(15.06%). En comun de las muestras del fogon, de las del pescado y de las
del armadillo, los acidos grasos encontrados fueron el acido miristico, el
acido pentadecanoico, el acido palmitoleico, el acido palmitico, el acido
margarico, isbmeros del acido oleico, acido estearico, acido araquidico vy,
finalmente, el acido behénico. Por otro lado, s6lo en las muestras de pescado
se pudo detectar la presencia de acidos grasos polinsaturados. Otra
observacion importante derivada de los resultados de la Tabla 4.6., fue la
mayor presencia de acidos grasos saturados en lugar de insaturados, dando
una idea de que estos compuestos pudieron sufrir algin tipo de degradacion,
bacteriana y/o quimica (pirolisis y/u oxidacion) lo que ocasi6na que la
identificacion de los residuos de una fuente en especifica sea mas
complicada. Por ello, durante afios, arquedlogos y otros cientificos han
empleado dos métodos de interpretacion de resultados de residuos; el
primero de ellos utiliza proporcidones de acidos grasos. El segundo método,
utiliza biomarcadores, que son compuestos Unicos para un recurso o grupo
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de recursos en particular, como el colesterol en la carne, los fitoesteroles en
las plantas, o ciertos terpenos en resinas (Reber y Evershed, 2004). Cabe
mencioénar que en esta investigacion, se esperaba encontrar en el fragmento
de fogdn, la presencia de colesterol, ya que seria de gran utilidad para
conocer si los alimentos de consumo eran de origen animal. Sin embargo, no
fue posible identificarlo, asi como tampoco fue posible identificarlo en las
ollas (experimento piloto) que se propusieron en el laboratorio, debido a las
razones que ya se han menciénado anteriormente en este trabajo (resultados
del inciso 4.1.2.).

Asi que dado que no se encontro la presencia de algiun biomarcador
se recurrio a emplear el primer método, el cual usa la relacién aproximada de
los acidos palmitico (C16:0): por ser de los acidos grasos saturados mas
comunes, que tienden a ser mas abundantes en las plantas y el pescado que
en los animales y esteéarico (C18:0), otro acido graso saturado comun, por
ser mas abundante en las grasas animales que en los lipidos de plantas y
peces. De acuerdo con Reber y Evershed (2006), se explica que una
proporcion de C16:0/C18:0 mayor que 1 tiende a indicar que los residuos
provienen de una fuente vegetal, aunque esto es una interpretacion
provisiénal y no se debe dar demasiado peso sin la corroboracion de
abundantes acidos grasos insaturados o de biomarcadores relevantes.

A la inversa, una proporcion de C16:0/C18:0 menor que 1 puede
indicar que los residuos provienen de una fuente animal, especialmente
cuando hay pocos acidos grasos insaturados presentes (Reber y Evershed,
2006).
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Tabla 4.6. Resumen de los compuestos determinados en muestras de fogon,
pescado fresco (Oreochromis sp.) y armadillo congelado (Dasypus
novemcinctus), por CG-EM

Nombre del éster metilico Masa Nombre trivial del Fogodn Pescado Armadillo
molecular acido graso Promedio (%) Promedio (%)
del éster (%)

metilico
1 Metil tridecanoato 228 4.019
2 Metil tetradecanoato (14:00) 242 Acido miristico 2.115 4.582 0.646
3 Metil pentadecanoato (15:00) 256 Acido 2.714 1.500 0.525
pentadecanoico
4 12-metil-tetradecanoato 256 1.960 0.418
5 Metil 7,10-hexadecadienoato 266 0.567
6 | Metil 11-hexadecenoato (9-16:1) 268 Acido palmitoleico 8.060 12.148 0.532
7 NI 270 - 0.692 -
8 Metil hexadecanoato (16:00) 270 Acido palmitico 42.129 29.200 9.174
9 NI 284 - - - 0.172
10 NI 284 ) 3.094 0.936 0.199
11 Metil heptadecanoato (17:00) 284 Acido margarico 1.774 0.799 0.462
12 Metil 9,12-octadecadienoato 294 2.228
(18:2 (n-6))
13 Metil x-octadecenoato (x-18:1) 296 4.291 18.183 4.833
14 Metil x-octadecenoato (x-18:1) 296 11.460 19.708 25.54
15 Metil x-octadecenoato (x-18:1) 296 6.888
16 Metil x-octadecenoato (x-18:1) 296 29.933 14.857
17 Metil octadecanoato (18:00) 298 Acido estéarico 26.513 4.266 15.062
18 Ester metilico del acido 310 1.193
ciclopropanopentanoico, 2-
undecilo )
19 Metil nonadecanoato (19:00) 312 Acido nonasilico 0.253 0.161
20 Metil éster del acido 316 Acido 0.380
5,8,11,14,17-eicosapentaenoico eicosapentanoico
21 Metil éster del acido 11,14,17- 320 1.051
eicosatrienoico

22 Metil 5-eicosenoato (5-20:1) 324 0.191
23 Metil eicosanoato (20:00) 326 Acido araquidico 3.253 0.214 0.266
24 NI 342 - - 0.045
25 NI 348 0.064
26 | Metil 13-docosenoato (13-22:1) 352 0.540
27 Metil docosanoato (22:00) 354 Acido behénico 2.174 0.090 0.0611
28 NI 356 ] 0.198
29 Metil tricosanoato (23:00) 368 Acido tricosilico 0.602 0.053
30 Metil tetracosanoato (24:00) 382 Acido lignocérico 3.109 0.035
31 Metil pentacosanoato (25:00) 396 0.251
32 Metil hexacosanoato (26:00) 410 Acido cerético 1.393
33 Metil octacosanoato (28:00) 438 Acido montanico 5.033
34 Metil triacontanoato (30:00) 466 0.041
*NI = No identificado; ---, no hay informacion; los compuestos se identificaron con ayuda del software del

equipo (ChromaTOF) y con la biblioteca virtual disponible en la pagina electronica Mass Spectrometry of Fatty
Acid Derivatives (Christie, 2013). Los tiempos de retencion aproximados se encuentran en la Tabla A.1. (ver
Anexo 1).
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Con esto se observa que, en el fragmento del fogon, la proporcién de acido
palmitico/acido esteéarico, fue mayor que 1, lo cual indica que los residuos de
acidos grasos presentes corresponden a una fuente de origen vegetal; sin
embargo, la presencia de acidos grasos insaturados es poca, por lo que se debe
tener en cuenta que las proporciones de los acidos grasos cambiaron como
producto de la descomposicion:

Ademas, se debe considerar la variedad de recursos vegetales, animales y
de insectos potencialmente disponibles en la region de San Lorenzo, Ver., y las
mezclas posibles de diferentes sustancias que pudieron estar presentes en la
muestra.

Por lo anterior, en investigaciones como la de Malainey (2007), se han
preparado y degradado muestras para conocer el grado de descomposicion a
largo plazo, con la finalidad de identificar una proporcion de acidos grasos
estables, encontrandose que la relacion de los isdmeros de C18:1, acido oleico y
vacceénico, no cambian con la descomposicion, por lo que es posible usar esta
relacion para identificar residuos en muestras arqueoldgicas.

En dicha investigacion también fue posible determinar que los niveles de
acidos grasos de cadena media (la suma de C12:0, C14:0 y C15:0), C18:0 e
isomeros de C18:1 en las muestras (Tabla 4.7), pueden ser utilizados para
distinguir los residuos de muestras degradadas.

Si se observan los resultados de esta investigacion (Tabla 4.6), se puede
notar que estos acidos grasos si se encontraron presentes, lo cual indica que el
fragmento de fogdn si sufri6 degradaciones pudiéndose deber entre otras causas
a la accion bacteriana, ya que los acidos grasos de cadena impar tales como el
C15:0, tienden a ser subproductos de este tipo de degradacién (Reber y Evershed,
2006).

En general, en el trabajo de Malainey (2007) se obtuvieron criterios para la
identificacion de seis tipos de residuos que se han establecido experimentalmente.

Lo anterior se resume en la Tabla 4.7, la cual fue empleada también en esta
investigacion para poder determinar el posible origen de los residuos del

fragmento de fogon.
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Tabla 4.7. Criterios para la identificacion de restos arqueoldgicos con base en los
patrones experimentales de descomposicion de los residuos de coccion
preparados en recipientes de ceramica (Malainey, 2007)

Identificacion Cadena mediana (C Acido Acido oleico y/o
12:0 + C 14:0 + C 15:0) estearico isomeros (C 18:1)
(C18:0)
Herbivoro <15% > 27.5% <15%
Herbivoro con planta o Bajo > 25% 15% < X £25%
médula 6sea
Planta con herbivoro 215% > 25% Sin informacién
Castor Bajo Bajo 2 25%
Pescado o0 maiz Bajo <25% 15% <X< 27.5%
Pescado o maiz con planta = 15% < 25% 15% < X <27.5%
Planta (excepto maiz) 210% <27.5% <15%

Al considerar la Tabla 4.7 se llega a la misma conclusion, los residuos de acidos
grasos presentes en el fragmento de fogon, son de origen vegetal. Sin embargo,
de acuerdo a ésta misma tabla, el porcentaje de los acidos grasos de cadena
media de las muestras del fogon resultaron menores a los porcentajes que se
indican deben estar presentes, por lo que tampoco es posible afirmar que se trata
exclusivamente de residuos de acidos grasos de origen vegetal. Siendo de esta
forma, si se toma en cuenta que la relacién de los isomeros de C18:1, &cido
oleico, no cambian con la descomposiciéon (Malainey 2007), se podra confirmar
gue los residuos también correspondian a muestras de origen animal, ya que se
encontraron presentes isdmeros de C18:1, que son comunes en las muestras de
fogdn, pescado y armadillo. Es importante mencionar que también fueron
encontrados residuos de acidos grasos caracteristicos de la cera de abeja, aunque
en menor porcentaje, tales como el acido cerético. Por dltimo, se puede justificar
gue en su mayoria los residuos presentes en el fogdn sean de origen vegetal y
gue se encuentre en mucho mayor proporcién el acido palmitico debido a que éste
es uno de los acidos grasos comunes de la palma (y del pescado) (Arecaceae o
Palmaceae), que se empleaba como combustible en la preparacion y preservacion
de los alimentos, incluyendo el secado y el ahumado, tal y como se encontré en el
analisis de fitolitos (cristales de silice que se forman en la epidermis de las plantas;
esto es, son restos de células vegetales que se han mineralizado y que presentan
una estructura cristalina similar a la del 6palo) que se realiz6 a la tierra con

abundante ceniza en el interior del fragmento de fogén (Cyphers y col., 2013).
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiénes

Dados los resultados arrojados en este experimento y con base en los objetivos

planteados al principio de la investigacién es posible concluir lo siguiente:

Se logr6 establecer una metodologia de determinacién de &cidos grasos
para materiales biolégicos (muestras de pescado) y muestras arqueologicas
a analizar con modificaciones a las normas mexicanas NMX-F-089-S-1978
y NMX-F-017-SCFI-2011 para utilizar reactivos menos dafinos con el
ambiente y proceder con la extraccion de lipidos de la muestra facilitada por
el Instituto de Investigaciones Antropologicas de la UNAM.

Se realizé la reaccidn de derivatizacion con HCI al 5% en metanol y con ello
se evito la utilizacion de un reactivo dafiino al ambiente como es el BFs y
gue es el propuesto en la NMX-F-017-SCFI-2011 obteniéndose buenos
resultados en la determinacion de ésteres metilicos de las muestras
propuestas. Se logré6 después, aplicar estos conocimientos en la
determinaciéon de ésteres metilicos de las muestras que proporcionaron los
colegas del Instituto de Investigacidnes Antropologicas de la UNAM.

Se identificaron 13 &cidos grasos diferentes (en forma de sus respectivos
ésteres metilicos) en las ollas de barro con residuos de pescado ahumado:
Laurico, miristico, pentadecanoico, palmitoleico, palmitico, heptadecanoico,
oleico, estearico, docohexaenoico,  eicosatetraenoico,  20-metil-
heneicosanoico (iso), tetracosanoico, octacosanoico.

Fue posible la identificacion, en muestras de mojarra-tilapia fresca
(experimento piloto), de los siguientes compuestos: 1. Ester metilico del
acido miristico, 2. Ester metilico del acido pentadecanoico, 3. Ester metilico
del acido 11-hexadecenoico, 4. Ester metilico del acido palmitico, 5. Ester
metilico del acido heptadecanoico, 6. Ester metilico del acido oleico, 7.

Ester metilico del acido estearico, 8. Ester metilico del acido eicosaenoico,
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9. Colesterol, que estuvieron presentes en las muestras de mojarra-tilapia
ahumada, ademas de otros como el: 10. Ester metilico del &cido linolénico,
11. Ester metilico del acido araquidénico y 12. Ester metilico del &acido
eicosadienoico.

Solamente fueron identificados en las muestras de pescado, el acido 7,10-
hexadecadienoico, &cido eicosapentanoico y el &cido 11,14,17-
eicosatrienoico, mientras que en la carne de armadillo se identificaron el
9,12-octadecadienoato (18:2 (n-6)), y el 5-eicosenoato (5-20:1).

Se realiz6 la identificacién en comuan, en las muestras del fogén, pescado y
armadillo, de los acidos grasos: miristico, pentadecanoico, palmitoleico,
palmitico, margarico, isomeros del acido estearico, isomeros del acido
oleico, estearico, araquidico y behénico. El acido palmitico y el &cido
estearico, asi como algunos de los isOmeros de este ultimo fueron los
acidos grasos presentes en mayor porcentaje.

Se determino de acuerdo con los criterios siguientes: relacion C16:0/C18:0;
los porcentajes de acido oleico e isomeros de acido oleico citados en la
literatura, que los residuos de acidos grasos presentes en el fragmento de
fogdn eran en su mayoria de origen vegetal; no obstante, también se

encontraron acidos grasos de origen animal.

5.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir estudiando las muestras de otros fragmentos del
fogdn con el objetivo de verificar un mayor porcentaje de acidos grasos de
origen animal

Ya que se encontrd acido cerdtico, el cual es un acido graso caracteristico
de la cera de abeja, se plantea la posible realizacibn de un estudio
arqueoldgico ligado a esto.

Debido a que en los estudios arqueolégicos requieren de analizar un gran
ndamero de muestras, se recomienda estudiar las condiciones de un método
de extraccién mas rapido que el de Soxhlet como seria la extraccién por

ultrasonidos.
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ANEXO A
Cromatogramas y espectros de masas de las muestras analizadas
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Figura A.13. Cromatograma de la muestra 1 del fragmento 1 de fogon
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Figura A.14. Cromatograma de la muestra 2 del fragmento 1 de fogén

74



90000 -
80000
70000
60000 -
50000
40000 -
30000
20000
10000 -

0

| T | T Y Y W W |

Time (s)

T
200

T T
400 600

Figura A.15. Cromatograma de la muestra 1 del fragmento 2 de fogon
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Figura A.16. Cromatograma de la muestra 2 del fragmento 2 de fogon
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Figura A.17. Cromatograma de la muestra 1 del fragmento 3 de fogon
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Figura A.18. Cromatograma de la muestra 2 del fragmento 3 de fogon
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Figura A.19. Cromatograma de la muestra 1 del fragmento 4 de fogon
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Figura A.20. Cromatograma de la muestra 2 del fragmento 4 de fogon
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Tabla A.1. Tiempos de retencion aproximados para cada compuesto

identificado mediante CG-EM

Compuesto Norpbre trivial del 16n Tiem_p’o de X
acido graso molecular retencion (s)
Ester metilico del &cido dodecanoico Acido laurico 214 322.740
Metil tridecanoato 228 363.736
Metil tetradecanoato (14:00) Acido miristico 242 392.013
Metil pentadecanoato (15:00) 256 411.961
12-metil-tetradecanoato 256 418.897
Metil 7,10-hexadecadienoato 266 436.755
Metil 11-hexadecenoato (9-16:1) Acido palmitoleico 268 441.105
Metil hexadecanoato Acido palmitico 270 447.990
Metil heptadecanoato Acido margarico 284 474.384
nggégztt?iigr?o‘ﬂéddo 912,15 Acido linolénico 292 482.940
ng:é&ggtgﬁo?fé acido 9,12 Acido linoleico 294 496.244
Ester metilico del acido 9-octadecenoico Acido oleico 296 498.543
Ester metilico del 4cido 10-octadecenoico Acido nonasilico 296 498.993
Ester metilico del 4cido 11-octadecenoico 296 499.693
Ester metilico del 4cido octadecanoico Acido esteérico 298 504.771
(I:Eizgz)rr?)gglr:%%gﬁtlai%?c%, 2-undecilo 310 504.494
Metil nonadecanoato 312 531.539
;?:tc()astarggtr:lt:gnccj)?::c? oo 5817 eicoseﬁ)(t:alg?anoico 316 542.516
E?ég;;?;t:ggﬁgiéc'do 5811,14- Acido araquidonico 318 547.166
Ester metilico del acido eicosadienoico 322 554.141
Ester metilico del acido 5-eicosenoico 324 556.466
Ester metilico del acido 11-eicosenoico 324 557.166
Ester metilico del 4cido eicosanoico Acido araquidico 326 557.578
Ester metilico del acido docosahexenoico 342 580.743
Ester metilico del acido 13-docosenoico 352 603.478
e a0 20 e
Metil docosanoato Acido behénico 354 606.170
Metil tricosanoato Acido tricosilico 368 628.493
Metil tetracosanoato Acido lignocérico 382 650.961
Colesterol 386 678.140
Metil pentacosanoato 396 680.363
Metil hexacosanoato Acido cerético 410 692.880
Metil octacosanoato Acido montanico 438 736.218
Metil triacontanoato 466 793.612

*Promedio de los tiempos de retencion obtenidos en el analisis de cada muestra.
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Figura A.21. Espectro de masas por El (impacto electronico, en inglés) del éster
metilico del acido dodecanoico, con un idon molecular de m/z=214
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Figura A.22. Espectro de masas del éster metilico del &cido tridecanoico, con i6n
molecular m/z =228 (Christie, 2013)
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Figura A.23. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del &cido miristico, con ion molecular m/z =242
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Figura A.24. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido pentadecanoico, con ién molecular m/z =256
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Figura A.25. Espectro de masas del éster metilico del acido 12-metil-

tetradecanoico, con un ion molecular de m/z=256(Christie, 2013)
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Figura A.26. Espectro de masas del éster metilico del é&cido 7,10-metil-
hexadecadienoico, con un i6n molecular de m/z=266(Christie, 2013)
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Figura A.27. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido palmitoleico, con un ion molecular de m/z=268
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Figura A.28. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido palmitico, con ion molecular m/z =270
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Figura A.29. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido heptadecanoico, con un ién molecular de m/z=284
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Figura A.30. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido linolénico, con un i6bn molecular de m/z=292
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Figura A.32. Espectro de masas del éster metilico del &cido 9-octadecenoico
(4cido oleico), con un i6n molecular de m/z=296 (Christie, 2013)
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Figura A.33. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido 10-octadecenoico (isbmero del acido oleico), con un ion
molecular de m/z=296
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Figura A.34. Espectro de masas del éster metilico del &cido 11-octadecenoico
(isbmero del acido oleico), con un ibn molecular de m/z=296 (Christie, 2013)

85



100 [

90—
87
80—
70—
60—
50—
40—
30

| 55
20- 43 69 | 7° 143

10

97
101 129
L \‘\‘H‘ \M 1 \‘ lE\-ﬂ 18\5 1?9 213 241 25\5 267 298 299
L e B B B 5 e s s e B s By S B S B B B RS

50 100 150 200 250 300
m/z

54
0 “ ‘ 1l

Figura A.35. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido estearico, con un iébn molecular de m/z=298
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Figura A.36. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido ciclopropanopentanoico, 2-undecilo, con un idbn molecular de
m/z=310
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Figura A.37. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido nonadecanoico (19:00), con un ion molecular de m/z=312
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Figura A.38. Espectro de masas del éster metilico del 4cido 5,8,11,14,17-
eicosapentaenoico, con un ién molecular de m/z=316 (Christie, 2013)

87



100 9
91

90—
80— 80 93
70—

60— 67 105
119
50—

a0 133 150

55 147
175

161 203

oLl Al

Mw
50 100 150

66
187

200

207

233 253 264

281

282

318 ¢

250

300

. m/z
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Abundance 73

% methyl 11,14 17-eicosatrienoate (20:3(n-3))

509
807
707 &7 3
607

507 &5
407
30
207
107

108

135

163 477
160

ansSUYD AN AN,

60 80 100 120 140

Figura A.40. Espectro de masas del

eicosatrienoico, con un ion molecular de m/z=320 (Christie, 2013)

éster

289
201 219 233 252284 977
180 200 220 240 260 280

metilico del

300

m'z
acido 11,14,17-

88



100 6
90—
79
80—
81

70—

60— 55

50 % o5

40—

30

20—
207

290 322

107
109 121 150
163
R I i
““M “Huww MH‘\HM“H\ Ll ‘u\ H‘\ “u\‘ - L.l “\ ‘\ ‘ ‘ i

50 100 150 200 250 300

149
10+
‘ H\mmh
I

o

m/z

Figura A.41. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido eicosadienoico, con un iébn molecular de m/z=322
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Figura A.42. Espectro de masas del éster metilico del acido 5-eicosenoico, con
un ién molecular de m/z=324 (Christie, 2013)
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Figura A.43. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido 11-eicosenoico, con un ion molecular de m/z=324
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Figura A.44. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido eicosanoico, con un idon molecular de m/z=326 (Christie, 2013)
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Figura A.45. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster

metilico del acido docosahexenoico, con un ién molecular de m/z= 342

Abundance

%

903
803
703
60 7
503
407
3073
207
107

ansuyd CAL A @

a1

69

&0

74

g3

g0

OO e e e T e o

96

methyl 13-docosenoate (13-22:1)

123 236 278

138 152
222

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

303

320

M+
352

m/z

Figura A.46. Espectro de masas del éster metilico del acido 13-docosenoico , con
un ién molecular de m/z=352 (Christie, 2013)
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Figura A.47. Espectro de masas por El (Impacto electronico, en inglés) del éster
metilico del acido 20-metil-heneicosanoico (iso), con un ion molecular de m/z=
354
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Figura A.48. Espectro de masas del éster metilico del &cido docosanoico, con un
i6n molecular de m/z= 354 (Christie, 2013)

92



Abundance
%

90
80
70
60
50
40
30
20
10

ARsUYD A0, @

L]

74

methyl tricosanoate (23:0)

EH;DDCWW

B0

ar
+
M
368

143 395
199 269
129 185 ‘ 283
167 213 oyq 337
Jl Y T T e A L
80 100 120 14[] 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 m/z

Figura A.49. Espectro de masas del éster metilico del cido tricosanoico, con un
ion molecular de m/z=368 (Christie, 2013)
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Figura A.50. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido tetracosanoico, con un ién molecular de m/z=382
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Figura A.51. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del
colesterol, con un i6n molecular de m/z=386
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Figura A.52. Espectro de masas del éster metilico del &cido pentadecanoico, con
un ién molecular de m/z=396 (Christie, 2013)
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Figura A.53. Espectro de masas del éster metilico del acido hexacosanoico, con
un ién molecular de m/z=410 (Christie, 2013)
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Figura A.54. Espectro de masas por El (impacto electrénico, en inglés) del éster
metilico del acido octacosanoico, con i6n molecular de m/z = 438
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ANEXO B

Diagramas ecoldgicos

Olla de barro + Pescado

(mojarra-tilapia)

Olla de barro con
residuos de pescado

Ahumado
Pescado ahumado < Aserrin de encino
y  50°C-100°C
Analisis .
Ollas de barro con residuos de pescado
|
li Molienda ———p|
Soxhlet
39 | Muestra + Solucién de
Cloroformo-metanol | «|oroformo-metanol R
_ (2:1) > Muestra
Tiempo: 3 h ¢ desengrasada

Saponificacion
NaOH/MetOH

Derivatizacién
HCI/MetOH

AT

Hexano

Sol. Saturada de
NacCl

Grasa + Solucién de
cloroformo-metanol

Redestilar ——p
v

Cloroformo-metanol

Grasa

y

AT

Acidos grasos libres +
Reactivos sin reacciénar

v

Esteres metilicos + NaCl+ Agua +
Hexano+ Reactivos sin reaccionar

. Lavar con H20
hasta pH =Neutro
. Separar fases

R4

Organica

‘

Acuosa
»
>

Agua+ NaCl +Reactivos sin reaccionar

Extraccion
) 2 veces con
Eter de petréleo

Disolvente+ Residuos de HCI

Esteres metilicos +

Organica I Acuosa

A 4

Ag

uas de lavado

e Secar
con
Na,SO,4

Esteres metilicos + Disolventes+

Trazas de Agua

e Filtrar

Filtrado

Sélido

A

Na2SO4 Hidratado

Esteres metilicos + Disolvente

Redestilar

—

| Esteres metilicos

Cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas

| Eter de petrdleo

Diagrama ecoldgico E.1. Obtencion de ésteres metilicos a partir de una

olla de barro con residuos de pescado ahumado (experimento piloto)
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Pescado
(Mojarra-Tilapia)

1) Descamar
2) Cortar
3) Lavar Cabeza
« Exoe,squeleto
Residuos de pescado Musculo
Escamas
WV Residuos de lavado
Pescado Agua
4) Ahumar (Excepto muestra control)
5) Moler
6) Liofilizar CO;
>
Residuos de mezcla para liofilizar Acetona
A\ 4
Pescado
liofilizado

Residuos de extraccion - Eter de
\I{ < petroleo

. 7) Almacenar
Pescado Iloflllzado 8) Pesar
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Diagrama ecologico E.2. Obtencion de ésteres metilicos de pescado
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Diagrama ecologico E.4. Obtencion de ésteres metilicos de pescado y armadillo
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Residuos

R1, R2, R9, R14 y R15. Residuos organicos no peligrosos. Se envian a
disposicién para producir composta o se desechan en la basura organica.

R3, R12 y R16. Muestra desengrasada (Carne/olla con residuos/fragmento
arqueologico) y algodoén, con restos de disolvente organico. Se deja evaporar el
resto del disolvente en campana*y se envia a disposicién para producir composta
o se desechan en la basura organica

R4. Mezcla de cloroformo-metanol que puede ser reutlizado si no esta
contaminado con trazas de barro. En caso de desecharlo, se coloca en un frasco,
se etiqueta con todos los datos requeridos y se envia a la Unidad de Gestion
Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM.

R5 y R6. Residuos de NaCl, HCI y trazas de metanol. Se neutralizan con NaOH,
se evapora el metanol en campanay la fase liquida se desecha en el drenaje con
otros residuos no peligrosos.

R7. Na>SO4 hidratado que se recristaliza y se seca (agregando etanol y en estufa)
para ser reutilizado.

R8, R13 y R17. Eter de petréleo, que puede ser reutilizado si se coloca en el
rotavapor. En caso de desecharlo, se coloca en un frasco, se etiqueta con todos
los datos requeridos y se envia a la Unidad de Gestion Ambiental de la Facultad
de Quimica de la UNAM.

R10. Agua de lavado de pescado. Se desecha en el drenaje con otros residuos no
peligrosos.

R11. CO. y acetona. Se deja que se evapore la mezcla en campana* de

extraccion

* Al usar la campana de extraccion se recicla el carbon activado de la campana
para que el material absorbido se transforme en compuestos inocuos
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