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Clara sometimes asks me if |
dream. “Of course | dream,”
[ tell her, “Everybody
dreams.” “But what do you
dream about?” She’ll ask.
“The same thing everybody
dreams about,” I tell her, “I
dream about where I’'m
going.” She always laughs at
that, “But you’re not going
anywhere. You’re just
wandering about.” That’s not
true, not anymore. My
journey is the same as yours,
the same as anyone’s. It’s
taken me so many years, so
many lifetimes, but at last |
know where I’m going,
where I’ve always been
going: Home, the long way
‘round.

-The Doctor
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1 Planteamiento del problema

A pesar de la abundancia de literatura que concierne a la composicion molecular de
las resinas de pino en el mundo (Arrabal, et al., 2005), el estudio de resinas en pinos
mexicanos se limita a solo dos especies de pino mexicano (Pinus ayacahuite y Pinus
strobiformis) (Maya Zepeda, 2006).

Concretamente el estudio del perfil molecular de las resinas de pinos mexicanos se
ha centrado en el estudio de acidos diterpénicos de las especies antes

mencionadas.

La literatura que concierne al estudio de la composicion molecular de las resinas de
pino en otras partes del mundo ha reportado diferentes constituciones, las
moléculas que componen estas mezclas son principalmente diterpenos vy
sesquiterpenos presentes es cantidades moderadas. Los diterpenos presentes en
las resinas de pino dependen de la especie y su origen geografico (Arrabal, et al.,
2005; Rezzi, et al., 2005).

Establecer el perfil de molecular de las resinas de pino es importante para realizar
la identificacion de la especie a la que pertenecen las muestras de resina
provenientes de objetos del patrimonio cultural o de origen comercial que

errbneamente se catalogan como copales.

En realidad “el copal genuino” o de primera calidad, tiene un origen botanico distinto.

2 Hipotesis

Es posible realizar la deduccion del origen botanico de resinas diterpénicas
comerciales o arqueologicas mexicanas comparando su perfil molecular, obtenido
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS),
con aquel que presentan las resinas obtenidas de pinos cuyo origen botanico es

conocido y su perfil molecular ha sido determinado empleando GC-MS.



3 Objetivo General

Desarrollar un protocolo que permita inferir el origen botanico de resinas
diterpénicas mexicanas comercializadas en mercados tradicionales del pais con
particular énfasis en la zona que corresponde a Mesoameérica, con el fin de aplicar

esta metodologia de identificacion a resinas arqueoldgicas o artisticas.

4  Objetivos Particulares

Constituir un repositorio de resinas de Pinaceae de origen certificado para obtener
su perfil molecular y emplearlo como referencia para realizar la identificacion de
resinas de origen desconocido a futuro, en especial la de resinas arqueoldgicas y

comerciales.

Colectar resinas de mercados permanentes y anuales en el centro y sur de la
Republica Mexicana, que formaran también parte del repositorio de materiales de

referencia.

Desarrollar un protocolo de pre-tratamiento de analisis adecuado para el estudio de

resinas diterpénicas por medio de GC-MS.

Desarrollar un protocolo GC-MS que permita caracterizar la composicién diterpénica

a nivel molecular, de las resinas de interés.

Analizar las muestras de resinas comerciales y de origen botanico certificado

siguiendo el protocolo y metodologia analitica desarrollados.

Construir un modelo quimiométrico acoplando el anélisis de componente principal
(PCA) con los resultados de cromatografia de gases para la interpretacion de

resultados.

Aplicar los protocolos desarrollados para el estudio de resinas comerciales a resinas

arqueolodgicas para sugerir su origen botanico.



5 Justificacion

De acuerdo con la bibliografia revisada, hasta la fecha no se ha definido con
precision una estrategia para la caracterizacion a nivel molecular de resinas
mexicanas de Pinaceae, la identificacion de un perfil molecular preciso es necesaria

si se desea identificar su origen botanico.

Este trabajo plantea la constitucion de un repositorio de materiales de referencia, y
a partir de este, la construccion de una base de datos con perfiles moleculares que
permita la discriminacidon de origenes botanicos de muestras de resinas
diterpénicas, ya sean de origen comercial o pertenecientes al patrimonio cultural

mexicano.

Los resultados obtenidos de los andlisis de resinas de Pinaceae pertenecientes al
patrimonio cultural permitiran inferir el origen geografico de sus materiales
constitutivos, asi como elucidar informacion acerca de diversos aspectos de las
culturas que produjeron estos objetos tales como su relacion con el medio ambiente
y su manejo de los recursos naturales, la descripcién de las técnicas y tecnologia
usadas en su manufactura, las rutas de comercio, los aspectos rituales y su

importancia y usos en épocas precisas del pasado.

De la misma manera serviran para observar la incorporacién de las resinas en
piezas arqueoldgicas. Esta informacion contribuird con la identificaciéon de
elementos que permitan la autentificacion, conservacion y restauracion adecuadas

de estas obras del patrimonio.



6 Antecedentes
Desde la antigliedad, los materiales de naturaleza organica han sido empleados

como ligantes en pinturas, adhesivos, impermeabilizantes, entre otros.

Las excavaciones arqueoldgicas permiten recuperar a menudo una amplia variedad
de objetos y materiales que han sido recolectados, procesados y usados por la
humanidad a través del tiempo. Debido a su largo periodo de enterramiento, algunos
de estos materiales y objetos, especialmente aquellos de naturaleza organica, se

encuentran parcial o totalmente alterados.

En el plano de la conservacion cabe recordar que los materiales organicos son mas
sujetos a la degradacion que los inorganicos, de manera que, si se puede conocer
la composicion molecular de los primeros, se puede asegurar que los objetos

antiguos del patrimonio cultural se conserven (Colombini & Modugno, 2009).

Por otro lado, la identificacion de los materiales empleados en pinturas artisticas
provee informacion valiosa para el reconocimiento de la técnica del artista y para la
elaboracion de un proyecto de restauracion correcto, en particular el analisis del
ligante. Esta ha sido una de las tareas principales de la quimica analitica en estudios
de conservacion en los ultimos afios (Russo & Avino, 2012).

Entre las diversas clases de materiales organicos usados como ligantes, las resinas
naturales tienen la reputacion de ser dificiles de identificar, debido a la similitud fisica
entre diferentes tipos de las mismas, a su uso en forma de mezcla, y a los procesos

de degradacion a los que se ven sometidas con el paso del tiempo.

Otro uso que se le da a las resinas en el plano artistico es como capas protectoras
—barnices- y adhesivos para objetos en museos, tales como esculturas pequeiias,
pinturas, joyeria y muebles, porque son pegajosas, hidrofébicas, y faciles de

recolectar (Chivari, et al., 1995).

Segun diferentes tratados europeos las resinas no solo se aplicaban directamente
en su forma natural, sino que a menudo eran calentadas y sometidas a procesos
parecidos a la destilacion, para obtener materiales como alquitran y brea (Osete-
Cortina & Doménech-Carb6, 2005).



De acuerdo a las crénicas de Sahagun probablemente se aplicaban procesos de
tratamiento con calor equivalentes para la transformacion de resinas naturales

desde la época precolombina en Mesoamérica (Martinez-Cortés, 1970).

6.1 Caracteristicas fisicas de las resinas

El término resina, se emplea de manera general para referirse a la savia o cualquier
exudado de las plantas, ambos términos incluyen numerosas sustancias. A través
de la historia escrita ha habido una tendencia a caracterizar la resina como un
exudado pegajoso. Sin embargo, la vaguedad de esta definicion ha llevado a una
continua confusion con otros exudados, incluyendo a las gomas, mucilagos, aceites,
ceras, y latex. Algunos de estos términos, a menudo se han usado como sinénimos

de resina (Lucero, 2012).

Sin embargo, todos los exudados que han sido confundidos con resinas pueden ser

distinguidos quimicamente.

En el mercado nacional se encuentran diferentes tipos de copales, como se

menciono antes los copales se obtienen tradicionalmente de Burseras.

1. Elcopal de primera calidad es blanco o un poco verdoso, en el caso del copal
limén. Son barras completas y grandes y contienen poca basura.

2. El copal de segunda lo conforman barras de resina, delgadas, pequefas,
algunas veces se encuentra mezclado con una sustancia granulosa y blanca,
probablemente algun carbonato.

La mirra se compone se secciones de corteza embebidas en la resina.

4. El copal negro es la resina colectada directamente de los arboles, producida
por raspaduras sin la intervencion del hombre o por picaduras de ciertos
insectos en la corteza.

5. El copal piedra o teocopal es producido por abejas de ciertas especies que
mezclan copal con los granos de arena con que edifican sus nidos. Para
algunos grupos étnicos este tiene una connotacién simbdlica muy importante
(Linares & Bye, 2008).



6. Cabe resaltar que también se encuentran copales que se comercializan como

sintéticos, sin embargo, estos son los que el presente trabajo identificé mas

adelante como resinas de pino, por medio de GC-MS.

Figura 1 Tipos de copales vendidos en el mercado de Sonora de la Ciudad de

México.

6.2 Distribucion de los pinos en México

De las seis familias de coniferas conocidas a nivel mundial, 4 estan presentes en
México, y son: Cupressaceae, Pinaceae, Podocarpaceae y Taxaceae. Las 2
familias restantes son la monotipica Sciadopityaceae (Sciadopitys verticillata) de
Japdn y la familia Araucariaceae representada por 3 géneros distribuidos en el
hemisferio sur (Gernandt & Pérez-de la Rosa, 2014).

Se estima que hay 670 especies de coniferas a nivel mundial, de las cuales 94
(Tabla 1) tienen una distribucién natural en México. En el pais, el conjunto de
bosque de coniferas ocupa cerca del 15% y mas de 9/10 de esta superficie
corresponde a los de Pinus o de Pinus y Quercus. Le siguen en importancia, en
cuanto a la extension, los bosques de Juniperus y los de Abies, siendo los restantes

de distribucion muy restringida y localizada (Rzedowsky, 2006).



Tabla 1 Diversidad de las familias de coniferas mexicanas.

Familia Géneros Especies Especies
endémicas
Cupressaceae 4 29 35 13
Pinaceae 4 61 74 30
Podocarpaceae 1 3 3
Taxaceae 1 1 1 0
Total 10 94 113 43

En Norteamérica se reconocen tres regiones de alta diversidad de especies de
pinos: 1) México, 2) California y 3) sureste de EUA (Farjon & Styles, 1997). Las
especies de pinos de México llegan en el norte hasta EUA y Canada y en el sur
hasta Nicaragua en América Central.

En México se presume que existen alrededor de 61 especies de pinos, que
representan mas de 42% de las especies conocidas en el mundo: esta diversidad
es alun mayor si se toma en cuenta las subespecies y variedades (Sanchez-
Gonzalez, 2008). La gran mayoria de los pinos mexicanos poseen una distribuciéon
geografica restringida al territorio de este pais y a algunas areas vecinas y casi todos
constituyen elementos dominantes o co-dominantes en la vegetacion actual. Los
pinares son comunidades vegetales muy caracteristicas de México y ocupan vastas

superficies de su territorio (Rzedowsky, 2006).

Los pinos de México se distribuyen en cinco regiones principales, con base en

grupos particulares de especies (Tabla 2) (Figura 1):

I. Baja California Norte y Sur
[I. Noroeste: Chihuahua, Durango, Jalisco, Nayarit, Sinaloa, Sonora Yy
Zacatecas.
[ll.  Noreste: Coahuila, Nuevo Ledn, Querétaro, San Luis Potosi y Tamaulipas.
IV. Centro: Aguascalientes, Colima, Distrito Federal, Estado de México,

Guanajuato, Hidalgo, Michoacan, Morelos, Puebla, Tlaxcala y Veracruz.



V. Sur, Macizo de Oaxaca, Sierra de San Cristobal, Sierra de Oaxaca, Chiapas,

Guerrero, Oaxaca, Campeche y Quintana Roo (Sanchez-Gonzéalez, 2008).
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Figura 2 Distribucion de los taxa de los pinos en México (Sanchez-Gonzélez, 2008).

Tabla 2 Distribucion de coniferas por region geografica.

Familias Géneros Especies
California 2 5 16
Noroeste 5 13 74
Noreste 4 8 37
Centro 4 26
Sur 4 30

Con la posible excepcion de la Peninsula de Yucatan, existen bosques de pino en
todas las entidades federativas del pais. Su distribucion geogréfica coincide a
grandes rasgos con la de los elevados macizos montafiosos; asi, se presentan en
los extremos norte y sur de Baja California, a lo largo de la Sierra Madre Occidental,

del Eje Volcanico Transversal, de la Sierra Madre del Sur, de las sierras del norte



de Oaxaca y de las dos grandes sierras de Chiapas. En la Sierra Madre Oriental
también existen, aunque en forma mas dispersa, pues ahi en funcion de menores
altitudes y de la existencia de grandes areas con caliza como roca madre, los
encinares constituyen, por lo general, el tipo de bosque predominante. Se localiza
un manchoén en la Sierra de Tamaulipas, ubicada en la Planicie Costera Nororiental
del Golfo de México, al igual que en muchas otras sierras y sierritas aisladas dentro
de la gran zona arida del Altiplano, sobre todo en el estado de Coahuila (Rzedowsky,
2006). El noreste de México presenta la mayor riqueza de especies en el pais.
Jalisco resulta ser el estado con mas diversidad ya que cuenta con 34 especies
registradas, su diversidad se debe a la colindancia de la sierra Madre Occidental
con el Eje Volcanico Transversal. Otros estados en el occidente del pais con altos
indice de riqueza en variedades de pino son Durango (32) y Chihuahua (29). La
sierra Madre Oriental en el noreste de México contiene casi tantas especies como
la sierra Madre Occidental; otros estados con alta diversidad de pinos son Coahuila
(28), Nuevo Ledn (24) e Hidalgo (24), mientras que Chihuahua, Coahuila, Durango,
Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Nuevo Leon, Puebla, Veracruz y Zacatecas
tienen mas de 16 especies cada uno (Gernandt & Pérez-de la Rosa, 2014).

Con respecto a la distribucion de Pinus, sélo las zonas tropicales de baja altitud de
los estados como Tabasco y Yucatdn carecen de pinos nativos. (Sanchez-
Gonzalez, 2008).

6.2 Caracteristicas de los pinos

Por la morfologia y la disposicion de sus hojas, los pinos poseen una fisonomia
particular y los bosques que conforman presentan un aspecto que dificilmente
puede confundirse con el de otros tipos de vegetacion. Si bien el conjunto de los
pinares establece una unidad fisondmica bien definida, no sucede exactamente lo
mismo desde el punto de vista ecoldgico. Aunque la mayoria de las especies
mexicanas de Pinus posee afinidades hacia climas de templados a frios y
semihimedos y hacia los suelos acidos, existen notables diferencias entre una
especie y otra y algunas que no se ajustan a estas normas prosperan en lugares

francamente calientes, himedos o semiaridos, asi como sobre suelos alcalinos. Por



otra parte, dentro de las mismas zonas de clima templado y semihimedo, los
pinares no constituyen el Unico tipo de vegetacion prevaleciente, pues compiten ahi
con los bosques de Quercus y a veces son los de Abies, de Juniperus, de Alnus y

con algunas otras comunidades vegetales (Rzedowsky, 2006).

La distribucion de Pinus segun los tipos de suelos se presenta en la tabla 3.

Tabla 3 Distribucion de los pinos segun los tipos de suelo (Food and Agriculture

Organization of United Nations, s.f.)

Tipo de suelo Especie

Suelos rojos de tipo P. oocarpa, P. michoacana

lateritico o ferro-alitico

Suelos negros de Abies ssp., P. rudis, P. hartwegii, Cupressus ssp.

praderas o tipo

chernozem

Suelos arenosos o P. lumholtzii, P. duranguensis (en el centro de

rocosos México), P.teacote

Suelos pardos forestales P. montezumae, P. pseudostrobus, P. tenuifolia, P.
patula, P. duranguensis (en el norte), P.couperi

Sobre clareos P. leiophylla, P. pseudostrobus.

6.3 Explotacion de las resinas de pino en México

La extraccion de resina constituye otro tipo de aprovechamiento de bosques de
pinos. La resinacion se realiza generalmente en zonas donde el tamafio de los
arboles y la rapidez de su crecimiento no son adecuados para una explotacion

maderera intensiva (Rzedowsky, 2006).

De los principales estados productores de madera (Durango, Chihuahua,
Michoacan, Jalisco y Oaxaca), s6lo Michoacan se encuentra entre las entidades con
una produccion no maderable alta, basada fundamentalmente en la resina de pino.
De acuerdo a la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, la produccion
de resinas representa el 11.4% de la produccion forestal no maderable en donde
los estados de Michoacan y México, concentran el 95% de la produccion. En 2016

el estado de Michoacén produjo 78.8% del total nacional con 22,241 toneladas de

10



resina, seguido por el estado de México con el 16.3% de la produccién nacional
(Figura 2). (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2016)

Otros
66.8% .

——Resinas
27.2%

Gomas \Ceras\ Fibras

0.04% 1.5% 4.4%

Figura 3 Volumen de produccion forestal no maderable en México (no incluye tierra

de monte) (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2016).

Cabe mencionar que, en 2016 sOlo seis estados del pais reportaron produccién de
resinas: Chiapas, Jalisco, México, Michoacan, Morelos y Oaxaca (Figura 3)

(Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2016).

0w

Producto
B s

] - s

I e
I Ceoas
:lw:mu '
-
Tmm:;;ame

Valor de In occldo en mikes de pows l

|
|

1-2000
P B e
B 000 - 800 T —
B 50000 - 0,000
I 250,000 50,020 l
Produccion pm Torelsdas ‘

20,000 - 105,000
Ilc.nno - 30,000
S000 -« LOLO0
b 1,000« 5,000
=" - 1,000

i ;

1 L]
" 105" "

Figura 4 Produccion forestal no maderable por producto (2015) (Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales, 2016).

11



Las especies mas frecuentemente resinadas son P. oocarpa, P. michoacana, P.

leiophylla, P. pseudostrobus, P. montezumae y P. teocote (Rzedowsky, 2006).

6.4 Uso de los copales en México Prehispanico

En el siglo XVI se le llamaba resina a “toda materia aceitosa o humor craso y
pegajoso que sudan y destilan los arboles”. Los antiguos mexicanos conocieron
varias que emplearon en su artesania, en su medicina y en su religion. (Martinez-
Cortés, 1970)

Hay otros casos en los que se registraron aplicaciones artesanales, para el uso de
resinas. El término copal es un aztequismo, derivado de la palabra copalli, término
que empleaban los antiguos mexicanos para designar a “cualquier género de
goma”. Esto origind que cualquier resina fuera nombrada con el término copal
(Martinez-Cortés, 1970).

La resina obtenida de los Pinus oocarpa era conocida como naba por los Mayas
que vivieron en Chiapas, como iztahte por los Maya de Yucatan, y como ocotzotl u
oxitl por los Nahuas de la meseta central (Vazquez de Agredos Pascual, et al.,
2003).

El vocablo ocotzoquahuitl lo aplica Fray Bernardino de Sahagun al pino y al ocotl y
dice que de ellos se saca la pez y laresina. En su obra, dice que del pino se obtenian
dos productos: el ocotzotl y el axitl u oxitl. Tal parece que el término ocoétzotl lo
aplicaba a la resina natural de pino que conocemos como trementina. En cambio, el
oxitl dice el propio Sahagun que “es un aceite sacado por artificio de la resina de
pino” (Sahagun, 1956).

El término “artificio” tal vez implica el empleo de la técnica de destilacion por medio
de la cual se obtenia cierto producto derivado de otro producto natural (Martinez-
Cortés, 1970).

El Padre Garibay, profundo conocedor de la lengua y cultura nahuas, dice que el
vocablo Oxitl sirve para nombrar la trementina y a un ungiiento sacado de esta, o al
aceite de pino (Garibay, 1964). Fray Alonso de Molina dice que ocotzotl es ‘resina

de pino o trementina” (Molina, 1944).
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En la época prehispéanica, se le atribuia a la diosa Tzapotlatena (Figura 4) el
descubrimiento de la resina Oxitl y la produccion de la brea y el hule. Otro relato dice
que fue el dios del fuego Xiutecutli o Huehuetéotl quien hizo la resina uxitl, asi como
la sal, la miel espesa, el carbén y la cal. Esta participacion del dios del fuego implica
que el ungliento se obtenia por la accion del calor tal como la sal, la miel de maguey

espesa, el carbon y la cal.

Figura 5 Tzapotlatena (Martinez-Cortés, 1970).

La resina oOxitl y la de otros arboles como el 6cotzotl se empleaba como adhesivos
para diversos rituales en los que se usaban plumas pegadas a la piel, también se
empleaba como adhesivo en la manufactura de flechas.

Son numerosos Yy variados los usos de la resina de pinos en medicina. Muchas
veces se antoja bastante racional el empleo de dicha sustancia, como en el caso de
enfermedades de la piel, fracturas, etc. Sirvan a manera de ejemplo su prescripcion
para curar “los pies agrietados y para frotar la piel aspera”. Para las fracturas se
recomendaba después de haber “concertado” los huesos, aplicar una “bilma” de

resina mezclada con ciertas yerbas (Martinez-Cortés, 1970).

Por otro lado, el nombre de los arboles que producian resina se forma con el vocablo

copalli al que se le agregan otras palabras para describir caracteres particulares. El
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arbol principal o central del género es el hombrado copalquahuitl o teocolquahuitl

por los nahuas y pom por los mayas. (Vazquez de Agredos Pascual, et al., 2003).

Quahuitl es un vocablo ndhuatl que significa arbol, lefia madera. Todos los vegetales
de los que se podia obtener lefia 0 madera, se llamaban quahuitl. (Martinez-Cortés,
1970).

De esta manera se derivan los distintos nombres como el xochicopalli o copal florido,

el tecopalquahuitl o copal silvestre, etc

Estas resinas eran usadas para diferentes propdésitos, y crecen en diversas regiones
a través de Mesoameérica. El copal que se vende como copal de primera calidad en

México proviene de Burseras (Vazquez Molotla, 2017).

6.5 Caracteristicas quimicas de las resinas

Operacionalmente, las resinas se definen como una mezcla liposoluble de
terpenoides volatiles y no volatiles, y/o componentes fendlicos secundarios que son
usualmente secretados en estructuras especializadas localizadas ya sea
internamente o en el exterior de las plantas, estos compuestos tienen potencial
significancia en interacciones ecolbégicas. NoOtese que las resinas consisten
primariamente de metabolitos secundarios o compuestos que, aparentemente no
tienen un papel fundamental en la fisiologia primaria o elemental de la planta

(Lucero-Gomez, et al., 2014).

Bajo ataques de patdgenos o lesiones, la resina se acumula en el sitio de la herida,
después de la volatilizacion de los monoterpenos, los &cidos diterpénicos se
cristalizan y la polimerizacion autooxidativa forma una barrera que sella la herida y
confina fuera agentes infecciosos (Croteau & Funk, 1994). El acido abiético y los
isbmeros relacionados son claramente importantes en el sellado de las heridas,
mientras que el &cido dehidroabiético es mas viscoso y es altamente cristalino
(Cotreau & Phillips, 1999).

Las resinas diterpénicas son exudados de una gran variedad de arboles alrededor

del mundo. La mayoria de estas resinas se originan de coniferas (Coniferae).
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La mayoria de estas familias son conocidas por producir resinas que forman ambar.
Este contiene diterpeniodes diciclicos con cadenas que contienen dobles enlaces

conjugados responsables de la polimerizacion y endurecimiento de estas resinas.

Una excepcion importante es la subfamilia Pinaceae que ha sido reconocida por su
produccion de resina y comprende especies de pino (Pinus), alerce (Larix), piceas
(Picea) y abetos (Abies). Estos arboles producen balsamos que no forman a&mbar,
como resultado de la presencia de grandes cantidades de 4cidos diterpénicos con
estructuras de pimaranos y abietanos que no polimerizan instantaneamente (Van
den Berg, et al., 2000).
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Figura 6. Constituyentes quimicos de resinas de coniferas.
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Los terpenos se constituyen de unidades de isopreno con la formula general (CsHs)n
(Schulz & Baranska, 2007). Constituyen el grupo mas grande de productos
secundarios y derivan de un compuesto de 5C, IPP (isopentil pirofosfato)
(Rodrigues-Corréa, et al., 2012). De acuerdo a la cantidad de unidades de isopreno
(n) se pueden dividir en varias clases: hemiterpenos (CsHs), monoterpenos (CioHas),
sesquiterpenos (CisHz4), diterpenos (C20Hs2), tetraterpenos (CaoHes) y politerpenos
(CsHs)n (Figura 6) (Schulz & Baranska, 2007).

Los acidos ditepénicos son &cidos carboxilicos bi- o triciclicos de 20 carbonos de
diferentes tipos de esqueletos, donde la diferencia se introduce en isémeros de
dobles enlaces, diasteroisémerios y funcionalizacion adicional (Keeling &
Bohlmann, 2006). Los diterpenos se caracterizan por tener 3 esqueletos
estructurales diferentes (abietano, pimarano y labdano) que varian

cuantitativamente en las diferentes familias de coniferas (Langenheim, 2003).

Todos ellos tienen dobles enlaces conjugados que pueden reaccionar, produciendo
especies mas oxidadas. Los pimaranos no contienen dobles enlaces conjugados y
parecen ser mas estables, ya que encuentran derivados. Aunque, algunos reportes
han mostrado un decremento en la concentracion de pimaranos en las ultimas

etapas de envejecimiento de la resina (Beltran, et al., 2017).

6.6 Resinas de Pinaceae

Las resinas de pino son mezclas complejas de diterpenos acidos y neutrales con
una fraccion de compuestos volatiles mas o menos importante. Los componentes
principales son monoterpenos neutrales (oa-pineno) y acidos diterpénicos. Los
diterpenos neutrales y los sesquiterpenos también estan presentes en cantidades

de apreciables a moderadas. (Figura 7).

Dependiendo de la especie de pino y su origen geografico las resinas pueden estar
compuestas de diterpenos biciclicos (labdanos), diterpenos triciclicos (abietanos y

pimaranos) y diterpenos macrociclicos (cembranos) como componentes principales.

Los acidos del tipo abietano y pimarano, como el acido pimarico y el acido abiético,

son los mas abundantes en resinas Pinaceae, permaneciendo relativamente suaves
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y sin polimerizarse. Sin embargo, las resinas del tipo abietano se pueden volver
relativamente solidas con una superficie dura, pues el precursor abietadieno, es
propenso a la polimerizacién. Por otro lado, los acidos del tipo labdano, como los
acidos comunico y agético, pueden contener compuestos como dienos que se
polimerizan. Este ultimo tipo de diterpenos son los principales constituyentes de la

resina en la familia de los cedros (Cupressaceae) (Langenheim, 2003).

Labdanos
: : : 2N\
+" “COOH
Acido ozico Acido comunico Larixol
Abietanos
"COOH “COOH "COOH
Acido levopimarico Acido abiético Acido palustrico Acido neoabiético
Pimaranos
>
"COOH ‘COOH
Acido pimarico Acido sandacopimarico Acido isopimarico

Figura 7 Labdanos, pimaranos y abietanos diterpenoides presentes en resinas de
Pinaceae
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Los acidos diterpénicos se derivan del geranil pirofosfato del C-18 metil de esta
olefina en abietadienol, abietadienal, y acido abiético (Croteau & Funk, 1994). El
precursor aciclico, el geranilgeranil difosfato (GGPP) es un derivado de la ruta del
metileritritol difosfato (MEP). Las enzimas sintasas actlan en este sustrato para
formar diterpenos, que subsecuentemente se hidroxilan y después se oxidan por
otras enzimas, que posteriormente forman acidos diterpénicos (Bohlmann &
Keeling, 2006).

A

5 H
CH,GH
{—)-Abietadiens {(—)-Abietadienal {—)-Abieladienal {—)-Abietic acid

Figura 8 Mecanismo de la biosintesis del acido abiético (Bohlmann & Keeling, 2006).

6.7 Los terpenos como marcadores moleculares

El uso de los biomarcadores moleculares, operando en su modo mas simple,
consiste en relacionar estructuras o distribuciones que son “huellas quimicas”, con
compuestos y mezclas provenientes de organismos explotados en el pasado.
Algunas pocas veces, la estructura de un Unico componente es suficiente para

definir el origen de un material o residuo organico.

Uno de los aspectos fundamentales del concepto de biomarcador es que su fuente
pueda ser encontrada de acuerdo a los arreglos de los carbonos del mismo. Entre
mas Unicas sean las estructuras en un organismo, serd mayor la certeza de la
presencia de un constituyente en particular de acuerdo al marcador observado
(Evershed, 2008).

El uso de los biomarcadores moleculares para la identificacion de los componentes
de los materiales resinosos esta basado en la idea de que cuando ciertos
compuestos naturales son sometidos a un ambiente determinado, son sujetos a
cambios resultado de diagénesis y maduracion. Estas moléculas, pierden sus
grupos funcionales pero los esqueletos basicos de carbono permanecen intactos.

Asi es posible establecer una relacion precursor-producto entre los compuestos
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originales y los analogos presentes en sedimentos, piezas arqueoldgicas u objetos

artisticos.

En la quimica de patrimonio artistico y arqueoldgico, los biomarcadores son
considerados como moléculas diagndsticamente estables presentes en el material
original o formadas a través de los siglos debido al envejecimiento de los mismos,

en una cantidad apreciable (Colombini & Modugno, 2009).

Los terpenos constituyen una gran variedad de sustancias presentes en las plantas.
Se ha encontrado que la gran variabilidad en la produccion de terpenos se
encuentra bajo un estricto control de la genética y por lo tanto los terpenos se

pueden emplear como marcadores moleculares.

Frecuentemente el tipo de metatobilitos secundarios son Unicos para una especie
dada de plantas y usualmente no son escenciales para la superviviencia de las
células. Se asume que su funcién o importancia esta principalmente relacionada
con aspectos ecoldgicos y se usan como defensa contra predadores, parasitos y
enfermedades, como sefiales para competencia interespecie, y para facilitar los

procesos reproductivos (Schulz & Baranska, 2007).

Algunos de los principales componentes de las resinas de pino han sido utilizados
como indicadores quimiotaxonémicos y marcadores bioquimicos de la procedencia

de las diferentes especies (Schulz & Baranska, 2007).

Como se menciond antes en este trabajo, el paso del tiempo produce cambios en
los materiales del patrimonio y las resinas no son una excepcion. El envejecimiento
de las resinas diterpénicas de Pinaceae a nivel molecular es predominantemente el
resultado de la oxidacion del dieno conjugado presente en las resinas con esqueleto
abietano. Estos se oxidan para formar el acido dehidroabiético (DHA), que a su vez
puede oxidarse aun mas incorporando oxigeno (figura 9). EI mecanismo preciso
involucrado en este proceso de oxidacion no esta claro, pero puede ser similar a la
oxidacion del colesterol, que se conoce con mayor detalle (Van den Berg, et al.,
2000).

19



™ COOH
acido levopimarico acido paltistrico acido abiético acido neoabiético
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15-hidroxi-7-oxo-DHA

Figura 9 Rutas de isomerizacion y oxidacion de acidos abietanos. El grado de
oxidacion de un acido (A-E) esta representado por la posicion vertical del compuesto
(Van den Berg, et al., 2000).
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Los procesos de oxidacion que resultan en la incorporacion de oxigeno se espera
qgue ocurran por la formacion de peroxido junto a un doble enlace. La pérdida de
agua o reduccion de este peroxido puede formar los oxo- o hidroxi- compuestos,

respectivamente.

En el acido dehidroabiético, las posiciones con mayor probabilidad de ser activas

sonlas 7 y la 15. En la figura 9 se presentan sus rutas de oxidacion e isomerizacion.

Los 4 abietanos mas importantes y que se han propuesto como marcadores
moleculares son: (1) acido abiético, (2) acido dehidroabiético DHA, (3) acido 7-oxo-
dehidroabiético y (4) acidol5-hidroxi-7-oxodehidroabiético (Van den Berg, et al.,
2000).

6.8 Lacromatografia de gases

La cromatografia de gases (GC) es una técnica analitica aplicada ampliamente al
andlisis de mezclas de compuestos organicos. El equipo empleado para GC
generalmente consiste de un puerto de inyeccion, sometido a una temperatura
controlada, en el cudl se introduce la muestra que pasa a una columna donde sus
componentes son separados, esta columna también se encuentra en un espacio
con temperatura regulada. Idealmente, los diferentes analitos retenidos dejan la
columna uno por uno antes de alcanzar un detector. Un gas acarreador (Argon,
Helio, Nitrégeno o Hidrégeno, por mencionar algunos) impulsa la muestra a lo largo
de la columna (Sarker & Latif, 2006). En el camino de la muestra a través de la
columna ocurren diferentes fendmenos de transferencia de masa, resultando en
diferentes tiempos de retencion de los analitos individuales. La sefial del detector
se grafica en funcion del tiempo que ha pasado desde la inyeccién de la muestra
(Figura 10). Esta representacion es llamada cromatograma (Figura 11) (Dettmer &
Engewald, 2014).
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Figura 11 Cromatograma hipotético

El tiempo que pasa entre la inyeccién y la elusion se llama “tiempo de retencion” (tr)

(Sarker & Latif, 2006). La separacion de la mezcla se lleva a cabo entre la fase

estacionaria y la fase moévil gaseosa.

Ya que el analisis de la muestra requiere derivados gaseosos, cuando hay presencia

de compuestos no volatiles se requiere la derivatizacion de las muestras.
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La cromatografia de gases acoplada a detectores de flama (GC-FID) se usa
comunmente en analisis cualitativos comparando los tiempos de retencion de los

componentes de una mezcla con estandares cromatograficos.

Una aproximacibn mas poderosa consiste en utilizar como detector un

espectrometro de masas (GC-MS).

El espectrometro de masas provee el espectro de masas de cada compuesto en la
mezcla. La interpretacion de los espectros y su comparacion con librerias permite
la identificacidn precisa de los compuestos. Esta aproximacién es util aun en los

casos donde los estandares cromatograficos no estan disponibles.

De esta manera la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas es
una de las técnicas mas utilizadas para la identificacidon de mezclas organicas en
muestras derivadas de contextos arqueologicos y artisticos (Colombini, et al., 2005).
La alta sensibilidad de esta técnica la hace ideal para su aplicacién en este campo
ya que la cantidad de muestra disponible para el analisis en el contexto de los
objetos del patrimonio es usualmente muy pequefia e inferior a 1 mg (Marinarch,
et al., 2004).

6.9 Espectrometria de masas

Como se menciond en la seccion anterior la espectrometria de masas es una
técnica microanalitica que puede ser usada selectivamente para detectar y
determinar cantidades de un analito. Ademas de ello también puede ser usada para
determinar la composicion elemental, la masa nominal y en algunos casos, la masa

molecular de un analito.

También permite conocer algunos aspectos de la estructura molecular de un
compuesto mediante la produccion y deteccion de fragmentos de la molécula que

corresponde a grupos discretos de atomos. (Watson & Sparkman, 2008)

La espectrometria de masas ofrece informacion especifica de las sustancias para
cada componente molecular incluyendo aquellos presentes en concentraciones a

nivel de trazas en una mezcla compleja. (Dettmer & Engewald, 2014)
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Cabe resaltar también que esta técnica tiene la capacidad de generar la mayor
informacion que puede ser determinada por unidad de cantidad de un analito que

cualquier otra técnica (Watson & Sparkman, 2008).

La espectrometria de masas se basa en la producciéon de iones en fase gaseosa
producidos a partir de las moléculas del analito (en la fase gaseosa las especies se
aislan unas de otras, permitiendo el estudio de sus propiedades intrinsecas) y en
su separacion de acuerdo a su relacion masa carga (m/z) (Colombini & Modugno,
2009) por lo que se utiliza la masa de los is6topos y no la masa atomica de los

elementos (Watson & Sparkman, 2008).

6.9.1 Espectrometro de cuadrupolo simple

La espectrometria de masas puede ser dividida en dos procesos separados:
ionizacion, y separacion de masas y el registro de los iones formados. Diferentes
métodos de ionizacién se pueden combinar con diferentes técnicas de separacion

de masas dependiendo de los resultados deseados. (Clemet & Karasek, 1988).

La ionizacion por impacto electronico (El) es la técnica de ionizacion mas usada
para formar iones de moléculas neutras que entran el espectrometro de masas. En
la fuente de ionizacion, las moléculas gaseosas colisionan con electrones emitidos
de un filamento. Mientras se liberan los electrones de un electrodo cargado
positivamente. Muchas de las moléculas organicas poseen potenciales de
ionizacién superiores a 8 eV, por lo que los espectrometros de masas operan a una
energia fija de 70 eV, que garantizan la una reproducible alta eficiencia de
ionizacion. Durante la ionizacion, un electron es removido de una molécula neutra
para formar un ion cargado que equilibra la energia extra por descomposicion en
fragmentos de iones, radicales y moléculas (figura 12). La eficiencia de este proceso
de ionizacion depende del potencial de ionizacion del analito y la energia de los
electrones que lo “impactan”. Los iones cargados son concentrados, acelerados, y
después transmitidos a través de un campo magnético o eléctrico del analizador,
mientras que los radicales y las moléculas neutras se remueven (Dettmer &
Engewald, 2014).
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Figura 12 El negativo y positivo de una molécula neutra y sus fragmentaciones

subsecuentes (Dettmer & Engewald, 2014).

En un cuadrupolo simple, el analizador (figura 13) consiste en un arreglo paralelo
de cuatro electrodos cilindricos contados en una configuracion cuadrada. El campo
dentro del analizador se crea acoplando pares de cilindros opuestos aplicando radio
frecuencia y corriente directa entre los pares. Los iones creados dentro de la fuente
son inyectados a través del arreglo paralelo, y bajo la influencia de los campos
describen trayectorias complejas. Algunas de estas trayectorias son inestables pues
tienden al desplazamiento infinito desde el centro y los iones se pierden. De los
iones que se transmiten exitosamente desde el analizador se dice que poseen

trayectorias estables, y se graban en el sistema de deteccién. (March & Todd, 2005)
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Figura 13 Cuadrupolo del espectrometro de masas. (a) Arreglo de los cuatro

electrodos A, A, B, B de una forma hiperbdlica que sirve para crear un campo

simétrico. (b) Arreglo esquematico de un cuadrupolo (March & Todd, 2005).

Los patrones de fragmentacién muestran cémo se disocia una molécula una vez
ionizada; esto no ocurre al azar, porque se deriva de su estructura, su arreglo
espacial, potencial de ionizacién y de la energia interna que adquiere durante su
colision con un electron. El patron de fragmentacion es Unico para cada estructura
molecular y contienen diferencias claras detectables, incluyendo a los isomeros. Asi
€S como un espectro de masas provee informacion acerca de la masa molecular, la
composicién elemental, los grupos funcionales en la molécula y su estructura
espacial (figura 14) (Stashenko & Martines, 2014).
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Figura 14 Informacion accesible de un espectro de masas. e.g. 3-clorbifenilo. El
(Dettmer & Engewald, 2014).

6.10 Tratamiento de muestras

El andlisis de materiales organicos del patrimoinio por GC-MS requiere del
pretratamiento de la muestra. El primer paso consiste en la extraccion de
compuestos de interés de la matriz compleja formada por los materiales
constitutivos de los objetos de patrimonio. Esto es crucial en objetos histdricos
debido al caracter Unico de cada muestra y la poca cantidad de la fraccién organica
contenida en ellos.

Como se expuso en las secciones anteriores algunos materiales resinosos, estan
constituidos por moléculas diterpénicas funcionalizadas con grupos hidroxilo o
carboxilo, que son muy polares. Esto hace que se requiera ademas de la extraccion
un segundo paso que consiste en la derivatizacion antes del analisis

cromatografico.

Las reacciones de derivatizacion producen compuestos no polares, volatiles y no
termolabiles adeacuados para la cromatografia de gases. La reduccion de la

polaridad debida a la derivatizacion lleva a mejores formas de pico en los
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croatogramas, debido a la minimizacion de absorciones detrimentales y no

especificas de la columna.

La metilacion y la sililacion, en particular la trimetilsililacion, son las reacciones de
derivatizacidon mas comunes (Colombini & Modugno, 2009). Los reactivos sililantes
pueden introducir ya sea una unidad de trimetilsililo (TMS), -Si(CHz)s, 0 una unidad
de dimetil-(terbutil)-silil (TBS), -Si(CH3)2-C(CHs)s. Los reactivos TMS han sido
ampliamente investigados y son conocidos por tener el espectro de derivatizacion
mas amplio. EI TMS tiene el potencial de sustituir todos los protones “acidos” de de
un metabolito. (Kopka, 2006)

Los agentes TMS son capaces de derivatizar grupos con un proton activo/polar (OH,
NH y SH), convitiéndolos en estéres o éteres TMS (Colombini & Modugno, 2009).
Los derivados sililados de los esteroles se forman por el desplazamiento del protén
activo en los grupos hidroxilo, generalmente por el grupo trimetilsililo ((CH3)sSi).
(Maier, 2006). La trimetil sililacibn con hexametildisilazano (HMDS) vy
trimetilclorosilnano (TMCS) tiene la ventaja de que la derivatizacion se lleva a cabo

en un solo paso en grupos hidroxilo y carboxilo.

La presencia de compuestos trimetilsililados (TMS) induce la formacion de iones
caracteristicos. Para moléculas que contienen un grupo hidroxilo se presentan los
fragmentos 73 m/z y 75 m/z. Si en su estructura la molécula contiene mas de un
grupo hidroxilo, provenientes ya sea de un alcohol o un grupo carboxilo, se presenta
el ion 147 m/z (figura 15) (Lucero, 2012).

\ ﬁ i
H;C—g + + Si—OH HyC O—>5i+
m/z=73 m/z=75 miz=147

Figura 15 Fragmentos caracteristicos de compuestos sililados.
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6.11 Andlisis de componentes principales (PCA)

La aplicacion de métodos de seleccion de variables o compresion de datos es
importante en quimica analitica, porque permite que las variables con poca
informacion sean descartadas; incluir este tipo de variables resulta en la
sobrestimacion de la habilidad de predicciéon de un modelo matemético, durante la

clasificacion.

En el andlisis de componente principal (PCA) se considera una tabla con datos que
representan observaciones descritas por variables dependientes que, en general,
estan inter correlacionadas. El objetivo del PCA es extraer la informacion importante
de la tabla de datos para expresar esta informacion como un nuevo conjunto de
variables ortogonales llamadas componentes principales. También representa un
patron de similitud en las observaciones y las variables, representandolas como

puntos en un plano.
El PCA permite:

1) Extraer la informacion mas importante de la tabla de datos.

2) Comprimir el tamafio del conjunto de datos manteniendo solo la informacion
importante.

3) Simplificar la informacion.

4) Analizar la estructura de las observaciones y las variables.

El PCA arroja nuevas variables llamadas componentes principales que se obtienen
de combinaciones lineales de las variables principales. El primer componente tiene
la mayor cantidad de varianza posible (Abdi & Williams, 2010). Es facil ver que el
primer componente es la direccion en la que los datos muestran la mayor variacion
(Ringenér, 2008).

El segundo componente se obtiene bajo la premisa de que tiene que ser ortogonal
al primer componente y tener la inercia mas grande. Es la direccion no

correlacionada al primer componente

Los siguientes componentes se obtienen de la misma manera. Los valores de estas

nuevas variables son conocidos como factor scores, y se pueden interpretar
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geométricamente como proyecciones de las observaciones sobre los componentes
principales (Abdi & Williams, 2010).

7 Instrumentacién y software

El andlisis GC-MS se llevé a cabo empleando un cromatografo de gases 6890N GC
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) acoplado a espectrometro de masas con
detector de cuadrupolo sencillo, 5973 Network Mass Selective Detector (Agilent

Technologies).

La temperatura del inyector fue de 250 °C, la linea de transferencia se mantuvo a
310 °C; en el espectrometro de masas la temperatura de la fuente de iones de MS
se fij6 en 230 °C y la temperatura del cuadrupolo del espectrdmetro de masas en
150 °C. El espectrometro de masas operd en IE en modo positivo (70 eV) y el
intervalo de masas se trabajé de 50 a 800 m/z

En el cromatdgrafo de gases, las separaciones fueron llevadas a cabo con una
columna capilar HP-5MS (5% difenil-95% dimetilpolisiloxano, 5% fenilmetil siloxano)
de 30 m x 250 um x 0.25 um, Agilent Technologies. Las muestras fueron inyectadas
(1 pL) en modo Split 1:5.

Después de una fase isotérmica de 190 °C, el horno se programé a 225 °C a 3
°C/min, después a 265 °C a 2 °C/min manteniéndose 5 minutos, y 285 °C a 2 °C/min

por 6 minutos.

Se empleé un flujo de 1.2 mL/min de Helio grado cromatografico como gas

acarreador.

El tratamiento estadistico se llevd a cabo empleando los programas para analisis
estadistico Minitab 17 y PAST 3.15.
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8 Reactivos

La piridina 99.8 %, hexametildisilazano (HMDS) 299%, y trimetilclorosilano (TMCS)
299%, fueron adquiridos en Sigma Aldrich. Fueron empleados en el proceso de
derivatizacion. El dietil éter grado GC-MS, que se usé como disolvente para la
inyeccion, se adquirié en Merck.

Para facilitar su identificacion se analizé el estandar de la molécula del acido
abiético, de Sigma Aldrich.

9 Experimentacion

9.1 Muestreo de resinas de pino
La recoleccion de las muestras de resinas de pino se llevé a cabo por la autora del

presente trabajo con la supervision de la Dra. Paola Lucero.

Se obtuvieron unos miligramos de resina, realizando una incisibn de
aproximadamente 2 cm y algunos milimetros de profundidad en la corteza. Se
almacen6 en viales de vidrio después de su recoleccion para evitar su
contaminacion y limitar su oxidacion. Los viales se almacenaron en un lugar

protegido de la luz y el calor.

Figura 16 Muestreo de resinas de pino

9.1.1 Muestras certificadas botanicamente

Se obtuvieron muestras de 15 coniferas diferentes: 12 pinos, 1 oyamel y 2 cedros,
las muestras certificadas botanicamente fueron obtenidas utilizando la metodologia
enunciada con anterioridad y se describen en la tabla 4. La certificacion del origen
botanico de los arboles, cuya resina fue muestreada, fue realizada por expertos del
Jardin Botanico, UNAM.
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Tabla 4 Muestras de pinos certificados

Nombre comun Nombre cientifico Fotografia

Pino, ocote . .
. . Pinus rudis
Pino amarillo
Pino blanco Pinus pseudostrobus
Pino llorén, ocote Pinus patula
Ocote Pinus montezumae
4
Pino lacio Pinus devoniana ' @
N
. . . . .. ,r‘
Pifion real Pinus maximartinezii &
| &=
’ 4
Pino avellano Pinus douglasiana R
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Ocote chino

Pinus oocarpa

Pino triste Pinus lumholtzii
Pinus edulis
Ocote chino Pinus leiophylla
Pifionero Pinus cembroides
Oyamel Abies religiosa
Cedro limon Cupressus macrocarpa

Cedro enebro

Juniperus flaccida
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9.1.2 Muestras de origen botanico desconocido
Se muestrearon 22 arboles presumiblemente pinos para su estudio e identificacion

de acuerdo a su perfil molecular (Tabla 5).

Tabla 5 Muestras de pino de origen botanico desconocido

Nombre Fotografia Nombre Fotografia

Pino 1 Pino 12 Z
‘-t“
Pino 2 '3)‘ Pino 13
e
Pino 3 {Q Pino 14
S
Pino 4 - Pino 15

Pino 5 . d Pino 16

Pino 6 Pino 17 v &

Pino 7 ’ Pino 18 LB N
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Pino 8 Pino 19
Pino 9 Pino 20
Pino 10 Pino 21
Pino 11 Pino 22
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9.1.3 Muestras comerciales

Como parte del estudio, se analizaron también muestras de resinas comerciales
provenientes de distintos estados de la republica mexicana (tabla 6). En total, se
adquirieron 72 muestras de resina. Su estudio por cromatografia de gases revel6
en 21 de ellas marcadores moleculares ditérpenicos, dichas resinas se estudiaron
e identificaron comparando sus perfiles moleculares con el de las muestras
certificadas, una breve descripcidon de los copales comerciales se presenta en la
Tabla 6.

Figura 17 Mapa de los estados donde fue colectada la resina comercial.

Las muestras de resina de pino fueron colectadas en diferentes estados de la
Republica Mexicana: Colima, Campeche, Yucatan, Oaxaca, Chiapas, Estado de

México y la Ciudad de México (figura 17).
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Tabla 6 Muestras de copales comerciales que contuvieron moléculas diterpénicas

Afo de

Nombre Fuente Descripcion Fotografia
colecta

Mezcla de resina rojiza y
Mercado en amarilla en el momento de la
COLL2 - : 2008  compra, se aprecia amarilla
Colima, Colima <
con una capa blanca en
2017.

Mercado Pedro
CAML1 Sainz de Baranda, 2016
Campeche

Resina naranja con una
capa de polvo blanco.

Mezcla de resina rojiza,
amarilla y negra con una
capa de polvo blanco.

Mercado Lucas
MERA1  Galvez, Mérida, 2016

Yucatan
Mercado Lucas de Resina traslucida color
MERA2 Galvez, Mérida, 2016 amarillo brillante.
Yucatan
Mercado Benito Resina color naranja con
MILA1 Juérez, Milpa Alta, 2016 polvo amarillo.

Ciudad de México

. Resina color amarillo
Mercado Benito

MILA2  Judrez, Milpa Alta, 2016 ~ °riae cublertaconuna gl
Ciudad de México padep : !

Mercado Benito Resina color amarillo claro [ igs
MILA5 Juérez, Milpa Alta, 2016 cubierta con polvo blanco. y =
Ciudad de México

Mercado anual, Mezcla de resina
MIXA1l Mixquic, Ciudad de 2015 blanquecina y amarillo
México brillante.
Mercado
OAXC3 Permanente, 2008 Polvo amatrillo.

Oaxaca, Oaxaca.

Toluca, Estado de

TOLAl . 2016 Resina amarillenta y café.
México
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Mercado Diaz

TUXAL Ordaz, Tuxtla 2016 Resina verduzca traslucida.
Gutiérrez, Chiapas
Mercado Diaz
TUXA2 Ordaz, Tuxtla 2016 Resina amarilla.
Gutiérrez, Chiapas
Mercado Diaz Mezcla de resina verde,
TUXA3 Ordaz. Tuxtla 2016 amarilla y naranja con polvo
Gutiérrez, Chiapas verde y amarillo.
Mercado Diaz _ _ _
TUXA4  Ordaz, Tuxtia 2016 Hoonaamariia cublera de
Gutiérrez, Chiapas polvo bianco.
Mercado Diaz , _ .
TUXAB Ordaz, Tuxtla 2016 Resina amarilla cubierta de
Gutiérrez, Chiapas polvo blanco.
Mercado Lucas , . .
MERA3  Galvez. Mérida 2016 Resina amarilla cubierta de
vucatan polvo blanco.
Mercado Lucas Resina amarilla cubierta de
MERAS Gal\\/(euzéal\t/lé?r?da, 2016 polvo blanco.
Mercado Lucas _ _ .
MERA5 Galvez. Mérida 2016 Resina amarilla cubierta de
vucatan polvo blanco.
Mercado de Resina semejante a una
SONP1 Sonora, Ciudadde 2017 Piedra suinteriores suavey
M’éxico colores amarillo y rosa.
Mercado de Resina amatrilla cubierta de
SONA1 Sonor&,éi;ggad de 2017 oolvo blanco.
Mercado de _ i _
SONA2 Sonora, Ciudad de 2017 ~ Resina amarilla cubierta de
México polvo blanco.
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9.1.4 Muestras arqueoldgicas
Se estudiaron dos piezas provenientes de dos de las principales culturas

Mesoamericanas:

La primera es un incensario antropomorfo de origen Maya cuya descripcion y

caracteristicas se muestran en la tabla 7.

Tabla 7 Muestras arqueolégicas analizadas. Incensario de Origen Maya -

Champoton, Campeche.

Incensario antropomorfo

Origen Maya- Champoton, Campeche

Descripcién Incensario antropomorfo de 25 cm de
alto, personaje ataviado con piel de
jaguar, sandalias y joyeria azul y roja.

Fecha del muestreo 11 noviembre 2016

Método de muestreo Raspado con navaja de acero
inoxidable del interior y exterior de la
pieza arqueologica.

NUmero de muestras 2

Masa de la muestra Muestra del interior: 3 mg
Raspado exterior: 3 mg
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La segunda muestra proviene de la cultura Mexica o Azteca y consiste en un
material de aspecto resinoso tomado de un hueso perteneciente a un infante. El
infante fue probablemente sacrificado en honor a Tlaloc pues era parte de una

ofrenda a este Dios localizada en Huexotla, Texcoco (tabla 8).

La restauradora Luisa Mainou percibié un olor fragante parecido al del copal al
agregar agua a los huesos, muestreo la resina aparente y la colocé en un porta
objetos, mismo que fue entregado para su andlisis.

Tabla 8 Muestras arqueolégicas analizadas. Ofrenda a Tlaloc, Huexotla, Texcoco.

Estado de México.

Ofrenda a Tlaloc (Resina)

Origen Ofrenda a Tlaloc - Huexotla, Texcoco.
Estado de México

Descripcion Material de aspecto resinoso extraido
de un hueso infantil

Fecha de la muestra Junio del 2017

Método de muestreo Raspado

Numero de muestras 1

Masa de la muestra Resina: 2.6 mg
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9.2 Derivatizacion de las resinas

Para este procedimiento se emplearon muestras de resina de 1 mg. La
derivatizacion consisti6 en la trimetilsililacion de acidos carboxilicos y grupos
hidroxilos. El primer paso de la derivatizacion consiste en la solubilizacién de la
resina en 0.5 mL de piridina, después se trimetilsililé con 0.45 mL de HMDS y 0.3
mL de TMCS. La reaccion se llevé a cabo a 30°C por 60 minutos. Una vez concluido
el proceso se seco el producto. El residuo se disolvié en dietil éter y se filtr6 con un
filtro de membrana de 0.45 um de nylon. Finalmente, las muestras fueron inyectadas
al cromatografo de gases.

Para el andlisis de las muestras arqueoldgicas fue necesaria una etapa de
extraccion asistida con ultrasonido y un solvente adecuado antes de la etapa de

derivatizacion.

9.3 Andlisis por Cromatografia de gases-espectrometria de masas

La caracterizacion quimica de las resinas, ambas frescas y arqueoldgicas, se centrd
en el estudio de sus fracciones diterpénicas. Esta fraccion se escogié debido a la
estabilidad en el tiempo de los diterpenos en contraste con el resto de los
componentes que integran las resinas. Como se mencion0 en las secciones
precedentes estas moléculas pueden ser usadas como marcadores moleculares, y

pueden ser detectadas en materiales arqueoldgicos y artisticos.

10 Resultados y analisis
En total fueron identificadas 17 moléculas en los diferentes perfiles moleculares
correspondientes a las muestras de resinas certificadas y de origen botanico

desconocido, asi como en las muestras comerciales.

Para su identificacion en este trabajo a los acidos diterpénicos se les identificd con
un namero romano, a los aldehidos se les asigno una letra latina y para aquellos

compuestos cuya estructura molecular no fue posible determinar, una letra griega.
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Tabla 9 Tiempo de retencion de las moléculas estudiadas.

Indicador Molécula Tiempo de retencion (min)
a Sandacopimaral 8.949
b Isopimaral 9.936
c Palustrial 10.176
d Levopimaral 10.232
e Dehidroabietal 10.796
f Abietal 11.557
g Pimaral 9.924
| Acido Pimarico OTMS 11.529
I Acido Isopimarico OTMS 12.651
Il Acido Pallstrico OTMS 13.111
\Y Acido Dehidroabiético OTMS 13.753
V Acido Abiético OTMS 14.394
VI Acido Sandacopimarico OTMS 12.371
o - 12.522
B - 18.455
Y - 14.706
o Metilisopimarato 10.477

Los espectros de masas de cada molécula se almacenaron en un banco de datos

especializado, para el estudio de diterpenos.

Para su identificacion se llevo a cabo la comparacion entre los espectros de masas
de acidos diterpénicos presentes en las muestras problema contra los espectros de
estandares de las mismas moléculas de una base de datos que ya se encontraba

presente en el laboratorio.

La identificacién de los aldehidos y del éster encontrado se llevo a cabo empleando
la biblioteca NIST Standard Reference Database 1A NIST/EPA/NIH version 14.
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Tabla 10 Fragmentacién de los espectros de masas de las moléculas encontradas.

Indicador Molécula Fragmentacion (% m/z)
a Sandacopimaral 79, 91, 107, 123, 187, 215, 247,
P 201, 286
. 91, 119, 145, 187, 201, 257, 270,
b Isopimaral 286
: 91, 117, 157, 171, 187, 254, 271,
c Palustrial 286
d Levopimaral 91, 133, 146, 187, 255, 286
. . 91, 105, 117, 185, 209, 255, 241,
e Dehidroabietal 269, 284
¢ Abietal gé,6105, 131, 173, 187, 239, 253,
g Pimaral 91, 105, 119, 187, 257, 270, 286
91, 105, 121, 185, 241, 257, 359,

| Acido Pimarico OTMS 374

I Acido Isopimarico OTMS 129,143, 213, 241,256, 359,374
0 Acido Pallstrico OTMS 185, 213, 239, 241, 359, 374

\Y Acido Dehidroabiético OTMS 197,211, 183, 239, 254, 257, 372
Vv Acido Abiético OTMS 185,213,241,256,359,374
VI Acido Sandacopimérico OTMS 2%2,121’185’ 213,241,257, 359,
o ] 91,121, 159, 187, 241,213, 256
359, 374
91, 121, 135, 148, 213, 239, 256,
B i 359,374
91, 121, 143, 159, 213, 239, 256,
Y ; 293, 374
5 Metilisopimarato 91, 143, 213, 143, 173, 241, 256,
359, 374

Por su parte, a es presumiblemente un isémero conformacional del &cido pimarico
ya que en su espectro de masas se encuentran sefiales que corresponden al
mecanismo de fragmentacion de este acido, asi como sefales en 159, 187, 213y
239 m/z que difieren del &acido piméarico, este hecho apunta a pensar que
corresponde al isdmero con el carbono 18 en posicion a (figura 18) (Azemard, et al.,
2016).

43



2108 3}
14 24120000
12] 25420000
na 7210000
08
04 350,30000
105.10000 20120000
02 ” 18000 TR0 | e | 37430000
0 el ||.|.|||.. .|||||.|.. ulllL, |.I.||I1.|. ..Iul.lu.. ..||||I||.......I||||.. .....|.|||......|||!... L | ..|I. walll, . L )
H
%10 E}}
. 7340000
121.10000 15910000
3 14310000
91.10000 13310000 374.30000
2 10510000 i
1 ‘ | I 18720000 24120000 ‘
21320000
[\ s il |‘.|||.||. u ||| i |||I--|..I- I|l|r. .llll- ‘“I Wl ||I.I...||I| |I.......|.|||.... . ...l.[-. [Eray ..||||. |||. L. . m?lm 33120000 . |||
G0 70 B0 W W0 10 WD 130 14D 150 60 170 130 10 A0 2D 230 230 20 250 M0 X0 0 290 300 30 TN A0 M0 150 W0 WD WD 30 40
Counts vs, Mass-ta-Charga (miz)

Figura 18 Espectros de masas de (a) &cido pimarico y (b) isémero conformacional
del acido pimarico, a.

10.1 Resultados del estudio de muestras certificadas botanicamente
Se caracteriz6 la composicion molecular, distinguiéndose quimicamente cada una
de las resinas certificadas e identificando la mayor cantidad de moléculas posible.

La composicion molecular de las muestras certificadas se resume en la tabla 11.

Tabla 11 Composicion molecular de resinas de Pinaceae certificadas

botanicamente analizadas.

<

Especie/Molécula I
Abies religiosa

Juniperus flaccida

Pinus cembroides

Pinus devoniana

Pinus douglasiana

Pinus edulis

Pinus leiophylla

Pinus lumholtzii

Pinus maximartinezii

Pinus montezumae

Pinus oocarpa

Pinus patula

Pinus pseudoestrobus

LN N N NI NI S I NI AN
ANENENENENENE ARNENENENE SR AR
LANENENENE SARNENE SR JRNE SRS
L ARNENENEANE IRNEANENENENE SR BRN
RNEIEIRNANEARNEIEIRNEIE RN <
x| x| %|%x|%|%|%x|%x|[%|%x|%x|%|%x|x%
x| x| x| S| %|[%x|%x|%x|[%x|%x|%x|x]|x|x [}
x| %% %x|%x|%x|%x|%x|%x|x|x|x [z
x| x|%x|%x|x|%x|%x|%x|[x|%x|%x|x|x|x [
xR %|%|%x|%x|%x|%x|%x|x]|x|x [¥
%% Qx| %|%|%x|%x|%x|x|%x]|x|x [
k(x| x| x| x| x| %x|[%x|%x|x|[%x|%x|x B
x| % |%x|%|%x|%x|%x|%x|[%x|%x|%x|x]|x|x [
x| x| x| %x|<|%|%x|%x]|%x]|x|x [
x| % |%|%x|x|%x|%x|%x|%x|%x|%x|x]|x|x k3
x| x| x| %|%x|%x|%|%x|[%x|%|%|x]|%x|x B

Pinus rudis

x| x| x| %|x|<|%|%x|%x|[%x|%x]|<|%x]|% [
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Con la informacion obtenida acerca del perfil molecular se construy6é una matriz con
el area normalizada de cada pico identificado en el cromatograma. Estos datos
permitieron realizar un analisis de componente principal, empleando una matriz de
correlacion que permitié la mejor separacion de los puntos que representan las

muestras. Los resultados gréaficos se presentan en la figura 16.

Cada uno de los puntos mostrados corresponde a una muestra de resina de
diferente especie. Dichos puntos se distribuyeron en el plano de acuerdo a la mayor

similitud o diferencia en el perfil molecular que representan.

En este caso la reduccion de dimensiones es posible ya que para llegar a un 90.3%
de varianza explicada son necesarios la mitad de los componentes (6) para llegar a

un 99.2% se necesitan 8 componentes. Tabla 12.

Tabla 12 Resumen del analisis de componentes principales de resinas certificadas.

CP Eigenvalor % varianza % varianza acumulada

1 3.82521 31.877 31.877
2 1.7572 14.643 46.520
3 1.57891 13.158 59.678
4 1.38031 11.503 71.181
5 1.23608 10.301 81.482
6 1.05524 8.7937 90.276
7 0.591526 4.9294 95.205
8 0.47993 3.9994 99.205
9 0.0955997 0.79666 99.999
10 7.50E-12 6.25E-11 99.999
11 1.50E-32 1.25E-31 99.999
12 1.58E-33 1.32E-32 100.000
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Figura 19 Distribucidn en el hiperespacio del analisis de componentes principales y loading plot para resinas certificadas.
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En cuanto a la interpretacion de los componentes, se observa que el primer
componente tiene una alta correlacién positiva con las variables b, d, e y f que
representan los compuestos: isopimaral levopimaral, abietal y pimaral,
respectivamente. Esto es especialmente evidente cuando observamos los puntos
que representan a Pinus rudis, Pinus patula y Pinus oocarpa, las tres resinas
muestran un perfil molecular abundante en aldehidos, lo que las separa de las
demas resinas que no los contienen, en especial a la muestra de Pinus rudis que
se aprecia méas lejana, sin embargo las muestras Pinus oocarpa y Pinus patula
contienen una mayor cantidad de 4cidos diterpénicos y menor de aldehidos por lo
gue se encuentran mas cercanas a las demas muestras que no presentan acidos
diterpénicos que se encuentran del lado izquierdo de la gréfica. (Figural9) (Tabla
13).

El segundo componente tiene una correlacion positiva alta con el componente 1l
qgue corresponde al acido palustrico, y negativa con el componente IV, que es el
acido dehidroabiético, asi la presencia o ausencia de estos &cidos diterpénicos
posibilita una mejor separacién de los puntos en el hiperespacio y por lo tanto una

identificacion mas facil del origen botanico de las muestras.

Todas las especies estudiadas muestran un perfil molecular caracteristico y
diferente a las demas muestras, esta caracteristica permitira identificar las resinas

de las que se desconozca su origen botanico.
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Tabla 13. Correlacion componentes-variables del andlisis de componentes principales de resinas certificadas.

Molécula PC1 PC 2 PC 3 PC 4 PC5 PC 6 PC7 PC8 PC9 PC 10 PC 11 PC 12
I -0.167 0.075 -0.434 0517 0.148 -0.682 0.113 0.099 -0.015 1.139E-06 -7.999E-28 -1.180E-28
Il 0.005 -0.384 0.633 0.041 -0.442 -0.060 0.314 0390 -0.016 3.095E-07 -2.173E-28 -3.205E-29
1 -0.101 0821 0.279 -0.006 0.060 0.207 -0.333 0.283 -0.015 1.110E-06 -7.791E-28 -1.149E-28
v -0.373 -0.473 0507 -0434 0.288 -0.187 -0.121 -0.243 -0.001 1.472E-06 -1.034E-27 -1.524E-28
\Y -0.311 0.165 -0.033 -0.009 0.686 0.406 0.486 0.055 -0.019 3.073E-07 -2.157E-28 -3.182E-29
a 0.300 0.610 -0.024 -0.542 -0.284 -0.254 0.281 -0.137 0.024 2.067E-07 2.900E-17 1.710E-17
b 0901 -0.220 0.080 0.269 0.137 0.129 -0.076 -0.030 -0.138 2.371E-07 -2.382E-17 2.563E-17
d 0.952 0.168 0.079 -0.040 -0.065 -0.023 0.095 -0.133 -0.160 3.154E-07 2.248E-17 -2.418E-17
e 0.960 0.052 -0.049 -0.195 0.082 -0.056 0.068 0.042 0.141 3.536E-07 -8.283E-17 -6.663E-18
f 0.895 -0.283 -0.041 0.087 0.249 0.080 -0.081 0.122 0.142 2.761E-07 7.916E-17 1.340E-18
a -0.039 0.251 0438 0.706 -0.253 0.197 0.113 -0.348 0.094 4.386E-07 -3.080E-28 -4.542E-29
o -0.140 -0.288 -0.667 -0.111 -0.474 0.462 0.036 -0.017 -0.004 1.422E-06 -9.980E-28 -1.472E-28
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10.2 Resultados de muestras de resinas de origen desconocido.
Una vez analizadas las resinas certificadas, se estudiaron 22 resinas, también
colectadas por nuestro equipo in situ en cada arbol, cuyo origen botanico se

desconocia. La composicion molecular de estas resinas se resume en la tabla 14.

Para sugerir un origen botanico de estas muestras, su descripcion se agrego
individualmente a la matriz de muestras de origen botanico conocido, llevando a

cabo un analisis de componentes principales (Tabla 14).

Tabla 14 Composicién molecular de resinas de origen botanico desconocido.

Muestra/Molécula | Il Il IV V VI a b ¢ d e f g « B Y &
Pino 1 x v vV VvV VvV x x x x x x x « vV x x 4
Pino 2 x v vV VvV ¥V x x x x X X X 4« X x X 4
Pino 3 v v v YV Y x o x x x x x x o v vV x
Pino 4 v v v vV YV x x x x x x x o ¥V VvV x 4
Pino 5 v Vv vV VYV YV x x x x x x x o ¥V x x 4
Pino 6 x v v VvV ¥V x x x x x x x « VvV x x
Pino 7 v Vv vV vV vV x x x x x x x o ¥V VvV x 4
Pino 8 x v vV VvV vV x x x x x x x 4 x x Vv g
Pino 9 x x x x Vv x x x x x x VvV 4 x x x 4
Pino 10 x v v vV ¥V x x x x x x x 4 ¥V x x
Pino 11 x x v VvV ¥V x x x x X X X 4 X %X X
Pino 12 v Vv vV VYV YV x x x x x x x o ¥V x x 4
Pino 13 v Vv vV vV vV x x x x x x x o ¥V VvV x 4
Pino 14 v Vv vV YV YV x x x x x x x o ¥V x x 4
Pino 15 v Vv vV vV vV x x x x x x x o VvV VvV x 4
Pino 16 v Vv vV vV vV x x x x x x x o VvV VvV x 4
Pino 17 x v v VvV VvV x x x x x x x 4 ¥V x x
Pino 18 v Vv vV vV vV x x x x x x x o ¥V VvV x 4
Pino 19 v Vv vV vV vV x x x x x x x o ¥V VvV x 4
Pino 20 x x v VvV x x x x x x x x o vV ¥V x 4
Pino 21 x v v vV VvV x x x x x x x o« vV x x
Pino 22 x v v v VvV x x x x x x x . ¥V x x
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Asi mismo se realizaron graficas de los primeros dos componentes con cada una

de las muestras (figura 20).

*P. pseudoestrobus

. .
P. devoniana

Fino W,Z'P. montezumae

P IUﬁZ.ino 16
ino *P, lumholtzii . patula

*P. leiophyll
Juniperus flaccidas <8, embroides

Componente 2
(=]

. R
P.maximartinezii

*Abies religiosa

*P. edulis

*p. douglasiana

-6.0 -45 -30 -1.5 0.0 15 30 45 6.0
Componente 1

Figura 20 Distribucion en el hiperespacio de muestras de resinas identificadas como

Pinus montezumae por medio del analisis de componentes principales.

El origen botanico de las muestras de pino 7, 12, 16, 17 y 18 se puede establecer
como Pinus montezumae, lo que coincide con el hecho de que esta especie de pino

ha sido ampliamente utilizada para la extraccion de resina desde la época

prehispéanica.

A continuacion, se muestran los cromatogramas (figura 21) del perfil molecular de
aguellas muestras de origen botanico desconocido que coinciden con el perfil de

Pinus montezumae.
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Figura 21 Muestras cuya composicién sugiere como origen Pinus Montezumae (a)
pino 12, (b) pino 16, (c) pino 17, (d) pino 18, (e) pino 2.

En los arboles con este perfil molecular el (111) &cido paldstrico, (V) acido abiético y
el isdbmero conformacional del &cido pimarico (a) son los componentes mas
importantes por su mayor presencia en las muestras, mientras que el resto de los

diterpenos encontrados son de abundancia variable.

La composicién a nivel molecular, rica en abietanos le proporciona a estas resinas
la capacidad de volverse relativamente solida con una superficie dura (Langenheim,
2003).

También se trazo el origen de algunas muestras a algunas especies de pino que no
presentan esta caracteristica, tal es el caso de las muestras 19 y 20 (figuras 22 y
23), que se identificaron como Pinus pseudoestrobus y Pinus lumholtzii

respectivamente.
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Figura 22 Distribucién en el hiperespacio de la muestra 19 y muestras certificadas

del andlisis de componentes principales.

108

74
| d v
14
A

& 7 B s 1 11 12 13 14 15 16 17 18 18 21 2
Counts vs. Acguisition Time (min)

Figura 23 Cromatograma de la muestra pino 19.

En las muestras de Pinus pseudoestrobus, los diterpenos de mayor importancia
para la identificacion de esta especie son: el abietano acido palustrico (lll) y el

pimarano acido isopimarico (ll). (Figura 24 y 25).
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La presencia de estos compuestos en el perfil encontrado es determinante para su

identificacion, mas alla de la presencia de los demas marcadores.
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Figura 24 Cromatograma de Pinus pseudoestrobus
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Figura 25 Distribucion en el hiperespacio de la muestra 20 y de las muestras

certificadas en el analisis de componentes principales.
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Figura 26 Cromatograma de la muestra de pino 20, origen botanico P. lumholtzii

La muestra 20 cuya composicion fue correlacionada con Pinus lumholtzii se
caracterizé por la presencia de dos diterpenos con esqueleto abietano Unicamente;
el acido paluastrico (Ill) y el dehidroabiético (IV), a diferencia de otras especies de

pino, no se encontraron otros marcadores en su composicién molecular (figura 26).

Para la muestra 22 se sugirié un origen en una especie de Pinaceae con género

diferente, Abies religiosa. (Figura 27).
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Figura 27 Distribucién en el hiperespacio de la muestra identificada como Abies

religiosa por medio del andlisis de componentes principales.
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Figura 28 Cromatograma de la muestra 22.
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Las muestras de resina de origen desconocido cuyo perfil molecular es distinto al
perfil de las resinas de origen certificado de la base de datos, se muestran en la

figura 26. Para ellas solo fue posible descartar su origen botanico.

%, ooca rpa

i ~ Bhino12
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Pino 5 Dhino 12 &, patula

Pinopz‘.%o 1) g devoniana
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Pino 1T

o o

Componente 2
o

CPino 14
*. douglasiana

®abies religiosa
. edulis

Pino 9

P.maximartinezi®
ﬂunlperus flaccida

®. cembroides

Componente 1

Figura 29 Distribucion en el hiperespacio de muestras cuyo origen botanico solo fue

posible descartar. Analisis de componentes principales.

10.3 Resultados del estudio de muestras comerciales

De las 72 muestras de copal adquiridas en diversos mercados y establecimientos
del pais, 21 exhibieron marcadores diterpénicos en su perfil molecular. En la
mayoria de estos casos la resina fue adquirida como liquidambar (Liquidambar), en
otros casos fue adquirida como copal amarillo, “de segunda” e incluso como “copal

sintético”.

El analisis cromatografico confirmé sin lugar a dudas el origen de estas resinas
como resinas de pino de diferentes especies y permitié descartar origenes tales
como Bursera y de Liguidambar o styrax (Styraceae) de donde se extraen el
liquiddmbar y el estoraque respectivamente.
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La tabla 15 se resume la composicion de cada una de las resinas de pino

estudiadas.

Tabla 15 Especies identificadas en las muestras comerciales

Especie Nombre de la muestra

Abies religiosa ColL2
Juniperus flaccida TuxAl, TuxA3
Pinus douglasiana MerAl, MilB2

Pinus maximartinezii MilAl, OaxC3
Pinus edulis TuxA2
Pinus devoniana SonAl
Pinus montezumae SonP1
Pinus pseudoestrobus MilA2

De la misma manera que con las muestras de resina de pino colectadas in situ, se
elaboraron matrices para realizar el analisis de componentes principales empleando
el &rea normalizada de cada pico identificado en los cromatogramas de las muestras

de pino certificadas y cada una de las muestras comerciales estudiadas.

Con este procedimiento se pudo sugerir un origen botanico para 11 de las muestras

comerciales, estas resultaron pertenecer a 8 especies distintas. (Tabla 16).
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Tabla 16 Moléculas encontradas en muestras comerciales de resina de pino. Asignacion de Compuestos: (1) Ac. Pimarico,
(I) Ac. Isopimarico, (lll) Ac. PalGstrico, (IV) Ac. Dehidroabiético, (V) Ac. Abiético, (VI) Ac. Sandacopmarico, (a)
Sandacopimaral, (b) Isopimaral, (c) Palustrial, (d) Levopimaral, (e) Dehidroabietal, (f) Abietal, (g) Pimaral; (a), (8) y (y) son

compuestos diterpénicos no identificados.

Muestra/Molécula I I VI g B Y

CamlL1
ColL2
MerAl
MerA2
MerA3
MerA4
MerA5
MilA1
MilA2
MilB2
MixA1l
OaxC3
SonAl
SonA2
SonP1
TolAl
TuxAl
TuxA2
TuxA3
TuxA4
TuxAb

<
o

LIRNENENENANEIRNENENANANEIRNEIRNENENANANES —
AN EARNEIRNENENENANENENEIRANENENENENENENEN
ANENEIRNESRNENENENENENENENANENENENENENENEN
ANENEIRNESRNENENENENENENENANENENENENENENAN
ASEEIRSEIRNANANANEIANEIR IR NENENENENENANRN <
NENEIRNE I RN A RN IR AR AN ARNE IR NENENE R 2R
R *| x| x| x| x| %|%|%|%x]|x|x]|x|<|<|*]x]x]|x[Y
%% %% %[ %%/ <|%|%|[%|%x[%[%|[<[<[%|%|[%]|x
w %% x| %% x[<|[%|[%|[%x|%x|[%x|[x|[<[<|[%]|%|x|x]|x][g
% %% %% %[%x[%|[%|[%x|[%x|%x|[%x[%x|[%x][<|%|%x|%x|x]|x [l
R ® % %% x| x|%|%|%]|%x]|x]|<|x]|x]|x]|x]|x|x[]
%% (%[ %[ %[%[%[%[%[%[%|[%[%[%[%[%|[%[%x]%x|x|x}m
i x| x[f|%|%][%|[x|[<|%|%|%|[%x|x|x|x|<|x[s
(%% (%[ %[ %[ %[<|[%[%[<|%[%[%[%[%x|[%][%x]%][%]<
%% % (%[ %[%[%[%[%|[%[%|[%[%[%[%[%x|[%|[%|[%|[%|x
%% % (%[ %[%[%[%[%[%[%x|[%|[%x[%|[%|[%x|%x|%x|%x|x|x][e

R ® %] %] %] %] %] %] %] %|%|%|%|%|x|%|x|x|x|x
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La correlacion entre la especie y el perfil molecular de las muestras fue establecida

utiizando el PCA, para ello se graficaron los resultados de los analisis de

componente principal de cada una de ellas.

En las muestras identificadas como Abies religiosa, la presencia de los acidos

abiético (V) y dehidroabiético (IV), la intensidad de la sefial y su proporcion en la

composicién molecular fue de una gran importancia para sugerir un origen botanico.

Otras sefiales pertenecientes a los acidos pimarico (l), isopimérico (I) y palustrico

(1), también estan presentes, sin embargo, en mucha menor cantidad en relacion

a estos abietanos (figura 31), tal es el caso de la muestra ColL2 proveniente de

Colima (figura 30).
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Figura 30 Distribucién en el hiperespacio de la muestra ColL2

59

6.0




1l
0.8

0.6 Y
0.4

024 I

11 12 13 14 15 1% 1/ 18 19 20 AN
Counts vs. Acguisition Time (min)

-]

_
oo
-

Figura 31 Cromatograma de ColL2

Encontrar muestras comerciales provenientes de Abies no es de sorprenderse, ya
que en las mismas zonas del pais donde se encuentran los bosques de coniferas,
los pinares no constituyen el Unico tipo de vegetacion, como se menciono antes los
pinares compiten con bosques de Quercus, y en ocasiones con los bosques de
Abies, Juniperus, Alnus y algunas otras comunidades vegetales (figura 32)
(Rzedowsky, 2006). Histéricamente la resina del azoOyatl, “abeto mexicano”, se
empleaba como medicamento, tanto la resina como un aceite que sale “de unas
vejiguillas” que hay en el tronco (Martinez-Cortés, 1970). Este arbol que es conocido
como oyamel o pinabete tiene en su tronco, cuando es joven, vejigas con resina

llamada trementina de abeto.

También se analizaron otras muestras cuyo origen botanico se pudo correlacionar
con una conifera diferente a los pinos, tal es el caso de las muestras provenientes
de Tuxtla Gutiérrez, TuxAl y TuxA3 (figura 33) que se identificaron como Juniperus
flaccida, popularmente conocido como Tascate (Comision Nacional para el

Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, 2012).
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Figura 33 Distribucion en el hiperespacio de las muestras comerciales TuxAl y
TuxA3.

Las muestras de esta especie se caracterizan por la presencia de un tnico marcador
molecular, el acido pimarico (l) (figura 34). Este hecho se ve reflejado en las
caracteristicas fisicas de estas resinas, ya que presentan un color muy diferente al
resto de las resinas estudiadas, la mayoria de las resinas presentan colores de
amarillo a naranja, mientras que en las resinas de origen Juniperus flaccida, poseen

un color verde o café.
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Figura 34 Cromatogramas de las muestras (a) TuxAly (b) TuxA3.

Por otro lado, se identificaron dos muestras de Pinus douglasiana provenientes de
dos regiones diferentes de la republica: Mérida y Ciudad de México (MerAl y MilB2),
figura 35, esto es sorprendente ya que hasta ahora no se contaba con registros que

indicaran que la resina de esta especie es aprovechada.
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Figura 35 Distribucion en el hiperespacio de las muestras comerciales identificadas
como Pinus douglasiana

En este caso, la composicion de esta especie se caracteriza por dos sefiales
importantes correspondientes al acido dehidroabiético (IV) y al acido isopimarico (1)
por encima de otros diterpenos como el &cido pimarico (1), palastrico (Ill) y el &cido
sandacopimarico (VI), figura 36.
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Figura 36 Cromatograma de MilB2, identificado como Pinus douglasiana.

Otro caso en el que se identificd una muestra comercial como una especie que no
es tradicionalmente resinada, segun los registros, es el caso de la muestras
provenientes de Oaxaca, OaxC3, y la Ciudad de México, MilAl, que se

correlacionaron con la especie Pinus maximartinezii, figura 37.
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Figura 37 Distribucion en el hiperespacio de las muestras MilAl y OaxC3

identificadas como Pinus maximartinezii.
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En este caso la especie se caracteriza porque la sefial correspondiente al &cido
dehidroabiético (IV) se encuentra en mayor proporcion en el perfil molecular,
seguida por el acido pimarico (1), y de otros marcadores como los acidos isopimarico
(I y palustrico (I) cuya sefal es menor, no obstante, las sefiales correspondientes

a estos ultimos se presentan en proporciones similares entre ellos, figura 38.
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Figura 38 Cromatogramas de las muestras identificadas como Pinus maximartinezii.
(a) OaxCs3, (b) MilA1.

La quinta especie identificada entre las muestras comerciales fue Pinus edulis,
figura 39, anteriormente no se tenia registro de la explotacion comercial de la resina
de esta especie de pino. En este caso la muestra se colecté en Tuxtla Gutiérrez,

Chiapas.
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Figura 39 Distribucion en el hiperespacio de la muestra TuxA2 identificada como
Pinus edulis.

En los cromatogramas de las muestras de esta especie se puede apreciar que la
sefal del acido dehidroabiético (IV) predomina en la composicién del perfil molecular
de la resina, las sefales del resto de los acidos diterpénicos que se encuentran en
la muestra tales como el acido pimarico (I) y su isémero conformacional (a), el &cido
isopimarico (Il), el &cido palustrico (lIl), el &cido abiético (V) y el &cido piméarico (VI)
se encuentran en similar magnitud, figura 40.
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De las muestras obtenidas en la Ciudad de México, SonAl se identific6 como Pinus
devoniana, figura 41, que tampoco era una especie conocida por ser explotada por

su resina.
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Figura 41 Distribucion en el hiperespacio de SonAl.

A diferencia de los perfiles estudiados anteriormente, en las muestras de P. edulis,
los abietanos predominan la composicién de la resina de esta especie; donde el
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acido palustrico (111) y el &cido abiético (V) son los diterpenos de mayor importancia

para su identificacion debido a las altas proporciones de sus sefiales en

comparacion con las de los demas acidos presentes en la resina, figura 42.
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También fueron encontradas muestras de especies que se conocen por ser arboles

frecuentemente resinados, este es el caso de la muestra MilA2 identificada como

Pinus pseudoestrobus mediante PCA y la gréfica del mismo, figura 43.
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Figura 43 Distribucién en el hiperespacio de MilA2.

Los acidos palustrico (lll) y dehidroabiético (IV) son los Gnicos presentes en esta

muestra (figura 44), las proporciones en el perfil molecular en las que se encuentran

estas moléculas es lo que la situan en laregion de la grafica de PCA que lo identifica

como Pinus pseudoestrobus.
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Figura 44 Cromatograma de MilA2
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La ultima muestra para la que se pudo sugerir un origen botanico fue la muestra
SonP1l, identificada como Pinus montezumae, figura 45, otra de las especies

conocidas por ser explotada por su resina.
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Figura 45 Distribucion en el hiperespacio de SonP1

Al igual que en las muestras colectadas in situ, la muestra comercial exhibe una alta
concentracion de los é&cidos palustrico (lll), dehidroabiético (IV) y el isbmero
conformacional del acido pimarico cuando se le compara con otros marcadores

también identificados, figura 46.
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Finalmente, en la figura 47 se graficaron las 10 muestras comerciales para las
cuales no se pudo sugerir un origen botanico. De estas muestras, 7 provienen del
sureste del pais (Campeche, Mérida y Tuxtla Gutiérrex), mientras que las otras

provienen del centro del pais.
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Figura 47 Distribucion en el hiperespacio de las muestras de especies
desconocidas.
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10.4 Resultados del estudio de muestras arqueolégicas
Las muestras obtenidas de piezas arqueologicas fueron estudiadas por medio de

un protocolo apropiado de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas.

10.4.1 Incensario antropomorfo Maya

De acuerdo a diversos estudios paleoetnobotanicos existe una larga historia de los
usos espirituales y utilitarios de pinos en la zona Maya, que incluyen la construccion,
el aprovechamiento de lefia y la elaboracion de rituales. De acuerdo a varios
autores, se quemaba la resina de pino como incienso, algunas veces mezclado con
copal [ (Lentz, et al., 2005), (Morehart, et al., 2005), (Morehart & Helmke, 2008),
(Dussol, et al., 2016)].

Por esta razon se planted la hipétesis de que el contenido del incensario podria ser
una resina de Pinaceae. Para su estudio se tomaron muestras del interior,
especificamente del fondo del incensario y del exterior de un escurrimiento en la

pared esperando encontrar marcadores moleculares tipicos de las resinas de pino.
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Figura 48 Cromatograma de la muestra tomada del fondo de la pieza.
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El analisis cromatogréfico de la muestra tomada del interior de la pieza arroj6 el
cromatograma mostrado en la figura 48. A partir de él fue posible la identificacion
de tres moléculas, todas ellas ésteres triterpénicos, estas moléculas han sido

encontradas en plantas de la familia Moraceae (Fingolo, et al., 2013).

Tabla 17 Moléculas encontradas en la muestra tomada en el interior del incensario.

Indicador Tlerr_]po de_ Molécula Fragmentacién (m/z)
retencion (min)
a 36.67 Acetato de f—amirin 189, 203, 218, 468
b 36.84 Acetato de a—amirin 189, 203, 218, 408, 468
C 37.31 Acetato de lupeol 189, 204, 408, 468

Los triterpenos encontrados tienen esqueletos de oleananos y ursanos, estos se
caracterizan por un pico base en 218 m/z. La diferenciacion entre a y B-amirin se
encuentra en las intensidades de los picos en 189 y 203 m/z (tabla 17) (Fingolo, et
al., 2013).

El andlisis del raspado del exterior de la pieza muestra un cromatograma con un
namero mayor de sefiales correspondientes a igual nimero de compuestos

quimicos, figura 46.

Esto se esperaba pues se supone que las moléculas del fondo del incensario se
encuentran mucho mas degradadas por haber estado en contacto directo con la
fuente de calor al que el objeto fue probablemente sometido.

Es sabido que el calor provoca la degradacién de las moléculas organicas

favoreciendo procesos de oxidacion.
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Figura 49 Cromatograma de la muestra tomada del exterior de la Pieza 8

En esta muestra se encuentran una gran cantidad de moléculas triterpénicas,

particularmente esteres triterpénicos de cadena larga (tabla 18).
Tabla 18 Moléculas encontradas en la muestra del exterior del Incensario

Tiempo de

Indicador retencion Molécula Fragmentacion (m/z)

(min)

d 36.07 B-amirona 189, 203, 205, 218, 409,
424

e 36.28 Decanoato de B—amirin 189, 203, 218, 409, 580

b 36.78 Acetato de a—amirin 189, 203, 218, 408, 468
175, 189, 203, 218, 408,

f 37.06 Lupeol 483

g 40.03 Octanoato de a—amirin 189, 203, 218, 552
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R1 R>2 R3

H CHs CHsCO Acetato de a-amirin
CHs H CHsCO Acetato de pB-amirin

H CHs C7H15CO Octanoato de a-amirin

CHs H CoH19CO  Decanoato de B-amirin

Acetato de lupeol

B-amirona

Lupeol-TMS

Figura 50 Estructura de las moléculas encontradas en las muestras tomadas en el

incensario.
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Los estéres triterpénicos encontrados tanto en el exterior como en el interior de la
pieza arrojan un perfil molecular que coincide con el encontrado en plantas de la

familia Moraceae (Fingolo, et al., 2013).

Como se detalla en la seccién 9.1.4 de este documento esta pieza arqueoldgica

proviene de Champoton.

Champotdn se ubica en el estado de Campeche. Actualmente es la cabecera del
municipio del mismo nombre y se encuentra situado en la parte oeste de la
peninsula de Yucatan en el litoral del Golfo de México, sobre la margen del sur del
rio Champotén (Gémez Coba, 2006).

Los tipos de vegetacidon que existen en el municipio son la selva alta perenifoliay la
selva mediana subperenifolia en los que se distinguen el tular y el manglar,
pastizales inducidos y sabanas. En la costa se desarrolla el tular y el manglar,

debido a las tierras pantanosas del lugar.

Dos plantas de la familia Moraceae se encuentran presentes en estos ecosistemas:
el Ramon (Brosimum alicastrum), y el amate (Ficus spp.) (Rzedowsky, 2006)
(Martinez & Galindo-Leal, 2002) (Gémez Cob4a, 2006).

Los estados con el mayor numero de especies de Moraceae estan localizados en el
sureste del pais (figura 52) (Serrato, et al., 2004). En el norte de Campeche se cita
el bosque de Vitex con bosques de Ficus spp., Brosimum alicastum ente otras

especies (Rzedowsky, 2006).

En México han sido reconocidas 22 especies de Ficus; a nivel de subgénero,
Pharmacosycea y Urostigma incluyen cinco y 17 especies, respectivamente (lbarra-
Manriquez, et al., 2012). Distribuidas en todo el pais en patrones muy diversos,

algunas muy restringidas y otras distribuidas en mas de 20 estados.
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Figura 52 Distribucion del género Ficus en México
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Por otra parte, la planta conocida como Ramon, figura 53, (Brosimum alicastrum)
originaria de Mesoameérica y el Caribe, ha sido usada con fines terapéuticos
tradicionalmente e incluso de tipo ritual. (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009). La semilla tostada y molida se usa como un sustituto de café sin

cafeina.

Bien hervida y molida, se usa como masa para hacer tortilla. De acuerdo con Dennis
E. Puleston, el maiz y el ramon fueron posiblemente las principales fuentes de
alimento para los mayas del periodo clasico. Los mayas reconocieron el valor de las
plantas como el ramén, apreciaron que su semilla es mucho mas nutritiva, sus
cosechas son mas productivas y resistentes a las sequias o inundaciones que el

maiz y otras cosechas anuales (Meiners, et al., 2009).

Al latex y a la corteza se le atribuyen propiedades medicinales y su madera es

utilizada para multiples fines como la elaboracion de muebles y artesanias.

Figura 53 Brosium alicastrum (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009).

El bosque tropical perennifolio de Brosium se extiende desde el sureste de San Luis
Potosi, a lo largo de la vertiente del Golfo de México, hasta Tabasco y Chiapas vy,
como en el caso anterior, penetra mas al sur hacia América Central. También ocupa
partes de la peninsula de Yucatan, sobre todo en las superficies pertenecientes a
Campeche (donde ocupan amplias areas al sur de Champotén) y Quintana Roo
(figura 54). Es solo en la peninsula de Yucatan donde se encuentran aun en pie mas
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amplias superficies cubiertas por masas forestales dominadas por esta especie.
Méas aun se correlaciona la existencia de “ramonales” en Campeche con la

presencia de sitios arqueolégicos mayas (Rzedowsky, 2006).

Figura 54 Distribucion geografica de Brosimum alicastrum en México (Rzedowsky,
2006)

Por lo anteriormente expuesto, resulta indispensable conducir analisis que permitan
caracterizar el perfil molecular de las resinas y/o latex de las especies endémicas
de la regién de Campeche, con particular hincapié en Brosimum alicastrum y en

algunas especies de Ficus.

Por ello la estrategia que se sugiere para encontrar el origen botanico del material
presente en el incensario consistird explorar la flora nativa del lugar, analizar las
resinas de especies que se encuentren cercanas al sitio arqueoldgico, para

posteriormente comparar los perfiles moleculares de ambos materiales.
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10.4.2 Muestra obtenida de ofrenda a Tlaloc
La muestra corresponde a un material de aspecto resinoso recobrado de los huesos
de un infante encontrado entre los elementos de una ofrenda a Tlaloc en Huexotla,

municipio de Texcoco en el Estado de México.

El cromatograma obtenido de esta muestra es el presentado en la figura 55.
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Figura 55 Cromatograma de la muestra ofrenda a Tlaloc

Contrariamente a lo esperado, no se encontraron marcadores moleculares tipicos
de resinas ya sean diterpénicas, triterpénicas o fendlicas. En cambio en esta
muestra, se encontraron acidos carboxilicos y alcanos de cadena larga (Tabla 19)
este tipo de perfil excluye la presencia de alguna resina, y podria indicar la presencia
de algun aceite o cera. Estas moléculas se encuentran comiunmente en muestras
de ceras o aceites de origen animal o vegetal (Colombini & Modugno, 2009)
(Colombini, et al., 2005) (Evershed, et al., 2002), sin embargo, el perfil molecular no

contiene suficientes marcadores para sugerir un origen.
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Tabla 19 Moléculas encontradas en el perfil de la muestra de la ofrenda a Tlaloc

Tiempo
Indicador de Fragmentaciéon (m/z)
retencion
| 17.32  22A-rimeti-1,3-pentadienol 5 79 g3 177 943
diisobutirato
. . 43,57, 73, 85, 97,
1 22.44 Acido hexadecanoico 213, 281
. . 43,57, 73, 129, 185,
1 24.82 Acido octadecanoico 241, 284
v 2833 4-etil-fenol-2,2- 57, 163, 175, 191,
' metilembis[6(1,1-dimetiletil)] 312, 368
) ) 57,71, 85,97, 111,
V 30.35 3,5,24-trimetiltetracontano 127, 206, 239
o 43, 71, 85, 99, 113,
VI 32.14 7-hexil eicosano 127, 197, 281

La identificacion de las moléculas presentes se llevo a cabo empleando la NIST.

En contextos arqueoldgicos, los lipidos experimentan modificaciones importantes
respecto a su composicion original como consecuencia de reacciones de
degradacion. La hidrdlisis de los triglicéridos es un proceso comun que lleva a la
formacién de &cidos grasos libres. Los mono- y diglicéridos, se producen por
hidrolisis parciales, que pueden sobrevivir en muestras arqueolégicas. Los acidos
grasos insaturados y especialmente los poliinsaturados experimentan procesos de
oxidacion localizados en los dobles enlaces via reacciones de radicales donde se
incluye oxigeno en la cadena. Sin embargo, de acuerdo a la literatura, raramente
han sido detectados debido a su alta solubilidad en agua que facilita la lixiviacion
una vez que son enterrados. (Colombini, et al., 2005)

Considerando también, la similitud en la composicion de aceites vegetales y la
posibilidad de mezclas, los aceites degradados exhiben perfiles moleculares que
impiden la identificacién de la fuente botanica del material, debido a que el nimero
de acidos (2) y alcanos (2) identificados no son suficientes para la determinar la

fuente botanica del material arqueoldgico.
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Por lo anterior serd necesario un mayor numero de andlisis y experimentacion, que
incluya protocolos de pretratamiento con hidrélisis de la muestra con el fin de
obtener un mayor nimero de especies quimicas para obtener un perfil molecular

mas completo que permita apuntar hacia algun origen boténico.

10.5 Cuantificacion, curva de calibracion.
Se realizaron las curvas de calibracion y se calcularon los limites de deteccién
(LOD) y cuantificacion (LOQ), asi como el intervalo de linealidad del estandar

disponible de acido abiético, los resultados se presentan en la tabla 20.

El limite de deteccion (LOD S/N=3/1) y el limite de cuantificacion (LOQ=10/1) fueron
menores a 0.15 y 0.50 mg respectivamente.

Tabla 20 Informacion estadistica de las curvas de calibracion.

Intervalo
Estandar de LOD LOQ Correlacion Ecuacion
diterpénico linealidad (mg/mL) (mg/mL)
(mg/mL)
Acido Y=6154816.70-
abiético 0.1-1.3 0.150 0.50 0.9901 917372.96
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11 Conclusiones

Este trabajo centrado en el estudio del perfil molecular de resinas diterpénicas,
permitié establecer protocolos eficaces de analisis de cromatografia de gases para
el estudio de marcadores moleculares diterpénicos, con el fin de realizar estudios
globales en muestras de patrimonio cultural, y para el estudio de resinas puras.

A traves de los protocolos desarrollados se analizaron muestras de resinas de pinos
certificadas botanicamente, lo cual permitié detallar la composicion molecular de las
15 especies estudiadas, es la primera vez que se realiza un analisis en el que se
estudia detalladaente el perfil molecular de resinas de tantas especies de Pinaceae

en México.

Este tipo de estudio posibilitara la identificacion de especies de pinos de las que

provienen las resinas que se comercializan en el pais.

Asimismo, permitio inferir el origen botanico de muestras de origen desconocido por
medio de GC-MS y comprando el perfil molecular de las muestras desconocidas
con aquel de muestras de origen botanico conocido que fueron colectadas como

parte de este trabajo.

Las muestras de origen desconocido fueron obtenidas de dos maneras: por
resinacion in situ y también fueron de origen comercial. En ellas se detectaron los
marcadores y perfiles moleculares caracteristicos de varias de las diferentes
especies de Pinaceas estudiadas tales como Pinus montezumae, pseudoestrobus,

lumholtzii y Abies religiosa.

Los analisis estadisticos (PCA) permitieron proponer un origen botanico para 11 de
las 21 resinas comerciales de pino que adquirieron en el centro y sur este de México,
esta aproximacion permiti6 también establecer el origen 8 de las 22 resinas

muestreadas directamente de los arboles.

Se espera que en un futuro para demostrar que esta asignacién de la especie es
correcta se pueda realizar un andlisis linear discriminante (LDA). Este tipo de
analisis requiere obtener un mayor nimero de muestras de resina de cada especie

de arbol estudiada.
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Uno de los resultados mas trascendentes de esta investigacion, radica en el
hallazgo de muestras de resinas comerciales provenientes de especies que no
habian sido reportadas hasta ahora como resinadas, tales como Pinus
maximartinezzi, P. devoniana, Pinus edulis y P. douglasina sin duda la gran
diversidad ecoldgica de nuestro pais ha posibilitado la explotacion de un gran

namero de especies de plantas.

Otro resultado inesperado consistio en el hallazgo de un copal de tipo piedra
(SonP1) que contuvo claramente marcadores de resinas diterpénicas poniendo de
manifiesto la diversidad de origenes botanicos que puede tener un material con una
misma denominacion, pues ya Vazquez y Lucero detectaron marcadores

triterpénicos en otros copales tipo piedra.

En cuanto al copal “sintético” se establecio que esta denominacion es errénea pues
esta compuesto por moléculas diterpénicas de origen natural. Probablemente el

término sintético deriva del método para su obtencién.

Este trabajo también permitié confirmar quimicamente la explotacion comercial de
las resinas de 2 especies que han sido reportadas como resinadas de manera

tradicional: Pinus pseudoestrobus y Pinus montezumae.

Tomando en cuenta la diversidad de pinos que existe en el pais, existe aun la
necesidad de caracterizar el perfil molecular de una mayor cantidad de especies de
pinos y de ejemplares de los mismos para poder construir un modelo quimiométrico

de discriminacion mucho mas poderoso.

Una investigacion asi se encuentra fuera de los alcances y posibilidades de una
tesis de licenciatura, debido al tiempo que consumiria la colecta y el analisis de esa
cantidad de muestras, sin embargo, no se descarta la posibilidad de continuar este

trabajo en el futuro.

En cuanto al estudio de piezas argqueoldgicas abordadas en este trabajo, cabe
resaltar la ausencia de diterpenos en los extractos obtenidos a partir de ellas.
Contrasta con este hecho la evidencia etnografica e histérica del uso de resinas de

pino en la época prehispanica tanto de la cultura Maya como en la Azteca.
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Como se mencion6 antes otras investigaciones han documentado la presencia de
compuestos diterpénicos en muestras arqueolégicas provenientes de Teotihuacan.
Asi el presente trabajo permite contrastar el uso que se di6 a las mismas en otros

momentos historicos y entre otros grupos culturales.

Para descartar definitivamente el uso de resinas diterpénicas entre Mayas y Aztecas
son necesarios aun muchos estudios, que abarquen un nimero mucho mayor de

piezas arqueoldgicas en diferentes contextos.

Por otro lado, el estudio de la pieza de Champotén, en la que se encontraron ésteres
triterpénicos que se presentan tradicionalmente en plantas de la familia Moraceae,
abre una ventana de posibilidades y apunta hacia la necesidad de estudiar
detalladamente el perfil molecular de latex provenientes de arboles de Brosimum
alicastrum y de Ficus, que son parte de la flora tipica encontrada en la peninsula

yucateca.

Como se expuso en la introduccion del presente trabajo existen muchas preguntas
aun sin resolver con respecto a la explotacion de recursos naturales en la época
prehispanica y en la época contemporanea y es posible que este trabajo oriente
investigaciones futuras en la busqueda del perfil molecular de las especies

Brosimum alicastrum y Ficus spp. en objetos arqueoldgicos.

El estudio de la muestra de material proveniente de la ofrenda a Tlaloc permitié
descartar que se trata de una resina de cualquier tipo, ya que su composicién
molecular contiene acidos carboxilicos y alcanos que apuntan al uso de algun aceite

y/o cera que permanece sin identificar.

Otro de los resultados mas trascendentes de esta investigacion lo constituye el
hecho de que el protocolo global GC-MS desarrollado, prob6 ser eficiente para el
analisis no solo de materiales resinosos sino también de materiales de naturalezas

diferentes.

Esta capacidad es invaluable en el caso de muestras de patrimonio cultural, ya que

como se observO en el presente trabajo las hipétesis de arquedlogos,
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conservadores e historiadores sobre la naturaleza de los materiales de patrimonio

pueden estar muy alejadas de la realidad.

De esta manera, para obtener mayor informacién acerca de la naturaleza de la
muestra de la ofrenda Azteca a Tlaloc, se requiere realizar mas experimentos, con
protocolos que vayan enfocados especificamente al estudio de aceites y ceras. Esto
permitird obtener un perfil molecular mas completo del material, y posibilitara sugerir
un origen taxonodmico, que esperamos, permitird llenar las lagunas en el
conocimiento que se tienen acerca del aprovechamiento y los usos atribuidos a los
recursos naturales por parte de las antiguas culturas mesoamericanas y los grupos

de pobladores nativos que aun se encuentran presentes en México.
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13 Anexos
13.1 Anexo 1

13.1.1 Espectros de Masas de las moléculas encontradas en las muestras de resina

de pino
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13.2 Anexo 2

13.2.1 Cromatogramas obtenidos de resinas de pinos certificados botanicamente
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13.2.2 Cromatogramas obtenidos de resinas de pinos de muestras de origen

botanico desconocido
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13.2.3 Cromatogramas de resinas de origen comercial
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13.3 Anexo 3
An analytical strategy based on Fourier transform infrared

spectroscopy, principal component analysis and linear
discriminant analysis to suggest the botanical origin of resins

from Bursera. Application to archaeological Aztec Samples.

C. Pifia-Torres?, S. Nieto?, L. Bucio?, I. Belio®, R. Vega®, C. Mathe*, C. Vieillescazes*,

P. Lucero-Gomez".
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