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|. Resumen

Se desarrollé un método para analizar 12 muestras arqueolégicas identificadas como restos de
vasijas denominadas tiestos en busca de acidos grasos como residuos organicos provenientes
de una zona arqueoldgica Huaxteca llamada Tzicohuac. Fueron llevabas al laboratorio LANCIC
por la Arglga. Alma Espinosa Ruiz con el propdsito de conocer si tenian residuos organicos. La
presencia o ausencia de residuos organicos aportaria informacién relevante para una hipotesis
que tenia la Arglga. sobre las muestras pues realiza un proyecto para localizar y reubicar la
zona arqueoldgica de Tzicohuac, tomando como base un lienzo que describe la geografia de la
zona pero que inicialmente fue mal interpretado por un Arquedlogo en el pasado y que la
Arglga. propone actualmente renombrar como Lienzo Tzoquitetlan-Tzicohuac, pues es la zona
gue realmente se describe en el lienzo.

Se uso la técnica espectroscopia IR-ATR con pastilla de KBr como una técnica de apoyo para
detectar posibles acidos grasos en las muestras antes de ser analizadas por CG-EM, los
espectros obtenidos mostraron bandas de los perfiles vibracionales pertenecientes a los grupos
funcionales que pueden conformar un acido graso.

El método desarrollado tenia como base el uso de la técnica de cromatografia de gases
acoplada a un espectréometro de masas (CG-EM), por lo que antes de emplearlo en las
muestras arqueoldgicas el método fue validado para corroborar su confiabilidad sobre los
resultados que se pudieran obtener al llevar a cabo el andlisis de las muestras.

El acondicionamiento de los analitos previo al analisis por CG-EM, consistié resumidamente en
una extraccion de los analitos de la matriz cerdmica en la que se encontraban y posteriormente
de una reaccién de derivatizacion como forma de mejorar el perfil de los analitos para obtener
resultados mas resueltos, selectivos y especificos.

Ya que los resultados obtenidos mostraron la presencia de varios acidos grasos en todas las
muestras, se propuso dar un posible origen de los acidos grasos encontrados con base en la
flora y fauna de la zona arqueoldgica durante la época prehispanica como un aporte extra del
trabajo realizado. También se encontraron otros compuestos organicos en las muestras, pero
no fueron investigados a fondo ya que el objetivo era detectar la presencia de &cidos grasos y
no de otros compuestos organicos, sin embargo, se propuso un posible origen para los
compuestos organicos mas interesantes de este tipo.
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Il. Introduccion

México cuenta con una gran riqueza de patrimonio cultural que comprende desde recintos,
construcciones y zonas arqueoldgicas hasta obras artisticas consideradas mundialmente
como unicas, su conservacion es una labor fundamental en la preservacion de la identidad
nacional. El estudio del patrimonio cultural permite el desarrollo de la identidad nacional
interpretando los sitios y acerbos culturales los restos histéricos que se descubren y

conservan.

En todas las culturas del mundo el hombre ha usado la escritura e ilustraciones para dejar
su legado a sus congéneres sobre las experiencias que tuvo en vida o el conocimiento que
considerara relevante para los tiempos venideros de las futuras generaciones. En la
cultura prehispanica conservaban sus memorias y conocimientos a través de codices o
lienzos, los cuales narran hechos historicos 0 acontecimientos importantes. Los cédices
son documentos generalmente cocidos y estdn hechos de papel o piel de animales como
el venado (Espinosa Ruiz, 2012, 2013, 2015).
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llustracion 1. Mapa que muestra la geografia politica de la regién del norte de Veracruz, correspondiente al sur de la
Huaxteca. Con linea roja se enmarcan los limites de lo que fue la Provincia de Tzichohuac. Basado en lo plasmado en el
Lienzo de Tzoquitetlan-Tzicohuac, tomado de Lefebvre, 2017 y Espinosa, 2015.
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La Arglga. Alma Espinosa actualmente dirige el proyecto Mesa de Tzicohuac. Suobjetivo
es contrastar la informacion etnohistérica con los datos arqueologicos para poder referir la
ubicacion exacta de Tzicohuac cabecera y de los limites de su provincia pues 1934
cuando el lienzo llega al Museo nacional de Antropologia e Historia (MNAH), durante un
inventario de cddices realizado en 1964, el Arglgo. Robert Glass interpreté el lienzo como
un codice cartografico que describia una region de Xochimilco, ubicada en el Valle de
México basdndose en los titulos escritos sobre los simbolos graficos (glifos), que se
encontraban pintados en el centro del lienzo, nombrandolo Lienzo Tzoquitetlan-
Xochimilco (Glass, 1964; Glass y Robertson, 1975).
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llustracion 2. Mapa que muestra los limites de la Huaxteca. Al sur se enmarca el &rea donde se ubicd la Provincia de
Tzicohuac y su cabecera, también la ubicacion de los mercados de Tuxpan y Temapache. Tomado de Ochoa, 2008 y
modificado por Lefebvre 2017.
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Con base en las investigaciones etnohistéricas y geograficas que realizd Ia
posteriormente la Argla. Alma Espinosa sobre la region descrita en el lienzo llego a la
conclusion de que la ubicacién del elemento central (Tzicohuac cabecera), asi como los
limites de su provincia se encontraban frente al Cerro de Metlalteocan, entre los rios
Vinazco y Pantepec, cuya region corresponde a la geografia actual y exacta de la Mesa
de Cacahuatenco, lo que significo que el sitio arqueoldgico ubicado sobre esa mesa que
la Arglga. estudio durante sus investigaciones podia corresponder a Tzicohuac, cabecera
de la gran provincia Huaxteca (Espinosa 2012, 2013; Espinosa et al., 2015; Lefebvre,
2017; Meade, 1942, 1962; Melgarejo, 1945; Stresser, 1998).



llustracion 3. Lienzo de Tzoquitetlan-
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El lienzo propuesto a ser renombrado como Lienzo Tzoquitetlan-Tzicohuac por la Arglga.
Alma Espinosa esta catalogado como un documento cartografico-historico que forma parte
del acervo de Codices de la Biblioteca Nacional de Antropologia e Historia desde 1934,
afno en el que fue donado al Museo sin datos de su procedencia, data del afio 1520, y se
piensa formaba parte de los codices que se le enviaron a Herndn Cortés mientras se
encontraba en Espafia para conocer el reordenamiento territorial y la conciliacion que se
estaba llevando a cabo entre los referentes culturales mesoamericanos y europeos que
sucedian en Nueva Espafa. (Martinez, 1984; Garcia Zambrano 1990; Hernan Cortéz,
1998; Duran, 1984).

Fue elaborado con cuatro tiras de algodén cocidas entre si, sus dimensiones son de 250
cm ancho X 300 cm de largo (Figura 3), describe los limites de lo que fue la Provincia
huaxteca de Tzicohuac, su cabecera, pueblos, caminos de la zona y la ubicacion de los
mercados de Tuxpan y Temapache. Con base en la geografia politica actual, la region
descrita en el lienzo corresponde actualmente a una serie de municipios como Ixhuatlan
de Madero, Alamo Temapache y Benito Juarez, ubicados en la regiéon norte de Veracruz,
correspondiente al sur de la Huaxteca.

Su relevancia en el campo del patrimonio cultural es importante ya que puede brindar un
mejor entendimiento de los aspectos historicos y culturales que tenian los residentes de
Tzicohuac, fomentando el desarrollo de identidad cultural para los pueblos que hoy dia
conforman la regién, ayudando a preservar sus tradiciones y ensefianzas para
generaciones venideras que quieran conocer sus raices prehispanicas (Espinosa 2012,
2013; Espinosa et al., 2015; Lefebvre, 2017; Carrasco 1996; Meade, 1942, 1962;
Melgarejo, 1945; Stresser, 1998; Ochoa, 2001; Sagahun, 2000).

En el centro del lienzo hay tres glifos (sefialados por un circulo rojo en la Figura 4),
corresponden a los conjuntos que conformaban a Tzicohuac cabecera, la zona mas
relevante descrita por el lienzo y ubicada geograficamente sobre la Mesa de
Cacahuatenco. Es considerada la zona mas relevante porque los conjuntos
arquitectonicos de la zona pertenecen al palacio de gobierno y los dos mercados
regionales mas importantes de la zona siendo el glifo izquierdo el conjunto de poniente
(plaza granmercado), al centro el palacio de gobierno y a la derecha el conjunto oriente
(plaza mercado).

Se ha descrito que existian dos tipos de mercados en la provincia de Tzicohuac:
regionales cada 20 dias y locales, se estima que se efectuaba en dos conjuntos
arquitectonicos que posiblemente son los representados en el lienzo con glifos de
mercado (Espinosa 2012, 2013; Espinosa et al., 2015; Lefebvre, 2017; Hernan Cortéz,
1998; Duran, 1984).
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llustracion 4. Toponimia de los 3 glifos correspondientes a las estructuras existentes en la Provincia de Tzicohuac, los
glifos sefialados como Glifo de mercado corresponde a las estructuras de los mercados de poniente y oriente mientras
que el glifo sefialado como Icpalli corresponde al palacio de gobierno (Espinosa Ruiz, 2015)

El gran desarrollo cultural y mercantil que tuvo Tzicohuac se debe a la regidon geografica
que conforma la mesa de Cacahuatenco, la amplia biodiversidad de su region permitio a
sus pobladores el aprovechamiento de los recursos naturales, como el desarrollo de la
agricultura de maiz y cacao, productos fundamentales para los pueblos prehispanicos
(Costa et al., 2019; Pingarrén et al., 2014). La relevancia de estos productos y de su poder
mercantil llevé a la creacién de rutas de comercio que tenian como eje principal los
mercados de Tzicohuac, también se crearon rutas de comercio para otros mercados
igualmente importantes para la region (los mercados de Tuxpan y Temapache), la
importancia de las rutas se llegéb a mantener hasta la época colonial ya que algunas se
seguian usando.

Todo esto provocd que Tzicohuac a pesar de ser un pueblo soberano se volviera una
provincia tributaria, primeramente, de Texcoco durante el postclasico tardio (1424) y
posteriormente centro recaudador del Imperio Mexica (1487). Durante las investigaciones
realizadas por la Arglga. Alma Espinosa se menciona que cuando la provincia fue
conquistada por Netzahualcoyotl, emperador de los mexicas, impuso el impuesto de mas
de 2, 000 mantas de algodon, ademas de otros impuestos diversos como; cuero de
venado, venados vivos, chile, etc. Esto demuestra la relevancia econdémica y cultural que
tenia la provincia (Espinosa 2012, 2013; Espinosa et al., 2015; Lefebvre, 2017; Hernan
Cortéz, 1998; Duran, 1984; Tezozémoc, 1987, Cddice Mendoza, 1980).
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Para confirmar las interpretaciones que la Arglga. realizaba sobre los conjuntos
arquitectonicos de la zona arqueoldgica con base la reinterpretacion que habia hecho del
lienzo realiz6 una serie de exploraciones en las areas marcadas por los glifos
correspondientes a los dos mercados de Tzicohuac cabecera encontrando una serie de
fragmentos cerdmicos denominados tiestos. La Arglga. propuso la hipotesis de que los
fragmentos de las vasijas debieron pertenecer a utensilios (vasijas, cucharones, braseros),
nuevos que se vendian o compraban en los mercados, por tal motivo tendrian que estar
limpios 0 no presentar residuos organicos, este fue el motivo por el que las piezas fueron
llevadas al laboratorio LANCIC-IQ para ser analizadas, pues si carecian de residuos
organicos impregnados en los poros de los tiestos, eran fragmentos que piezas nuevas
que se vendian en los conjuntos arqueoldgicos correspondientes a los mercados de
Tzicohuac cabecera.
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Capitulo 1
1. Antecedentes

1.1 Caracteristicas generales de los biomarcadores

En arqueologia, los residuos organicos son biomarcadores relacionados con todas
aguellas sustancias de caracter amorfo y de origen organico que se identifican en la matriz
ceramica de los recipientes en el registro arqueoldgico. Abarca residuos visibles como
invisibles al ojo humano, localizados en el interior de las paredes y poros de la ceramica
arqueoldgica sometida a estudio (Heron y Evershed, 1993).

Los biomarcadores arqueoldgicos son compuestos quimicos cuya presencia o ausencia
puede ayudar a determinar la funcionalidad de un objeto arqueoldgico, algunos
biomarcadores pueden ser estructuras complejas o derivados de productos bioquimicos
como los lipidos (tanto acidos grasos libres, como acilglicéridos, terpenos, esteroides,
entre otros compuestos), alcanos, ADN, proteinas, carbohidratos o amino&cidos
provenientes de organismos y cuya identificacion se ha comprobado que proporciona un
alto grado de precision en el conocimiento de la actividad humana (Alejandra Garcia,
2018; Peters et al., 2005).

Este trabajo esta centrado en el andlisis de &cidos grasos provenientes de acilglicéridos de
origen animal (grasas) o vegetal (aceites) que pudieron alojarse en las superficies
porosas de los ceramicos gracias a las caracteristicas y propiedades de los acilglicéridos.
(Evershed, 2008).

1.2 Lipidos

Los lipidos son moléculas organicas compuestas mayoritariamente por atomos de
carbono, hidrégeno y oxigeno, y en menor medida por fosforo y nitrdgeno (Aurand et al.
1987), son insolubles en agua, pero solubles en disolventes organicos, se pueden
encontrar en los tejidos de animales y vegetales, presentan una importante estabilidad
frente a altas temperaturas y una descomposicion minima a lo largo del tiempo en
condiciones ambientales constantes (Evershed 1993; Feiser, L.F. y M. Feiser, 1960).

Entre los lipidos podemos distinguir a los acilglicéridos comunmente llamados grasas si
provienen de animales o aceites si provienen de vegetales. Estan formados por una
molécula de glicerol y moléculas de acidos grasos, con base en el nimero de acidos
grasos unidos al glicerol se pueden clasifican en: monoacilglicéridos (esterificacion con un
acido graso), diacilglicéridos (esterificacion con dos acidos grasos), y triacilglicéridos
(esterificacion con tres acidos grasos). La cadena puede ser de diferentes longitudes,
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dependiendo del tipo de acido graso que se una al glicerol (Diaz-Velasquez D, Upegui-
Mayor AT 2020). En la Figura 5 se muestra un ejemplo de un triacilglicérido, un
acilglicérido formado por una molécula de glicerol y tres &cidos grasos diferentes unidos al
glicerol.

Hl_o)\/\/\/\/zvv\/\/
‘ (0]
Y Y

llustracion 5. Estructura de un triglicérido con tres dcidos grasos diferentes.

Los acidos grasos que se usen al glicerol son compuestos naturales o biomoléculas,
formados por una cadena lineal hidrocarbonada, con un numero par de atomos de
carbono en cada molécula (Figura 6):

CH; — (CH2) n — COOH

llustracién 6. Estructura quimica general de un &cido graso.

De acuerdo con la longitud de la cadena de carbonos, los acidos grasos se clasifican en
acidos de cadena corta (4 a 6), media (8 a 12), larga (14 a 20) y muy larga (mas de
22).

También se clasifican con base en las insaturaciones por dobles enlaces que tenga la
cadena (Figura 7), nombrandolos &cidos grasos saturados (sin dobles enlaces en su
estructura molecular), monoinsaturados (con un doble enlace) y poliinsaturados (con dos o
mas dobles enlaces) (Feiser, L.F. y M. Feiser, 1960).

Ambas caracteristicas influyen en la estabilidad que tengan en piezas arqueoldgicas
(Bondia Pons 2007; Feiser y Feiser 1960). La inestabilidad y la probabilidad de
degradacion de los acidos grasos aumentan cuanto mayor es el nimero de atomos de
carbono en la cadena y cuanto mayor es el nUmero de insaturaciones que tiene (Malainey
et al.1999).

X

acido graso saturado acido graso insaturado 11

llustracion 7. Representacion de los acidos carboxilicos, saturado como insaturado.
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1.2.1 Conservacion del material lipidico

El grado de conservacion de los lipidos en material arqueoldgico puede depender de
varios factores como las condiciones de enterramiento. Si las condiciones se mantienen
homogéneas a lo largo del periodo de enterramiento se puede favorecer la conservacion
del material. Sin embargo, los cambios medio ambientalestienen una incidencia negativa
sobre ella llegando a descomponer el material lipidico en algunos casos. Otro factor es el
material cerdmico, ya que las caracteristicas arcillosas de una matriz ceramica provoca
que los lipidos queden atrapados en los poros de laarcilla, permaneciendo protegidos
de agresiones degradativas externas (Heron et al.1991).

Otro aspecto para considerar es la carbonizacion. Cuando los tejidos organicos se
carbonizan por una alta temperatura, la actividad de cualquier microorganismo presente en
esos tejidos disminuye y las superficies externas se fusionan proporcionando una barrera
carbonizada contra el ataque microbiolégico, esto se debe a la incapacidad de los
microorganismos por digerir el carbén. (Evans 1993: Needhan y Evans 1987; Evershed
1993). En consecuencia,ocurre la formacion de una especie de vesiculas o abultamientos
en las que el material lipidico permanece intacto hasta el momento en que se rompe para
su analisis.

1.2.2 Caracterizacion de los acidos grasos encontrados en cerdmicos arqueol6gicos

Las técnicas de andlisis para la identificaciéon de lipidos impregnados en ceramicas
arqueoldgicas tienen un alto poder resolutivo ya que a partir de los acidos grasos
provenientes del fragmento ceramico se puede diferenciar la naturaleza lipidica del
compuesto, si es de origen animal o vegetal, con el fin de proponer un posible origen a los
residuos encontrados y estimar el uso de las piezas arqueoldgicas. (Alejandra Garcia,
2018).

Desde los afios 70°s hasta la actualidad, los trabajos e investigaciones que se han ido
realizando utilizan diferentes estrategias para poder caracterizar y determinar la fuente o el
origen de los residuos lipidicos encontrados en los fragmentos ceramicos, estas
estrategias usan el valor de los cocientes de acidos grasos, sus relaciones isotopicas y/o,
la presencia o ausencia de biomarcadores especificos. Con los resultados anteriores se
puede proponer el origen del material lipidico tomando como referencia los criterios y
tablas que se encuentran publicados en los trabajos de Eerkens, 2005; Deal y Silk, 1988;
Dudd y Evershed, 1998; Malainey, 1999, 2011; y Alejandra Garcia, 2018.
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De manera general los &cidos grasos saturados e insaturados mas comunmente
encontrados en el trabajo de Alejandra Garcia, 2018 son:

Acidos grasos Saturados: Acidos grasos Insaturados:

- acido miristico (CHs-(CHz).- COOH). - acido palmitoleico (CHs-(CH,).-

L . CH=CH-(CH,)s-COOH),
- acido palmitico (CHz-(CH,)1.-COOQOH).

, . L. - &cido oléico (CHs-(CH>)e-
- 4cido estearico (CHs- (CH.):e-COOH). CH=CH-(CHs-COOH)
- acido araquidico (CHs-(CH,):s-OOH).

También, algunos autores constatan que niveles altos de acidos esteérico (C18:0), sugiere
que el fragmento ceramico pudo haber contenido materia prima animal, mientras que
niveles altos de acidos palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), oleico (C18:1) y linoleico
(C18:2), sugieren residuos de origen vegetal (Deal y Silk, 1988).

En la tabla 1 se muestran &cidos grasos de cadena impar como (C15:0, C17:0 y C19:0),
asi como de 4cidos grasos de cadena ramificada, asociados con residuos organicos de
origen animal, acidos grasos de cadena corta como el C9:0 y acidos grasos de cadena
corta asociados a residuos de origen vegetal (Malainey, 2011, Salque et al., 2013).

Tabla 1. Principales lipidos usados como biomarcadores y la materia de origen asociada (Malainey, 2011).

Biomarcador Origen del material
Colesterol Producto animal
sitoesterol, stigmasterol y campesterol Materia vegetal

Acidos carboxilicos (alquilfenilderivados) Grasas de mamiferos marinos
de 16-20 de carbono con acidos grasos
isoprendides

Altos niveles de C12:0 y C14:0 y bajos Lipidos de fruta de palma como los datiles
niveles de C16:0 y C18:0 o0 el coco.

n-dotriacontanol Herbacea panicoide, como el maiz
Nonacosano, nonacosan-15-ona, Género Brassica, como el nabo y la col

nonacosan-15-ol

Cedrol y cedreno Madera de cedro

n-alcanos con 23-33 atomos de carbono, | Cera de abeja
ésteres de acido palmitico con cadenas
de40-52 o 54 4tomos de carbono

13
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Biomarcador

Origen del material

Acido moro6nico y 28-norolean-17-en-3-
ona

Resina Pistasea

Acido dehidroabiético y 7-oxo-
dehidroabiético

Productos de coniferas

Betulin

Abedul

Esteranos y terpenos

Betln de petréleo para embalsamiento

Acido boswélico y sus o-acetil derivados

Incienso

También se ha reportado que un contenido mayor en acido palmitico relacionaria los
residuos con grasa de origen vegetal, mientras que, si el compuesto mayoritario es el
acido esteérico, se asociaria a grasas animales. Estasinvestigaciones han permitido la
creacion de tablas que apoyan la interpretacion de residuos organicos en muestras
arqueoldgicas como lo hizo Eerkens, 2005, que podrian servir para proponer la fuente
alimenticia de los acidos grasos que se pudieran encontrar en este trabajo.

Tabla 2. Criterio para discernir sobre los tipos de alimentos usando las proporciones de 4cidos grasos

(Eerkens,2005).

PROPORCION MAMIFEROS PESCADO RAICES VERDURAS SEMILLAS BAYAS
TERRESTRES Y NUECES

(€15:0 + C17:0) <0.2 0.2-05 >0.2 0.1-1.0 <06 <0.2
C18:0
c16:1 0.08-0.8 0.8-2.0 0.2-28 >2.8 <1.2 <0.32
c18:1
C16:0 <7 8-12 6-24 10-24 0-18 4-12
C18:0
C12:0 <0.15 <0.15 >0.15 >0.05 >0.15 >0.15
C14:0

Se sabe que la rapidez de oxidacion de los &cidos grasos es diferente debido a la
naturaleza quimica de los mismos, esto se ha utilizado para poder diferenciar el origen de
las materias primas, en la tabla 2 se muestra las relaciones de respuestas las cuales son
cocientes de acidos grasos que mediante la experimentacidon permiten asociar los
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resultados a un posible origen (Eerkens, 2005). La relacion mas usada es el cociente entre
el acido palmitico (C16:0) y el acido estearico (C18:0), C16:0/C18:0, ya que ambos
presentan un comportamiento similar durante la lixiviacién y la oxidacion (Copley et al.,
2005; Romanus et al., 2007).

1.2.3 Procesos degradativos y de contaminacién

A pesar de que los lipidos presentan caracteristicas que favorecen su eleccibn como
buenos indicadores bioquimicos, se debe tener en cuenta el conjunto de procesos
degradativos y/o contaminantes que se puedan presentar en la matriz de enterramiento.
En condiciones normales no se suele producir migracion entre el material ceramico y la
tierra con la que estd en contacto (Heron et al. 1991). No obstante, seria conveniente
analizar la tierra conla que estuvo en contacto la matriz siempre que sea posible.

Otro aspecto es la reutilizacion del recipiente siendo una posibilidad que debe tenerse en
cuenta ya que se puede detectar la presencia simultanea de compuestos tanto de origen
animal como vegetal en el mismo recipiente sugiriendo que el recipiente debid usarse para
almacenar diferentes tipos de alimentos o que en el recipiente se mezclaron alimentos de
origen animal y vegetal simultanea o peridédicamente

Los procesos degradativos principales son los que se citan a continuacién: (Evershed et
al. 1990).

— Hidrdlisis.

Este proceso es provocado por la humedad, la temperatura, las enzimas y diversos
microorganismos que producen la ruptura del enlace éster, liberando los acidos grasos
que forman parte de los acilgliceroles. El efecto de hidrélisis puede producir una alteracion
en las proporciones relativas de acidos grasos y acilgliceroles.

— Oxidacion.

Los dobles enlaces presentes en los grupos funcionales de los lipidos son particularmente
sensibles a la oxidacién, provocando que los acidos grasos insaturados sufran en mayor
extension este proceso (Evershed et al. 1992), este es el motivo por el que resulta dificil
encontrar acidos grasos con un numero de insaturaciones superior a una. Un ejemplo
seria el acido oleico (C18:1), el cual es un acido graso con una sola insaturacién. Este
hecho es importante ya que la variacibn en la concentracion de este acido graso
probablemente pueda reflejar el tipo de alimento depositado en el recipiente, asi como la
conservacion y/o degradaciones experimentadas por el material lipidico.
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— Degradacién microbiologica.

Toda la materia organica enterrada puede sufrir procesos degradativos por
microorganismos activos en la matriz de enterramiento (a menos que esté protegida de
alguna forma). La poblacion de microorganismos, en condiciones aerobicas, estaria
influida por las condiciones fisicas del enterramiento como lo puede ser el clima, grado de
aireacion, humedad y pH.

— Contaminacion lipidica post-excavacion.

Un tipo de contaminacion que no tiene un origen biolégico proviene del almacenamiento
de las muestras en plasticos. Las sustancias contaminantes procedentes de este tipo de
almacenamiento son los ftalatos (facilmente identificables por CG-EM). Otro modo de
contaminacion proviene de los lipidos que tengamos en la piel, introducidos a la muestra
por la manipulacién de los artefactos, de ahi la importancia de su correcto almacenaje y
transporte hasta el laboratorio.

1.3 Técnicas analiticas usadas en la identificacion de residuos organicos

En esta seccidon se abordaran los fundamentos necesarios de las técnicas analiticas mas
comunmente usadas en el andlisis residuos organicos en material cerdmico arqueolégico.

1.3.1 Espectroscopia FTIR-ATR

La Espectroscopia Infrarroja (IR) permite identificar grupos funcionales en muestras
sélidas y liquidas, en la regiébn de 4000 a 400 cm-1. Al contar con el accesorio de
Reflectancia Total Atenuada (ATR) nos permite obtener espectros infrarrojos de muestras
sin ningun tipo de preparacion, por lo que es posible analizar sélidos de baja solubilidad
entre otras muestras como peliculas, fibras, geles, pastas, adhesivos y polvos
(Espectroscopia FTIR-ATR | Enlace UNAM, 2021).

Rayo | Detector

aser )
//\ ATR cristal

1 /V/
9

llustracion 8. Interaccion de la radiacion infrarroja con una muestra. 16
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La técnica tiene como base que la radiacion que incide sobre la materia es diferente a la
radiacion emitida, la diferencia energética entre la radiacion entrante y saliente se le
conoce como energia de interaccion o de absorcion (Mondragoén, P. ,2020). Las muestras
pueden encontrarse en diferentes fases (sélida o liquida), y son puestas en contacto con la
superficie de un cristal que tenga un alto indice de refraccién (ATR), como el germanio o
diamante, esto para crear un efecto de reflexion total interna dentro del cristal, provocando
que el haz de luz infrarroja penetra unos micrémetros en la muestra previo a reflejarse
(Skoog et al., 2018), en la Figura 8 se muestra la interaccion que tiene la radiacion
electromagnética con el cristal al momento de analizar una muestra.

Se mide la radiacion electromagnética que haya absorbido la muestra con base en los
intervalos de longitudes de onda que conforman la region del infrarrojo del espectro
electromagnético obteniendo un espectro de infrarrojo de la muestra analizada.
(Mondragén, P. ,2020).

En el pasado, las muestras se analizaban paso a paso, por lo que la muestra se irradiaba
con diferentes longitudes de onda Unicas (dispersas). FT-IR por otro lado, recoge los datos
espectrales de todas las longitudes de onda en una pasada, usando una fuente de luz IR
continua que genera en una amplia gama de longitudes de onda infrarrojas que pasa a
través de un interferometro y luego se dirige a la muestra obteniendo primero un
interferograma que necesita ser convertido en un espectro IR a diferencia de las
mediciones dispersas.

El interferograma representa la intensidad de la luz no en funcion de la longitud de onda,
sino como una funcibn de la posicion (espacio), de un espejo movil dentro del
interferébmetro, por lo que la sefial primero es transformada por una ecuacion mateméatica
llamada Transformada de Fourier (FT), para producir la representacion IR mas familiar de
intensidad en funcién del numero de onda. De ahi el nombre "FT-IR" 0 FTIR.

La adquisicibn de espectros FT-IR no so6lo es mucho mas rapida que la de los
instrumentos dispersivos convencionales. Ademas, estos espectros muestran una relacion
sefal-ruido significativamente mejor y, dado que la escala de longitud de onda esta
calibrada con un laser muy preciso, tienen una precision de longitud de onda mucho
mayor. (Guia sobre espectroscopia FT-IR, s.f).

La pastilla de KBr es un método de preparacion para muestras que son analizadas
mediante la técnica FTIR-ATR, pero requieren algin acondicionamiento 0 mejora en su
perfil para poder ser analizadas por la técnica o mejorar los resultados obtenidos. El uso
de KBr en polvo para la formacion de la pastilla se debe a que el KBr porque no muestra
ninguna absorcion de radiacion en la region del infrarrojo  volviéndolo
espectroscopicamente transparente al equipo, ademas es quimicamente inerte por lo que
no interfiere con la muestra.
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Para preparar la pastilla de KBr la muestra previamente seca es colocada en un mortero
de agata agregando una cantidad del haluro en polvo, se muele perfectamente hasta casi
quedar la mezcla adherida a las paredes del mortero. Posteriormente la mezcla se
comprime en una pastilladora a suficiente presion como para tener una pastilla
transparente. Una vez obtenida esta pastilla es colocada en el espectrémetro para su
analisis.

1.3.2 Cromatografia de Gases (CG)

La IUPAC define la cromatografia como un método fisico de separacion donde los
componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales es estacionaria
(fase estacionaria), mientras que la otra se mueve (fase mévil), en una direccion definida.

En la cromatografia de gases los analitos son transportados o “acarreados” por un gas
(fase mdvil), hacia una columna que contiene la fase estacionaria donde son separados
con base en su presion de vapor y solubilidad con la fase estacionaria, en la Figura 9 se
muestra un diagrama general del sistema cromatogréfico, este proceso de separacion
puede considerarse fisicoquimico pues la separacion depende de la interaccion del
analito con la fase estacionaria (Harris, D. 2016; Skoog D, 2007).

Los requisitos indispensables para analizar una muestra por CG es que sea un compuesto
volatil (presién de vapor baja y bajo punto de ebullicién), y que sea termoestable. El CG
estd conformado por seis partes generalmente, estos son; el gas acarreador (fase movil),
control flujo (valvulas reguladoras), sistema de inyeccion (inyector), horno/columna (fase
estacionaria), detector (elegido con base en las propiedades de la muestra), y sistema de
registro (sistema que traduce las sefales percibidas por el detector que permitan ser
interpretadas por el analista.

Septo de
goma de
silicona [
| |
Entrada del Ordenad
; rdenador o
inyector Horno del Detector registrador
inyector
Horno del
detector
+ Columna

Horno de la columna
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llustracion 9. Diagrama de un cromatografo de gases (Harris, D. 2016).
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A continuacion, se presentan los aspectos mas generales de la instrumentacién de un
cromatografo de gases:

— Gas acarreador

Debe cumplir con caracteristicas especificas: alta pureza o grado cromatogréafico 5.0
(99.999%), baja masa molecular, baja viscosidad, bajaresistencia a la transferencia de
masa, coeficiente de distribucion elevado, inerte con la columna y los analitos, seguro. Los
gases mas usados son Hz, N2 y He.

— Sistema de introduccidén de muestra (inyector)

Para inyectar el analito al sistema se puede hacer de manera manual o con
automuestreadores también llamados “autosamples”. El inyector debe contar con una
temperatura lo suficientemente alta para volatilizar la muestra y suficientemente baja para
evitar la descomposicion de la muestra. Es recomendable que el interior del inyector esté a
una temperatura mayor al punto de ebullicion, del compuesto mas pesado a analizar.
Existen diferentes tipos de inyectores como lo son: split/Splitless, cold on-column, PTV.

El tipo de inyector se elige con base en las caracteristicas que tiene la muestra. El inyector
mas usado en CG es el inyector con division de flujo y sin division de flujo (split/splitless).
En modalidad split (con divisidn), la muestra se divide en dos fracciones donde la fraccidon
menor entra a la columna, mientras que la fraccion mayoritaria se expulsa por la salida de
division o split. En modalidad splitless, la valvula se cierra mientras la muestra se inyecta
por un tiempo determinado (tiempo de splitless). El modo split se emplea para muestras
concentradas, mientras que el modo splittess es empleado para muestras poco
concentradas. En ambos casos, la fraccion que entra a la columna es una mezcla de gas
acarreador con la muestra. La Figura 10 muestra una representacién esquemaéatica del
inyector.

Jeringa

Septo Purga del
septo

o S —l
U Salida de
la division
Columna /1 _‘{l
Inyeccion con division Inyeccion sin division

llustracion 10. Condiciones representativas del inyector split-splitless en modo split (division) y splitless (sin division)
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(Harris, D. 2016)

— Columna

Las columnas en cromatografia se clasifican en dos tipos (empacadas y capilares), y se
encuentran dentro de un horno que regula la temperatura de la columna durante el analisis
pues el control de la temperatura influye en la separacion y elucion de los analitos. Las
columnas capilares son mayoritariamente ocupadas en la actualidad para cualquier
andlisis, estan hechas de silice fundida y en su interior tienen una fase estacionaria que
varia en grosor y polaridad dependiendo de los requerimientos. Mayoritariamente, se
ocupan columnas capilares con una longitud de 30 metros, pero pueden tener una longitud
de 5 metros o llegar hasta los 100 metros. La WCOT (Wall content) o pared recubierta por
sus siglas en inglés, es un tipo de columna cuya fase estacionaria recubre las paredes
internas de la columna, la SCOT (Support content) o soporte recubierto, es un tipo de
columna cuya fase estacionaria esta funcionalizada por un soporte recubierto en forma de
perlas o pequefias esferas, por ultimo, la PLOT (Porus layer) o capa porosa, es un tipo de
columna cuya fase estacionaria es un material poroso.

— Detector

Es un dispositivo que identifica al analito con base en alguna propiedad fisica, quimica o
fisicoquimica (conducir la corriente eléctrica, conductividad térmica, fragmentarse, emitir
luz, fluorecer, etc.), su respuesta debe de corresponder a una linealidad o “modelo lineal”
debe contar con ciertas caracteristicas como sensibilidad, amplio intervalo de linealidad,
baja relacién sefa ruido, estabilidad y, de ser posible, de bajo costo.

1.3.3 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica micro analitica que, siguiendo el principio de
ionizar una molécula por métodos eléctricos, quimicos y/o de radiaciébn, mide la
abundancia relativa de los iones gaseosos producidos por la fragmentacion de una
molécula, dependiendo de la energia incidente, la molécula se fragmentara de diferentes
maneras (Harris, D. 2003; 2016).

El concepto de la espectrometria de masas (EM), es que una molécula se ioniza,
provocando su fragmentacion, cada fragmento se filtra (separa), con base en una relacién
de masa y carga (m/z), posteriormente cada unidad de relacion de masa/carga (m/z), se
tabula y se grafica como un espectro de masas. Al ser una técnica que ocurre en estado
gaseoso, la espectrometria de masas se suele acoplar con la cromatografia de gases. El
método mas usado para ionizar las moléculas en CG-MS es la electroionizacion (El) o
impacto electronico, en este este modo de ionizacion los analitos se someten a una
descarga de electrones de alta energia producida por un filamento de Tugsteno (W) o
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Renio (Re).

El medio esta a una alta temperatura y vacio, generando un ambiente donde la
fragmentacion es absoluta y critica, formando una nube de iones repelida por la
polarizacion de un anodo llamado ‘Repeller” que desplaza la nube de iones hacia los lentes
aceleradores, el cuadrupolo, donde se comienzan a separar los fragmentos con base en la
masa molecular (Figura 11), y por ultimo a la placa i6nico sensible (Harris, D. 2003;
2016). De esta manera se tiene una técnica tandem selectiva y especifica que logra
discriminar en funcion de las masas moleculares.

Separador de
masas de
cuadrupolo

Filamento caliente

Detector
de iones

70V X

Céamara de T /5
ionizacion Y ,

Varillas conductoras

Salidadela .~ | __ “
columna del - \
cromatografo

de gases

A

Voltaje constante y
voltaje alterno de
radiofrecuencia
™ Colector de electrones

(trampa)

100V

llustracion 11. Esquema de un analizador masico de cuadrupolo (Harris, D. 2016).
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Capitulo 2

2.1 Objetivos

Objetivo principal:

Desarrollar un método analitico cualitativo que permita la determinacion simultdnea de
acidos grasos, saturados e insaturados, que puedan estar presentes en los tiestos
cerdmicos recuperados de la provincia de Tzicohuac, en la sierra Huasteca veracruzana.

Objetivos particulares:

R/
*

*

Emplear la técnica de espectroscopia FTIR-ATR como una técnica no invasiva para
conocer si es posible identificar las muestras que puedan tener residuos organicos
de las que no, para evitar el uso de una técnica invasiva.

Desarrollar una derivatizaciéon adecuada para analizar las muestras por la técnica
de CG-EM.

Determinar si las condiciones cromatogréaficas y la preparacion de las muestras,
propuestas inicialmente, permiten un analisis cualitativo eficaz para la identificacién
de los &cidos grasos que puedan estar presentes en las muestras.

Proponer un posible origen para algunos acidos grasos con base en la flora y fauna

de Tzicohuac cabecera durante la época prehispanica como apoyo para el trabajo
de la Arglga. Alma Espinosa.
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2.2 Hipotesis

Esta tesis apoya el proyecto Mesa de Tzicohuac para corroborar la descripcion de la zona
arqueologica plasmada en el lienzo con las fuentes etnohistéricas y geograficas que la
Arglga. Espinoza ha investigado sobre ubicar a Tzicohuac cabecera sobre la Mesa de
Cacahuatenco pues segun la informacion contenida en el lienzo, el conjunto arqueoldgico
ubicado en esta zona geogréafica corresponde a Tzicohuac cabecera, siendo este conjunto
arqueoldgico el mas relevante de la Provincia de Tzicohuac porque en él se encontraba el
palacio de gobierno y los dos mercados mas importantes de la Provincia.

Como forma de apoyar su proyecto para identificar el conjunto arqueolégico de Tzicohuac
cabecera la Arglga. Espinosa extrajo una serie de tiestos que debian pertenecer a la zona
de dichos mercados, estudidndolos pudo notar que algunos tiestos formaban parte de
varios utensilios como cucharones y vasijas, pero también que no estaban hechos con la
misma ceramica caracteristica de la zona, proponiendo la hipo6tesis de que los tiestos
formaban parte de una serie de utensilios nuevos que tal vez fueron llevados a ese
espacio para su venta o intercambio. Su hipotesis proponia que los tiestos no debian tener
residuos organicos ya que eran utensilios nuevos que se vendian en los mercados, por lo
que se requeria de un andlisis para determinar la presencia o ausencia de residuos
organicos en los tiestos.

A pesar de que los resultados del analisis podian confirmar o contrastar la hipétesis
original de la Arglga. en caso de que las muestras si presentaran residuos organicos
también se puede proponer una respuesta a su presencia en la zona, dado que en los
mercados también existian puesto de comida o recipientes que almacenaban alimentos o
ayudaban a ser exhibidos. Por tanto, los resultados ayudaran a dar la razén de su
presencia en los lugares donde la Arglga. Espinosa propone fueron las areas de mercado
y de donde fueron extraidos (Espinosa, 2020; Espinosa et al., 2015).

2.3 Estrategia de resolucién

Para realizar la busqueda de residuos organicos se propuso analizar los posibles
acilglicéridos presentes en las muestras, ya que tienen un amplio uso como indicadores
organicos en las muestras de patrimonio cultural y sus propiedades quimicas retardan su
descomposicion en comparacion con otros compuestos organicos (Evershed 1993; Feiser
y Feiser 1960; Gunstone et al. 2007).

Inicialmente las muestras seran analizadas por la técnica FTIR-ATR en una pastilla de
KBr, obteniendo el espectro de las muestras y para determinar la presencia de
compuestos organicos.
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Posteriormente las muestras seran analizadas por la técnica cromatografia de gases
acoplada a un espectrometro de masas (CG-EM), separando e identificando los posibles
acidos grasos que estén presentes en las muestras.

Para analizar las muestras por CG-EM se lleva a cabo una reaccion de derivatizacion o
formacion de derivados de los acidos grasos presentes en las muestras para formar el
éster metilico respectivo de cada acido, volviendolos mas volatiles y estables
térmicamente mejorando los requisitos que deben tener los analitos para ser analizados
por esta técnica. (Manzano et al., 2015), (Evershed et al.,1990; Charters et al.,1993,
Manzano et al.,2015).

Debido a que la cantidad de muestra es escasa y Unica por tratarse muestras
arqueoldgicas se realiz6 una simulacion en una matriz lo mas parecida a las muestras
arqueoldgicas para corroborar que las condiciones establecidas para el sistema, reactivos
y muestreo del método desarrollado cumplen con los requisitos para analizar las muestras
de manera 6ptima y certera.

En caso de confirmar la presencia de residuos organicos en las muestras, como un aporte
extra para apoyar del proyecto Mesa de Tzicohuac de la Arglga. Alma Espinosa (Espinosa
Ruiz, 2020), se intentard hacer una lista con los &cidos grasos identificados en cada
muestra y se propondra un posible origen de los &cidos grasos con base en grasas y/o
aceites de algunos alimentos de origen animal y/o vegetales existentes alrededor del s.
XVI, que corresponde al periodo en que el lienzo propuesto a renombrarse Lienzo
Tzoquitetlan-Tzicohuac describe la Provincia de Tzicohuac.
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Capitulo 3

Desarrollo Experimental

3.1 Materiales y equipo

Balanza analitica marca Mettler e Gradillas para tubos de ensaye
Toledo con capacidad de 220 g y e Tubos de ensaye con tapa de
exactitud de 0.1 mg, modelo AND plastico con rosca de 10 mL
GH-202. e Viales de derivatizacion con tapa
Bafio ultrasonico marca Elma de2y3mL

Easy Elmasonic 60 H e Pipetas Pasteur

Centrifuga Hermle Z306 e Jeringas de 10 mL

Probeta de 20 mL e Espatula metélica.

Viales transparentes con tapon de e Vasos de precipitados de vidrio de
2 mL varios volumenes.

Viales para CG-EM de 2 mL e Papel aluminio.

Matraces volumétrico clase A de varios volumenes.

3.2 Equipos y software

Cromatégrafo de gases acoplado a un espectrémetro de masas marca Agilent
Technologies, modelo 7890BA. Software Masshunter Unknown Analysis y
Qualitative Analysis. Columna utilizada: HP5-MS 30 m x 0.25 mm x 0.25 um,
Biblioteca digital: NIST 14.0.

Automuestreador de cromatografo de gases marca Agilent Technologies, modelo
G4513A.

Espectrémetro de infrarrojo FTIR-ATR marca Agilent Technologies, modelo Cary
670 con diamante monolitico PIKE Technologies GladiATR software: Origin 9.0.
Espectrémetro de masas provisto de: fuente de ionizacién por impacto electrénico
a 70 eV. Separador de iones tipo cuadrupolo, Bomba de vacio Edwards High
Vacuum Puma.

Statgraphics® 19.
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3.3 Disolventes y reactivos

Agua desionizada obtenida de un desionizador marca Millipore modelo
WaterProBT

Disolventes grado cromatogréfico: diclorometano (DCM), metanol (MeOH),
hexano, marca J.T. Baker.

Material de referencia de acidos grasos metilicos C4-C26, marca Aldrich con
pureza mayor al 99%. Supelco 37 Component FAME Mix.

Acido Laurico marca Aldrich con pureza del 98%.

Acido Miristico marca Aldrich con pureza del 98%.

Acido Palmitico marca Aldrich con pureza del 99%.

Acido Estearico marca Aldrich con pureza del 95%.

Arena marca Aldrich >90% de SiOz2, 50-70 tamafio de particula.

Hidréxido de 3-(trifluorurometil) feniltrimetilamonio (TMTFTH) 0.2 N metandlico
comercialmente conocido como Meth-Prep® marca GRACE.

He grado 5 (99.999% de pureza).

N2 gas.

3.4 Muestras

Tiestos provenientes de la zona arqueoldgica descrita por el lienzo propuesto a
renombrarse como “Lienzo Tzoquitetlan-Tzicohuac” que la Arglga. Alma Espinosa propone
pertenecen a los conjuntos arqueoldgicos mercantiles de Tzicohuac cabecera, ubicados
sobre la Mesa de Cacahuatenco, Provincia de Tzicohuac, al norte del estado de Veracruz,
en la zona Huaxteca, México.

En la tabla 3 se presentan fotografias de los tiestos recibidos por la Arglga. Alma
Espinosa, asi como la identificacion usada para las muestras.
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Tabla 3. Compendio de muestras.

M2TziB150
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M3TziB180

M4TziB165
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M5TziB139

M6TziB186
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M7TziB133

M8TziB177

30



M9TziB183

10

M10TziB141
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M11TziB187

12

M13TziB246
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3.5 Metodologia experimental

3.5.1 Identificacion preliminar de compuestos organicos usando la técnica FTIR-
ATR

Antes de llevar a cabo el andlisis de las muestras de patrimonio cultural por la técnica
destructiva de CG-EM, se analizaron las 12 muestras por FTIR-ATR, con el objetivo de
poder identificar algunas bandas que correspondan a los enlaces caracteristicos de acidos
grasos como materia organica.

Previo al andlisis de las muestras arqueoldgicas se realizé un background, un espectro del
aire que esta en contacto con las partes del equipo, pero sin ninguna muestra sobre el
cristal donde se deposita la muestra para identificar una posible interferencia en el
ambiente y que sea retirada de la medida final de la muestra, para esto se emplearon 60
barridos.

Una vez obtenido el background, se preparé una pastilla de KBr y la muestra
arqueoldgica, se pulverizé finamente en un mortero y se comprimié en una prensa para
formar la pastilla colocandola después en el espectro de infrarrojo. Se repitié este proceso
para analizar cada muestra arqueoldgica, limpiando los moldes de las pastillas y
desechando los restos de las pastillas.

llustracion 12. Uso de la técnica FTIR-ATR con pastilla de KBr para identificar residuos organicos en muestras de
Tzicohuac (imagenes propias del autor).
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3.5.2 Implementacion de las condiciones de separacion y deteccién del método
analitico por CG-EM

Se preparé una disolucién de 400.0 ppm en cloruro de metileno con los siguientes acidos
grasos: laurico, miristico, palmitico, y estearico; de cada acido se pesé aproximadamente
10.0 mg en balanza analitica, llevando a marca de aforo en unmatraz volumétrico de 25.0
mL.

Posteriormente, se realizé una diluciébn de la mezcla anterior obteniendo una nueva
disolucién de concentracion 20.0 ppm. De esta nueva disolucién se tomaron 250 uL y se
colocdé en un vial de derivatizacion, se evapor6 a sequedad, una vez evaporado se
procedié a realizar una derivatizacion re-disolviendo en 500 uL de hexano y adicionando
20 yL TMTFTH, la mezcla se colocé a reaccionar a 70 °C durante 20 minutos en
constante agitacion. Terminado los 20 minutos, se inyectd 1 uL al cromatdgrafo de gases
acoplado a espectrometria de masas con las condiciones descritas a continuacion:

La temperatura del inyector fue de 280°C en modo split. Se utilizo6 He como fase movil
(gas acarreador), a un flujo de 1mL/min. Se utiliz6 un programa de temperatura que se
muestra en la tabla 4, el cual contiene las temperaturas a las que se registraron los
analisis. Las condiciones del EM se establecieron a 70 eV por impacto electrénico en
modo de adquisicion scan, en un intervalo de 25 a 500 m/z. La temperatura de la fuente y
cuadrupolo fueron respectivamente 150 °Cy 230 °C.

Tabla 4. Programa de temperatura

T. inicial - 70 2.00 2.00
Rampa 1 12.00 250 0.00 17.00
Rampa 2 20.00 290 8.00 27.00

Al observar la presencia de acidos grasos sin derivatizar en el cromatograma se decidio
volver a realizar el experimento, con la diferencia que se tomo de la disolucion de los
acidos grasos de 20.0 ppm un volumen de 120 yL en lugar de 250 pL.

Finalmente, se realizé una tercera corrida, tomando 120 uL de la mezcla de estandares de
concentracion 20.0 ppm, pero realizando la derivatizacion con 250 pL de hexano y 250 pL
de agente derivatizante (TMTFTH).
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3.5.3 Condiciones de preparacion de muestra

Con el fin de establecer las condiciones de preparacion de muestra en el material
cerdmico arqueologico, se utilizé arena de tamafio de particula 50-70, simulando asi el
material que se obtendria al raspar los tiestos arqueolégicos. Con esta premisa sepropuso
la siguiente metodologia para el tratamiento de la muestra:

1. Se pesaron 250 mg de la muestra simulada (arena), en una balanza analitica y se
depositaron en un vialde centrifuga. (Figura 13)

llustracion 13. Extraccion Asistida por
Ultrasonido.

2. Se afadieron a la arena 120 pL de la disolucion estandar con los 4 acidos grasos de
concentracion 20.0 ppm (Ac. laurico, Ac. miristico, Ac. palmitico y Ac. estearico).

3. Se adicionaron 5 mL de una mezcla de disolventes (DCM/MeOH 2:1), en el tubo de
centrifuga.

4. Se llevé a un bafio ultrasénico por 15 min.

5. Transcurrido el tiempo se llevo a centrifugacion por 10 min a una velocidad de 4000 rpm
(Figura 14). Una vez concluida la centrifugacion, se tomo el sobrenadante con una pipeta
Pasteur y se depositdé en un vial de derivatizacion.

llustracion 14. Separacion del
sedimento sdlido usando centrifuga.
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6. Los extractos se llevaron a sequedad con corriente de nitrégeno, en la Figura 15 se
muestra una fotografia de cdmo se lleva a cabo la evaporacion.

llustracion 15. Sequedad con flujo
de No.

7. Una vez evaporado, se re-disolvié con 500 yL de hexano y se agregaron 20 uL del
agente derivatizante (TMTFTH), la reaccion de derivatizaciéon se llevé a cabo bajo las
condiciones ya descritas: 70 °C durante 20 minutos en agitacion constante.

8. El extracto derivatizado se dejé atemperar, una vez lograda la temperatura, se filtré en
un sistema de disco. En la Figura 16 podemos observar una fotografia del sistema de
filtracion.

llustracion 16. Filtracion de
extracto por sistema de disco y
jeringa.
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9. Finalmente, se inyecta 1 pL al sistema de analisis con las condiciones ya descritas. En
la Figura 17 se muestra una fotografia del equipo utilizado

llustracion 17. Equipo de CG-EM usado
para este trabajo.

Al analizar el resultado obtenido del experimento de simulacion de la muestra
arqueologica, se decidio repetir el procedimiento de preparacion de muestra con otros 250
mg de la muestra simulada (arena), pero cambiando el modo de inyeccion de split a
splitless y, en lugar de un volumen de inyeccion de 1 uL, se decidié duplicarlo (2 uL).

Todos los analisis posteriores que se encuentran en este trabajo se realizaron con esta
metodologia.

3.5.4 Validacion de la metodologia analitica

Se procedié a realizar una validacion in-house que consiste en confirmar si la metodologia
analitica ofrece resultados confiables ya que es un método nuevo con uso propio del
laboratorio.

En primera instancia se evalud la selectividad, para esto se inyectaron al equipo los
siguientes blancos: blanco de columna, blanco de disolvente, blanco de reactivos, blanco
de proceso y blanco de matriz. A continuacion, se describen en que consistié cada uno de
los blancos, todos los blancos fueron inyectados al CG-EM con las condiciones de analisis
ya establecidas.

a) Blanco de columna: se inyecto al equipo aire.
b) Blanco de disolvente: se inyect6 al equipo el disolvente, en este caso, hexano.

c¢) Blanco de reactivos: se inyecto la mezcla de derivatizacion sin los analitos de interés, es
decir, 500 uL de hexano con 20 yL TMTFTH.

d) Blanco de proceso: en un tubo de centrifuga nuevo se colocaron 5 mL de una mezcla
de disolventes (DCM/MeOH 2:1), y se continud con el proceso de preparacion demuestra,
a partir del paso namero 4.
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e) Blanco de matriz: se realiz6 todo el proceso de preparacion de muestra con 500 mg de
arena sin fortificar, esto es, sin realizar el paso numero dos, que consiste en la adicién de
acidos grasos.

Una vez evaluada la selectividad, se procedié a estimar el recobro y la precisién evaluada
como repetibilidad. Para esto se realizaron de manera independiente tres muestras
simuladas fortificadas (arena con 4cidos grasos).

3.5.5 Anélisis por CG-EM de muestras arqueologicas

Se analizaron las 12 muestras arqueoldgicas con el método implementado y validado en
el laboratorio.

Para cada pico observado en cada cromatograma obtenido, se obtuvo su espectro de
masas; los espectros de masas experimentales fueron comparados con los espectrosde
bases de una biblioteca internacional (NIST 14), y con ayuda del software UnKnown
Analysis® se asigno con un cierto grado de coincidencia la identidad quimica a cada pico.

Por ultimo, con la identificacién de los posibles compuestos organicos detectados, con
ayuda de lo reportado en la literatura y el contexto etnogeografico cultural se realizo
una propuesta del posible uso de cada artefacto arqueologico.
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Capitulo 4

4. Resultados y Discusion

4.1 Analisis de muestras arqueolodgicas por latécnica FTIR-ATR

Antes de analizar las muestras por CG-EM, se llevé a cabo el andlisis de cada muestra
arqueoldgica usando la técnica de FTIR-ATR con pastilla de KBr con el fin de observar si
algunas muestras podian presentaban bandas vibracionales de estiramiento o flexion
correspondientes a los enlaces que componen los grupos funcionales de un acido graso o
glicérido.

En la Figura 18 se muestra el espectro obtenido de la muestra m3tzib180 a modo de
ejemplo, el anexo 1 contiene el resto de los espectros obtenidos en este trabajo. En todos
los espectros de las muestras arqueoldgicas se observaron bandas en regiones que
podian corresponder a &cidos carboxilicos, alcoholes o ésteres, detectando la presencia
de residuos organicos ademas de algunas bandas relacionadas a residuos inorganicos.

Esta fue una técnica secundaria que aporté informacion para detectar la presencia de
residuos organicos en las muestras, ya que la técnica principal de CG-EM, confirmé que
los residuos detectados pertenecian en su mayoria a acidos grasos provenientes de
lipidos, pero también de compuestos inorganicos como silicatos o carbonatos y sustancias
quimicas sintéticas y organicas como ftalatos y plastificantes. La distincion de los
diferentes acidos grasos detectados en las muestras también permitié el planteamiento de
una propuesta de un posible origen para algunos &cidos.
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llustracién 18. Espectro de IR de la muestra M3TziB180 previo a su extraccion.

Durante la interpretacion de los espectros se realizaron las siguientes observaciones: en
sSu mayoria se observaron bandas correspondientes a: estiramiento de los enlaces C-C,
C=C y C-H en la region del 3000-2800 cm™ relacionados a alcanos y alquenos. Metilos (-
CHs3), en la regién del 1460-1380 cm™ y metilenos (-CHz-), en la regiéon del 1460 cm™.
Estiramiento del enlace C=0 en la regiéon del 1745-1720 cm* relacionados al grupo
carbonilo. Estiramiento del enlace O-H en la regién del 3600-3200 cm* relacionado con el
grupo alcohol. Estiramiento del enlace H-O-H en la regién del 1650 cm-*relacionado con la
absorcion de agua en las muestras.

Algunas bandas relacionadas a compuestos inorganicos se encuentran en la region del
1100-1000 cm, correspondientes a bandas de estiramiento del enlace Si-O de silicatos.
La banda en la regién del 479-465 cm, correspondiente a el balanceo simétrico de los
enlaces Si-O-Si. La banda en la region del 1086-1074 cm?t y del 781-776 cm
correspondiente al estiramiento del enlace Si-O del cuarzo (Mondragon, 2013,2016;
Coates, 2000; Lettieri & Giannotta, 2017).
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Una acotacién importante es la razon por la que se analizaron las muestras mediante
FTIR-ATR usando una pastilla de KBr, esto se debié al alto contenido de agua que
presentaron las muestras. Dicho fendmeno fue atribuido al tipo de suelo que presenta la
Mesa de Cacahuatenco conocido como suelo vertisol, el cual posee una gran cantidad eh
humedad, ademas, en una entrevista con la Arglga. coment6 haber lavado las muestras
con agua previo a ser almacenadas en bolsas de plastico para su transporte y
almacenamiento, provocando la formacion de un ambiente con alto contenido de agua que
el material poroso del ceramico comenz0 a almacenar en su interior.

Debido a que la preparacion de la pastilla con KBr requiere que el compuesto se
encuentre a una temperatura elevada para evitar precisamente la humedad, se pudo
disminuir la cantidad de agua presente en el material poroso de las muestras. (Espinosa,
comunicacién verbal 2023; Sanchez, 2018; Nakanishi,1977).

Una vez obtenidos todos los espectros de infrarrojo de los tiestos, se decidié realizar un
analisis por CG-EM. Como se menciond anteriormente, esta técnica posee limites de
deteccionmas bajos que el infrarrojo, siendo més selectiva y permitiendo que el material
organico encontrado se pueda identificar.

4.2 Implementacién de las condiciones de separacion y deteccién del método
analitico por CG-EM

Se usaron para el desarrollo del método analitico estandares de los &cidos palmitico,
miristico, laurico y esteérico, acidos grasos comunmente empleados como biomarcadores
para restos organicos en muestras de patrimonio cultural (Alejandra Garcia, 2018; Peters
et al., 2005).

Los estandares adquiridos para poder desarrollar y validar el método son acidos grasos
libres; para poder inyectarlos al cromatografo de gases, fue necesario transformarlos
guimicamente con el fin de aumentar su volatilidad, y lograr una mejor forma del pico
cromatografico, a esto uGltimo se le conoce como derivatizacion.

Se decidio utilizar como agente derivatizante hidroxido de 3-(trifluorurometil)
feniltrimetilamonio (TMTFTH) 0.2 N metandlico comercialmente como Meth-Prep®. Este
reactivo genera ésteres metilicos, y en estudios reportados han declarado que para
analisis de acilglicéridos realiza la hidrolisis y esterificacion, sin necesidad de hacer dos
pasos de manera separada; en este momento de la experimentacion no era necesario
llevar la hidrolisis, pero pensando que la metodologia se aplicaria en las muestras
arqueoldgicas, los acidos grasos estarian como acilglicéridos, y al emplear este reactivo
se disminuye la manipulacién y por tanto las fuentes de variabilidad.
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En la Figura 19 se muestra la ecuacion quimica que ejemplifica la reaccion llevada a cabo.

CF; o

llustracion 19. Esquema de reaccién para la derivatizacién de acidos carboxilicos

Los analitos inyectados fueron acido laurico, acido miristico, acido palmitico y acido
estedrico; los tiempos de retencion como ésteres metilicos para cada acido graso fueron
respectivamente: 11.5 min., 13.4 min., 15.2 min. y 16.8 min., esta asignacion se logré
por el orden de elucion que deberian presentar los analitos. En cromatografia de gases, se
sabe que el orden de elucién depende de la presion de vapor, conforme aumenta la masa
molecular el punto de ebullicion aumenta, por lo que el analito méas retenido sera el éster
metilico del &cido estearico. El cromatograma obtenido para la primera inyeccion realizada
se puede observar en la Figura 20.

También en el cromatograma se pueden observar mas de cuatro picos, revisando el
espectro de masas de cada pico cromatografico se observé que los picos 12.1 min,
13.9 min, 15.6 min y 17.1 min, correspondian a los acidos grasos de la mezcla sin
derivatizar, dejando en evidencia que la reaccién de derivatizacion no habia sido
completa.
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llustracidon 20. Cromatograma obtenido de la inyeccion de los estandares de acidos grasos
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Para derivatizar por completo la mezcla de acidos laurico, miristico palmitico y estearico se
disminuyo la cantidad de la mezcla inyectada al CG-EM y se colocé una mayor cantidad
de agente derivatizante. EI cromatograma obtenido con estos cambios se presenta en la
Figura 21, donde el pico 11.5 min. corresponde al éster metilico del acido laurico, el 13.4
min. al éster metilico del acido miristico, el 15.2 min. al éster metilico del acido palmitico y
el 16.8 min. al éster metilico del 4cido esteérico.
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llustracion 21. Cromatograma de los ésteres metilicos de los acidos grasos en las condiciones finales

En el cromatograma ya no aparecen los picos 12.21 min, 13.9 min., 15.6 min. y 17.1 min.,
gue correspondian a los &cidos laurico, miristico, palmitico y esteérico respectivamente sin
derivatizar (Figura 20). Los cambios implementados permitieron que la derivatizaciéon se
llevara a cabo de manera cuantitativa manteniendo una buena selectividad ya que se
puede seguir distinguiendo cada pico de otro, buena resolucion porque los picos siguen
siendo finos. Con estos resultados sepudo avanzar al desarrollo de metodologia que se
utilizaria para la preparacion de la muestra.

4.3 Desarrollo del método analitico

El desarroll6 del método y las condiciones establecidas para los sistemas, reactivos y
muestreo tomaron sus bases en la investigacion bibliografica de Eerkens, 2005, Malainey,
2011, Alejandra Garcia, 2018 y Manzano, 2015, trabajos previos enfocados en la
determinacién cualitativa de residuos organicos como los acidos grasos en muestras
arqueoldgicas o matrices ceramicas y cuyos resultados aportaron informacién relevante y
confiable pues sus métodos ademas de identificar de manera selectiva y eficaz acidos
grasos en sus muestras.

Se us6 una mezcla de los disolventes (DCM/MeOH) con una relacion 2:1 para extraer el
material lipidico de las muestras arqueoldgicas resolviendo que una Gptima extraccién de
materdil lipidico se debia realizar con una mezcla de un disolvente polar (DCM) y un
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disolvente menos polar o no polar (MeOH), esto por la naturaleza que tienen los acidos
grasos para tener una parte no polar (la cadena hidrocarbonada sustituida o no), y una
parte polar (el grupo funcional de acido carboxilico). Para los acilglicéridos pasa algo
similar pues la parte no polar estd formada por los acidos grasos que compongan al
acilglicérido y la parte polar a la parte del glicerol que mantiene unidos a los acidos grasos
por un enlace C-O de los oxigeno (O) que forman la molécula de glicerol. A pesarque
algunas extracciones se realizan con CHCls, el motivo de elegir diclorometano es reducir
la toxicidad y contaminacién de los disolventes empleados en este analisis, ya que el
CHCIs es mas toxico que el diclorometano por sus propiedades quimicas causando mareo
o dolor de cabeza, incluso pérdida de conciencia en caso de una prolongada exposicion.

La funcién del bafio ultrasénico es para favorecer la extraccion a partir de las vibraciones
de los compuestos lipidicos adheridos al polvo de la muestra, generando puntos
implosion. Actualmente la extraccion asistida por ultrasonido se considera una técnica
exhaustiva de extraccion, considerando que la cantidad de material impregnado en las
vasijas arqueoldgicas sera poco, era importante usar una técnica con buenos recobros de
extraccion.

Por otro lado, el nitrdgeno es usado en este andlisis como evaporador del disolvente,
evitando el uso de calor, y por ende la descomposicion de los compuestos o pérdida por
volatilizacion del material organico. Es importante destacar que esta forma de llevar a
sequedad es utilizada para disolventes volatiles, como lo es la mezcla utilizada en este
trabajo, y no se quieren usar métodos fuertes de evaporacion. Es importante destacar que
cuando se realiza la evaporacion a sequedad, es previa a la derivatizacion por loque
no hay riesgo de pérdida de estos.

El volumen de inyeccién como se describié en la metodologia se probaron dos volimenes
diferentes: 1 yL y 2 uL, dejando como volumen final 2 yL. Cuando se probé todo el método
de preparacion de muestra, derivatizacion, separacion y deteccion, se decidié aumentar al
doble el volumen y cambiar la modalidad del inyector a un modo splitless, partiendo de la
idea de que el material organico presente seria muy poco, con estos cambios al método se
aseguraba que en caso de existir compuestos organicos en los tiestos ceramicos, éstos
fueran detectados ya que la muestra no es dividida (modo splitless) y se esté inyectando el
doble de muestra de los métodos convencionales.

El flujo de gas acarreador suministrado al CG-EM gas se establecid en 1.00 mL/min
debido al valor de retencién que presentan los analitos, se han reportado flujos mayores a
1.00 mL/min que disminuyen el tiempo de retencién con la fase estacionaria como lo
reporta Alejandra Garcia, 2018, provocando una caida en la resolucién y sensibilidad del
analisis, por lo que se establece para esta metodologia, un flujo de 1.00 mL/min.

El programa de temperatura consta de dos rampas de temperatura, esto con base en las
comparaciones consultadas donde se realizaban analisis con una sola rampa, los cuales
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llegaban a perder resolucion en las partes finales de su analisis, mientras que los analisis
realizados con dos rampas, distribuian eficazmente de los picos de sus acidos grasos
detectados, cabe mencionar que las condiciones de temperatura son el resultado de la
previa metilacion de los &cidos grasos, ya que la modificacidén estructural de los mismos,
provoca una mayor estabilidad térmica y mayor volatilidad, como lo es la disminucion en
su punto de ebullicion, por lo que no es necesario llegar a temperaturas tan elevadas.

Un ejemplo es el acido linoléico (CisHs20,), un acido graso que esperamos detectar en las
muestras, cuyo punto de fusion es de 230°C, pero al estar metilado su punto de ebullicién
es mayor a los 65°C, por lo que es posible su separacion con el programa de temperatura
establecido al igual que los demas ésteres metilicos de acidos grasos deuna manera
eficaz y completa gracias a la derivatizacién previa.

Las condiciones para el espectrometro de masas se consideraron a partir de los intervalos
gue ocuparon diferentes andlisis para poder detectar la mayor cantidad de acidos grasos
que contenia sus muestras, el intervalo que consideramos es un poco masamplio que los
consultados con el fin de no perder la deteccion de algun fragmento que llegase a
aparecer (50-800 umas), sin embargo, también se consideré como limite interior 50 umas
ya que por arriba de este valor evitamos la deteccion de masas correspondientes a H:O,
N., O, 0 CO,, que producirian en la linea base un ruido de fondo que afectara el andlisis,
en caso de estar presentes estos compuestos.

La Figura 19 muestra el cromatograma que se obtuvo usando el método de andlisis
desarrollado en este trabajo para extraer la mezcla de &cidos grasos laurico, miristico,
palmitico y estearico que se usaron para fortificar una matriz que simulara una de las
muestras arqueoldgicas y comprobar que el método desarrollado si es eficaz para extraer
y determinar la presencia de acidos grasos que puedan contener las muestras
arqueoldgicas, ya que los picos 11.5 min., 13.4 min., 15.2 min. y 16.8 min. Corresponden a
los acidos laurico, miristico, palmitico y estearico respectivamente.

Las posiciones de los acidos que se obtuvieron son muy similares a las posiciones que se
obtuvieron de los mismos acidos durante el proceso para establecer las condiciones
Optimas de derivatizacion y determinacion de los acidos grasos.

Comparando este cromatograma con el de la figura 21 podemos observar que el método
desarrollado mantiene una buena selectividad para seguir distinguiendo cada uno de los
acidos grasos (laurico, miristico, palmitico y estearico), y una buena resolucion ya que
ninguno de los picos se muestra ancho o superpuesto con otro.

Este cromatograma simulé el tratamiento que se le harian a las muestras arqueologicas,
podemos observar que es muy similar al cromatograma obtenido de la sola derivatizacion
de los compuestos (Figura 21), por lo que se puede decir que tampoco hay pérdida de los
compuestos de interés en la preparacion de muestra.
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llustraciéon 22. Cromatograma obtenido de la simulacién de la muestra con la arena

Para asegurar que efectivamente se tiene un método donde la pérdida de compuestos
organicos es despreciable, es que se procedi6 a realizar la validacion del método analitico.

4.4 Validacion del método analitico

En todas las guias de validacion se pide como Unico pardmetro obligatorio para considerar
un método cualitativo validado, la selectividad o especificidad; sin embargo, se quisieron
evaluar dos pardmetros mas, que consideramos deberian evaluarse para poder asegurar
mayor confianza en los resultados de este método, estos parametros fueron: el porcentaje
de recuperacion y la precision evaluada como repetibilidad del método.

En primer término, para la selectividad se inyectaron diversos blancos, que a su vez
funcionan como controles. Como observaciones relevantes se obtuvo que en el blanco de
columna, disolvente, reactivos y proceso siempre se observo la ausencia de sefales,
estos blancos nos ayudaron a conocer el estado del equipo, si se observaban picos en
cualquiera de los cromatogramas se atribuia a una contaminacién y se buscé como
eliminarla.

En la Figura 23 se muestran a modo de comparacion el cromatograma obtenido del
blanco de matriz y el cromatograma de una muestra fortificada con los cuatro acidos
identificados con la metodologia desarrollada siendo el acido laurico (11.5 min.), acido
miristico (13.5 min.), acido palmitico (15.2 min.), y &cido estearico (16.8 min.)
respectivamente. El blanco de matriz consistié en realizar todos los pasos como si fuera la
muestra, pero con la certeza de que no contiene los compuestos de interés, de esta
manera podemos conocer cuales son las sefales propias del sistema de trabajo y no
atribuir picos procedentes de la muestra simulada o de los tiestos.

46



x10 2
1 \
|
0.51 \
0,
x10 2
1 11.5 13.5 15.2 16.8
0.5
ol 89 10.7 14.0 18.4
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

llustracién 23. Cromatograma del blanco de matriz (color rojo) y cromatograma de muestra simulada fortificada
(color negro)

Como podemos ver en ambos cromatogramas, el método de analisis no aporta picos de
manera relevante pues el primer cromatograma de la Figura 23 corresponde al
cromatograma obtenido durante el blanco del método el cual carece de pico que
demuestren una contaminacién por parte de los equipos 0 materia que se usé durante el
blanco de la metodologia pues solo se aprecia una linea base.

El segundo cromatograma de la Figura 23 corresponde a una muestra fortificada
sefialando los picos de la mezcla de acidos en sitios muy similares a los reportados
durante el acondicionamiento del método y los experimentos de derivatizacion (Figuras
20,21, 22). Cada é&cido se puede identificar de manera correcta evitando confundirlo con
alguna impureza o acido que fuera semejante en su tiempo de elucion o intensidad de
pico. Algunos picos como el 89 min. y el 10.7 min. se atribuyeron a impurezas
provenientes de los reactivos que se emplearon para preparar la mezcla de acidos, pero
carecen de relevancia porque su presencia no alter6 la resolucion, selectividad o
especificidad de los picos obtenidos para cada acido. Se traté de identificar estas trazas
usando la base de datos del equipo, pero no se pudo determinar verazmente debido a un
porcentaje de semejanza menor al 50% con el compuesto sugerido por la base de datos
atribuido a la escasa cantidad de la traza detectada.

Con base en esto cualquier pico detectado en las muestras arqueoldgicas fue atribuido a
un posible compuesto organico propio de la muestra y no del método o contaminacién de
los reactivos e instrumento. Al no existir interferencias relevantes propias del método en
las sefiales de los compuestos de interés, se dice que se tiene evidencia objetiva de que
el método es selectivo. Para determinar si se pierde materia organica en el proceso se
evalu6 el porcentaje de recuperacién o recobro.
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El porcentaje de recuperacion se define como la capacidad que tiene un procedimiento
analitico para determinar la cantidad de muestra que se conservd después del analisis,
esperando que sea muy similar a la cantidad de muestra que se tenia al inicio del
analisis.

Como ya se menciond, en la metodologia se realizaron tres experimentos independientes
empleando el método de analisis desarrollado. A cada muestra simulada (arena), se le
fortificé con la adicion de una disolucion que contenia los acidos: laurico (11.5 min.),
miristico (13.4 min.), palmitico (15.2 min.), y estearico (16.8 min.), agregando el mismo
volumen a cada muestra. Las areas de los picos obtenidas de los tres experimentos de
fortificacion fueron comparadas con el area de los picos obtenidos del cromatograma
donde solamente se realizé la derivatizacién e inyeccion de la disolucion fortificada sin
emplear el método desarrollado (Figura 22), los resultados obtenidos se presentan en la
tabla 5.

Tabla 5. Resultados de la prueba de recuperacioén y repetibilidad del método

Tiempo de % . % . % .
. Mezcla de Muestra Muestra Muestra Recuperacion Recuperacion Recuperacion
reten.cmn estandares simuladal simulada2 simulada3 muestra muestra muestra %nev
(min) simulada 1 simulada 2 simulada 3
11.5 287197561 287129495 288322084 287445031 99.97629994 100.4153488 99.6958079 0.36256469
13.4 266577687 267627191 267469369 267042888 100.3936954 99.94102916 99.84054959 0.29449529
15.2 268228465 267182614 266146676 266297021 99.61008948 99.61227342 100.0564895 0.25772057
16.8 289160234 289521240 291916309 296109949 100.1248464 100.8272516 101.4365898 0.65123642

Significado de siglas: % CV = %

Desviacién estandar

%CV =

x 100 % Recuperacion =

Promedio

‘porcentaje del coeficiente de wvariacion, estimado con la expresion:

Area obtenida de la muestra simulada

x 100

Area obtenida de la disolucioén estandar

En la tabla 5 se puede observar que para los cuatro analitos de interés el porcentaje de
recuperacion es practicamente 100, es decir, el método desarrollado en el laboratorio
extrae en su totalidad los &cidos grasos y no se tienen pérdidas durante el proceso.

Finalmente se calcul6 el porcentaje del coeficiente de variacion (% CV), para el porcentaje
de recuperacién, determinando para cada acido graso un triplicado. Los valores obtenidos
se consideran aceptables, ya que no rebasan el 2 % por lo que la variabilidad observada
se atribuye totalmente al error aleatorio de la medicién. De esta manera se tiene evidencia
objetiva de que el método es preciso y detecta lo que se espera al tener recobros
cercanos al 100 %.
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4.5 Muestras arqueologicas analizadas por la técnica CG-MS

Al analizar los cromatogramas obtenidos para cada una de las muestras con la
metodologia de analisis validada, se observaron la presencia de picos en todas las
muestras, algunos picos se asignaron con ayuda de los tiempos de retencion de los &cidos
grasos con los cuales se desarroll6 el método.

Para los picos que se observaron en otros tiempos de retencion, su identidad se asigné
por comparacion con la biblioteca NIST en su version 14 (NIST Special Database 14 |
NIST, 2023), ya que hasta el momento sélo se habian identificado los 4 acidos que se
usaron para preparar la mezcla de 4cidos laurico, miristico, palmitico y estearico.

A continuacion, se realiza una lista de los biomarcadores encontrados en las muestras
arqueologicas, posteriormente se presenta un apartado por cada muestra donde se coloca
una tabla con los compuestos organicos que se encontraron en cada muestra, su
cromatograma y una propuesta de cual podria ser el alimento del cual pueden proceder
esos &cidos grasos.

Cabe mencionar que los alimentos que se proponen como origen de los acidos
encontrados (tanto vegetal como animal), fueron propuestos con base en las
investigaciones que hizo la arquedloga Alma Espinosa sobre las especies de flora y fauna
gue tenia la regidén durante el periodo prehispanico (Espinosa, comunicacion verbal 2023).

Desde el punto de vista quimico s6lo podemos asegurar la presencia de los acidos grasos
y su origen (aceites de origen vegetal o grasas de origen animal). Asegurar de manera
categorica que la muestra contuvo un alimento especifico es ambicioso, ya sea porque
varios alimentos contienen los mismos acidos grasos ypueden haberse mezclado, hasta
ignorar la ausencia de degradacion de los acidos o la disminucion en la cantidad original
de los &cidos (Copley et al., 2005; Romanus et al., 2007; Garcia, 2018).

Durante la obtencién de resultados, no se pudo utilizar la tabla de relaciones entre acidos
grasos propuesta por Malainey (Malainey, 1999; Malainey & Przybylski, 1999),ya que las
muestras no llegaban a contener algunos de los acidos grasos de la Tabla 1, sin embargo,
con base en la interpretacion que hicieron Malainey 1999, Eerkens 2005 y Garcia 2018,
sobre los resultados de sus trabajos y la informacion geografica y cultural dada por la
Arglga. Alma Rosa sobre la flora y fauna de Tzicohuac cabecera es que se pudo realizar
una propuesta del posible origen para algunos biomarcadores detectados.

Las interpretaciones que se realizaron sobre algunos acidos grasos en este trabajo deben
tomarse como una posible propuesta, y no como algo contundente ya que posiblemente
se tendria que hacer un trabajo o investigacion que tuviera como unico objetivo encontrar
el origen exacto de los acidos grasos presentes en las muestras, este objetivo no
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pertenece a los propuestos en esta tesis sin embargo, las propuestas hechas en este
trabajo podrian servir como punto de partida para quien realice ese investigacion en un
posible futuro.

A continuacion, se muestra en la Tabla 4 los compuestos organicos y sus estructuras
quimicas identificados con mayor frecuencia en las muestras arqueoldgicas analizadas.

Tabla 4. Estructura quimica de algunos compuestos organicos encontrados en las muestras
analizadas de Tzicohuac.

Nombre Estructura

0

Acido Palmitico

Acido Laurico (dodecandico)

~ 0
P , . (s ] .
Acido Succinico J\/ﬁf

Acido Miristico

Acido Hexandico (caproico) )\N\
~s

Acido Estearico
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Nombre Estructura
Acido Eicosandico (araquidico)
HO
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o L. 0
Acido Oxalico SN g

Acido Salicilico

Acido Benzoico

Acido Propiénico

O
o
OH
O
X,
O
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A continuacion, se muestra el cromatograma obtenido de cada muestra arqueoldgica
seguido de dos tablas, una tabla con los &cidos grasos detectados en cada muestra y otra
con los &cidos grasos que se les pudo proponer un posible origen con base en la flora y
fauna de la region de Tzicohuac cabecera descrita por la Arglga. Alma Espinosa en su
trabajo de doctorado (Espinosa en preparacion 2023, comunicacion verbal, junio 2023),
recordando que el objetivo principal de este trabajo es determinar si las muestras tenian
acidos grasos como residuos organicos. La propuesta de un posible origen para algunos
acidos grasos detectados se realiz6 como un aporte extra para la investigacion de la
Arglga. Espinosa.

4.5.1 Muestra ml1tzib57

A continuacion, en la tabla 5 se muestran los acidos grasos detectados en esta muestra y

la propuesta de un posible origen, en la Figura 7 se muestra el cromatograma obtenido de
la muestra.

Nota: Este arreglo se hizo para cada muestra
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Figura 7. Cromatograma de la muestra m1tzib57.

Tabla 5. Acidos grasos encontrados en la muestra m1tzib57 en la provincia de Tzicohuac.

r Propuesta de su posible
(min) Nombre procedencia

Fermentacion del maguey
Ac pulguero o agua de coyol
) fermentada (Alessandra,
2017; Espinosa,
comunicacion verbal 2023).

9.90 Propidnico
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tr Nombre Propuesta de su posible
(min) procedencia

Frutos y semillas como la
guayaba, coyol y cacahuate
(Vasco Méndez y col., 2005;
Arbués, 2005; Martinez,
2020) Guanabana o el coco
(Daniela y col., 2016).

Resultado de la
fragmentacion de &cidos

i grasos con cadenas mas

Ac. largas como el palmitico u
Hexandico oleico provocado por los
procesos degradativos del
ambiente (INTERFAC,
2023).

11.52 Ac. Laurico

12.11

Guanébana (Daniela y col.,
2016). Aguacate de monte
(Lara-Méarquez y col. 2019).
Guayaba (Vasco Méndez y
col., 2005). Zapote
(Roberto, 2004). Pigmentos
de la flor de cempasuchil
(Tapia-Salazar, 2008),
Nopal (Silos y col., 2018).
Coyol (Martinez, 2020).

15.11 Ac. Palmitico

4.5.2 Muestra m2tzib150

A continuacion, en la tabla 6 se muestran los compuestos detectados para esta muestra'y
en la Figura 8 el cromatograma obtenido.
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Figura 8. Cromatograma de la muestra m2tzib150.
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Tabla 6. Acidos grasos encontrados en la muestra m2tzib50 en la provincia de Tzicohuac.

2

tr
(min)

Nombre

Propuesta de su
posible procedencia

9.90

Ac.
Propidnico

Fermentacién del maguey
pulguero o agua de coyol
fermentada (Alessandra,
2017, Espinosa,
comunicacion verbal
2023).

11.52

Ac. Laurico

Frutos y semillas como la
guayaba, coyol y
cacahuate (Vasco
Méndez y col., 2005;
Arbués, 2005; Martinez,
2020) Guanadbana o el
coco (Daniela y col.,
2016).

15.11

Ac.
Palmitico

Guanabana (Daniela y
col., 2016). Aguacate de
monte (Lara-Marquez vy
col. 2019). Guayaba
(Vasco Méndez y col.,
2005). Zapote (Roberto,
2004). Pigmentos de la
flor de  cempasuchil
(Tapia-Salazar, 2008),
Nopal (Silos y col., 2018).
Coyol (Martinez, 2020).

16.53

Ac.
Esteérico

Guanabana (Daniela vy
col.,, 2016). Aguacate de
monte (Lara-Marquez vy
col. 2019). Guayaba
(Vasco Méndez y col,
2005). Zapote (Roberto,
2004). Nopal (Silos y col.,
2018).

18.10

Ac.
Eicosandico

Cacahuate y nopal
(Arbués, 2005)
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4.5.3 Muestra m3tzib180

A continuacion, en la tabla 7 se muestran los compuestos detectados para esta muestra y
en la Figura 9 el cromatograma obtenido.
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Figura 9. Cromatograma de la muestra m3tzib180.

Tabla 7. Acidos grasos encontrados en la muestra m3tzib180 en la provincia de Tzicohuac.

tr Propuesta de su posible
(min) MBS procedencia

Fermentacibn del maguey

) pulquero o agua de coyol

9.90 Ac. Propidnico fermentada (Alessandra,

2017; Espinosa,
comunicacion verbal 2023).

Resultado de la
fragmentacion de  4cidos
grasos con cadenas mas
12.11 Ac. Hexanoico largas como el palmitico u
oleico provocado por los
procesos degradativos del
ambiente (INTERFAC,2023).

Guanabana (Daniela y col.,
2016). Aguacate de monte
(Lara-Méarquez y col. 2019).
Guayaba (Vasco Méndez vy
col., 2005). Zapote (Raoberto,
2004). Pigmentos de la flor de
cempasuchil (Tapia-Salazar,
2008), Nopal (Silos y col.,
2018). Coyol (Martinez,
2020).

15.11 Ac. Palmitico
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4.5.4 Muestra m4tzib165

A continuacion, en la tabla 8 se muestran los compuestos detectados para esta muestra y
en la Figura 10 el cromatograma obtenido.
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Figura 10. Cromatograma de la muestra m4tzib165.

Tabla 8. Acidos grasos encontrados en la muestra m4tzib165 en la provincia de Tzicohuac.

tr Nombre Propuesta de su
(min) posible procedencia

Fermentacién del maguey
pulquero o agua de coyol
fermentada (Alessandra,
2017, Espinosa,
comunicacion verbal
2023).

Resultado de la
fragmentacién de &cidos
grasos con cadenas mas
largas como el palmitico u
oleico provocado por los
procesos degradativos del
ambiente (INTERFAC,
2023).

Guanabana (Daniela vy
col., 2016). Aguacate de
monte (Lara-Marquez vy
col. 2019). Guayaba
) (vasco Méndez y col,
15.11 Ac. Palmitico 2005). Zapote (Roberto,
2004). Pigmentos de la
flor de  cempasuchil
(Tapia-Salazar, 2008),
Nopal (Silos y col., 2018).
Coyol (Martinez, 2020).

9.90 Ac. Propiénico

12.11 Ac. Hexanoico
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455 Muestra m5tzib139

A continuacion, en la tabla 9 se muestran los compuestos detectados para esta muestra y
en la Figura 11 el cromatograma obtenido.
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Figura 11. Cromatograma de la muestra m5tzib139

Tabla 9. Acidos grasos encontrados en la muestra m5tzib139 en la provincia de Tzicohuac.

Propuesta de su posible
procedencia

tr

(min) Nombre

Fermentacibn del maguey
Ac pulquero o agua de coyol
9.90 Pro ic').nico fermentada (Alessandra, 2017;

P Espinosa, comunicacién verbal
2023).

Ac.
11.32 Pentandico i

Frutos y semillas como la
guayaba, coyol y cacahuate
(Vasco Méndez y col., 2005;
Arbués, 2005; Martinez, 2020)
Guanabana o el coco (Daniela
y col., 2016).

Guandbana (Daniela y col.,
2016). Aguacate de monte
(Lara-Marquez y col. 2019).
Guayaba (Vasco Méndez y col.,
15.11 Ac. Palmitico 2005). Zapote (Roberto, 2004).
Pigmentos de la flor de
cempasuchil (Tapia-Salazar,
2008), Nopal (Silos y col.,
2018). Coyol (Martinez, 2020).

11.52 Ac. Laurico
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45.6 Muestra m6tzib186

A continuacién, en la tabla 10 se muestran los compuestos detectados para esta muestra
y en la Figura 12 el cromatograma obtenido.
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Figura 12. Cromatograma de la muestra m6tzib186.

Tabla 10. Acidos grasos encontrados en la muestra m6tzib186 en la provincia de Tzicohuac.

tr Nombre Propuesta de su posible

(min) procedencia

Frutos y semillas como la
guayaba, coyol y cacahuate
(Vasco Méndez y col.,, 2005;
Arbués, 2005; Martinez, 2020)
Guanabana o el coco (Daniela
y col., 2016).

Resultado de la fragmentacion
de acidos grasos con cadenas
< , mas largas como el palmitico u
12.11 Ac. Hexanoico oleico provocado por los
procesos degradativos del
ambiente (INTERFAC,2023).

Guandbana (Daniela y col.,
2016). Aguacate de monte
(Lara-Marquez y col. 2019).
Guayaba (Vasco Méndez y col.,
15.11 Ac. Palmitico 2005). Zapote (Roberto, 2004).
Pigmentos de la flor de
cempasuchil (Tapia-Salazar,
2008), Nopal (Silos y col.,
2018). Coyol (Martinez, 2020).

11.52 Ac. Laurico
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45.7 Muestra m7tzib133

A continuacion, en la tabla 11 se muestran los compuestos detectados para esta muestra
y en la Figura 13 el cromatograma obtenido.
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Figura 13. Cromatograma de la muestra m7tzib133.

Tabla 11. Acidos grasos encontrados en la muestra m7tzib133 en la provincia de Tzicohuac.

tr Nombre Propuesta de su posible
(min) procedencia

Fermentacion del maguey
pulquero o agua de coyol
9.90 Ac. Propidnico fermentada (Alessandra, 2017;
Espinosa, comunicacion verbal
2023).

Frutos y semillas como la
guayaba, coyol y cacahuate
(Vasco Méndez y col.,, 2005;
Arbués, 2005; Martinez, 2020)
Guanébana o el coco (Daniela
y col., 2016).

Guanabana (Daniela y col.,
2016). Aguacate de monte
(Lara-Marquez y col. 2019).
Guayaba (Vasco Méndez y col.,
15.11 Ac. Palmitico 2005). Zapote (Roberto, 2004).
Pigmentos de Ila flor de
cempasuchil (Tapia-Salazar,
2008), Nopal (Silos y caol.,
2018). Coyol (Martinez, 2020).

11.52 Ac. LAaurico
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45.8 Muestra m8tzib177

2

A continuacion, en la tabla 12 se muestran los compuestos detectados para esta muestra

y en la Figura 14 el cromatograma obtenido.
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Figura 14. Cromatograma de la muestra m8tzib177.

Tabla 12. Acidos grasos encontrados en la muestra m8tzib177 en la provincia de Tzicohuac.

tr

(min) Nombre

Propuesta de su posible
procedencia

9.90 Ac. Propidnico

del
agua de
(Alessandra,
comunicacion

Fermentacion
pulquero o
fermentada
Espinosa,
2023).

maguey
coyol
2017;
verbal

11.52 Ac. Laurico

como la
cacahuate

Frutos semillas
guayaba, coyol vy
(Vasco Méndez y col., 2005;
Arbués, 2005; Martinez, 2020)
Guandbana o el coco (Daniela y
col., 2016).

y

12.11 Ac. Hexanoico

Resultado de la fragmentacion de
acidos grasos con cadenas mas
largas como el palmitico u oleico
provocado por los procesos
degradativos del ambiente
(INTERFAC,2023).

15.11 Ac. Palmitico

Guanabana (Daniela y col., 2016).
Aguacate de monte (Lara-Méarquez
y col. 2019). Guayaba (Vasco
Méndez y col, 2005). Zapote
(Roberto, 2004). Pigmentos de la
flor de cempasuchil (Tapia-
Salazar, 2008), Nopal (Silos y col.,
2018). Coyol (Martinez, 2020).
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4.5.9 Muestra m9tzib183

A continuacion, en la tabla 13 se muestran los compuestos detectados para esta muestra
y en la Figura 15 el cromatograma obtenido.
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Figura 15. Cromatograma de la muestra m9tzib183.

Tabla 13. Acidos grasos encontrados en la muestra m9tzib183 en la provincia de Tzicohuac.

tr Nombre Propuesta de su posible
(min) procedencia

Fermentacién del maguey pulquero o
agua de coyol fermentada (Alessandra,
2017; Espinosa, comunicacion verbal
2023).

Frutos y semillas como la guayaba,
coyol y cacahuate (Vasco Méndez y
11.52 Ac. Laurico col., 2005; Arbués, 2005; Martinez,
2020) Guanabana o el coco (Daniela y
col., 2016).

Resultado de la fragmentacion de
acidos grasos con cadenas mas largas
12.11 Ac. Hexanoico como el palmitico u oleico provocado
por los procesos degradativos del
ambiente (INTERFAC,2023).

Guanébana (Daniela y col., 2016).
Aguacate de monte (Lara-Marquez y
col. 2019). Guayaba (Vasco Méndez y
15.11 Ac. Palmitico col., 2005). Zapote (Roberto, 2004).
Pigmentos de la flor de cempasuchil
(Tapia-Salazar, 2008), Nopal (Silos y
col., 2018). Coyol (Martinez, 2020).

9.90 Ac. Propidnico
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45.10 Muestra m10tzib141

A continuacion, en la tabla 14 se muestran los compuestos detectados para esta muestra
y en la Figura 16 el cromatograma obtenido.
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Figura 16. Cromatograma de la muestra m10tzib141.

Tabla 14. Acidos grasos encontrados en la muestra m10tzib141 en la provincia de Tzicohuac.

tr Propuesta de su posible
(min) NEIrlsE procedencia

Fermentacién del maguey
pulquero o agua de coyol
9.90 Ac. Propidnico fermentada (Alessandra, 2017;
Espinosa, comunicacion verbal
2023).

Frutos y semillas como la
guayaba, coyol Yy cacahuate
(Vasco Méndez y col.,, 2005;
Arbués, 2005; Martinez, 2020)
Guanabana o el coco (Daniela y
col., 2016).

Guandbana (Daniela y col.,
2016). Aguacate de monte (Lara-
Marquez y col. 2019). Guayaba
(Vasco Méndez y col., 2005).
15.11 Ac. Palmitico Zapote (Roberto, 2004).
Pigmentos de la flor de
cempasuchil (Tapia-Salazar,
2008), Nopal (Silos y col., 2018).
Coyol (Martinez, 2020).

18.30 Ac. Acético -

11.52 Ac. Laurico
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45.11 Muestra m11tzib187

A continuacion, en la tabla 15 se muestran los compuestos detectados para esta muestra
y en la Figura 17 el cromatograma obtenido.
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Figura 17. Cromatograma de la muestra m11tzib187.

Tabla 15. Acidos grasos encontrados en la muestra m11tzib187 en la provincia de Tzicohuac.

tr Nombre Propuesta de su posible
(min) procedencia

Fermentacion del maguey pulquero o
agua de coyol fermentada (Alessandra,
2017; Espinosa, comunicacion verbal
2023).

Frutos y semillas como la
guayaba, coyol y cacahuate
< L (Vasco Méndez y col., 2005;
11.52 Ac. Laurico Arbués, 2005; Martinez,
2020) Guanébana o el coco
(Daniela y col., 2016).

Resultado de la fragmentacion de
acidos grasos con cadenas mas largas
12.11 Ac. Hexanoico como el palmitico u oleico provocado
por los procesos degradativos del

ambiente (INTERFAC,2023).

9.89 Ac. Propidnico

Guanabana (Daniela y col., 2016).
Aguacate de monte (Lara-Marquez y
col. 2019). Guayaba (Vasco Méndez y
15.11 Ac. Palmitico col., 2005). Zapote (Roberto, 2004).
Pigmentos de la flor de cempasuchil
(Tapia-Salazar, 2008), Nopal (Silos y
col., 2018). Coyol (Martinez, 2020).
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tr
(min)

Nombre

Propuesta de su posible
procedencia

16.53

Ac. Estearico

Guanébana (Daniela y col.,
2016). Aguacate de monte
(Lara-Marquez y col. 2019).
Guayaba (Vasco Méndez y
col., 2005). Zapote (Roberto,
2004). Nopal (Silos y col.,
2018).

17.50

Ac. Miristico

Aguacate (Yang y Liu,
2012). Flor de cempasuchil
(Tapia-Salazar, 2008).

19.21

Ac. Decanoico

45.12 Muestra m13tzib246

A continuacion, se muestra en la tabla 16 los acido grasos detectados para esta muestra y
en la figura 18 el cromatograma obtenido.
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Tabla 16. Acidos grasos encontrados en la muestra m13tzib246 en la provincia de Tzicohuac.

2

tr
(min)

Nombre

Propuesta de su
posible
procedencia

9.89

Ac. Propiénico

Fermentacion del
maguey pulquero o
agua de coyol
fermentada
(Alessandra, 2017;
Espinosa,
comunicaciéon  verbal
2023).

15.11

Ac. Palmitico

Guanéabana (Daniela y
col., 2016). Aguacate
de monte (Lara-
Marquez y col. 2019).

Guayaba (Vasco
Méndez y col., 2005).
Zapote (Roberto,

2004). Pigmentos de
la flor de cempasuchil
(Tapia-Salazar, 2008),
Nopal (Silos y col.,
2018). Coyol
(Martinez, 2020).

65



4.6 Propuestas e interpretacion de los resultados obtenidos desde un enfoque
arqueoldgico

En cada muestra arqueoldgica se encontré la presencia de tres o mas compuestos
organicos con una similitud > 70% respecto a la base de datos usada para identificar los
resultados del andlisis. Con base en estos resultados se realizan una serie de
interpretaciones que apoyen la teoria inicial de la antropdloga, pero modificando algunos
puntos, pues la nula presencia de residuos organicos apoyaria su hipétesis, ya que, al ser
un mercado, las vasijas deberian de estar limpias pues se pensaba que estaban en venta
y NO en uso.

La teoria inicial de la Arglga. Alma Espinosa era que si todos o la mayoria de los tiestos
no presentaban residuos organicos se podria proponer que la zona seguia
correspondiendo a la seccion mercantil ya que a pesar de haber algunas vasijas con
residuos organicos (usadas posiblemente por las personas que vivian en el mercado o
vendian y consumian alimentos ahi), la mayoria de las vasijas serian ocupadas para
venta, sin embargo, todas las muestras poseen 3 o mas biomarcadores de alimentos.

Con base en los resultados se proponen las siguientes interpretaciones.

La primera teoria que se propone es que la zona de donde se extrajeron los tiestos podria
corresponder a una zona de venta de alimentos o almacenamiento. Los dos mercados
formaban parte de la zona mercantil mas importante de la region noroeste de la época
prehispanica, es correcto pensar que habia secciones donde se vendian materiales o
productos especificos, por lo que la teoria de la arquedloga podria haber estado
cimentada en que en esa zona se vendian vasijas o trastes en general, asi como en otra
zona se podrian vender exclusivamente armas, textiles, etc.; sin embargo, podemos
pensar que también podrian haber zonas donde se vendieran alimentos (frutas, verduras,
semillas, incluso carne de animales), que requirieran de un objeto para presentar el
producto al publico, por lo que proponer que la razén por la que todos los tiestos
presentaban residuos organicos puede deberse a que estostiestos si se encontraban en
los mercados pero en vez de ser objeto de venta, servian para presentar y almacenar los
alimentos o incluso tomarlos, pues la arquedloga menciond en una entrevista que algunos
tiestos correspondian a cucharones, que posiblemente fueron usados para servir o tomar
los productos vendidos (Espinosa, en preparacion 2023).
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La segunda interpretacion que se puede realizar se basa en que en las tablas de
resultados se mostré que los acidos: palmitico, hexandico, miristico y estearico venian
de aceites vegetales que en su mayoria se encuentran en semillas, sin embargo, estos
acidos también estan presentes en grasas animales. Los animales que estaban en la
fauna prehispanica de la zona que poseen estos acidos grasos son el armadillo (Dasypus
novemcinctus), serpientes como la mazacoatl (Boa constrictor), pescados como el robalo
(Centropomus undecimalis) y la carpa (Cyprinus carpio).

Estos animales son mencionados ya que estaban presentes en la fauna prehispéanica, sin
embargo, es pertinente sefialar que no se tienen estudios confiables sobre los acidos
grasos presentes de algunas especies de animales que la arquedloga Espinosa sefiala
que también pertenecian a la dieta prehispanica, como la tortuga, algunas avesy el
venado (Espinosa, 2023).

A pesar de esto podemos proponer que en las vasijas extraidas de la zona mercantil no
s6lo se vendian frutas y verduras, sino también posiblemente carnes y pescados.

Reflexionando sobre la interpretacion de los resultados obtenidos fue muy interesante
notar una similitud o patrén en las muestras, es decir, a pesar de que algunas muestras
mostraron la presencia de acidos grasos particulares, como el acido oxalico que propone
un posible presencia de cacao o el acido propiénico que propone el posibleuso de esa
vasija como un contenedor de pulque o cucharon con el que tomaban el pulque, la
mayoria de los acidos grasos en las muestras (por no decir en todas), se repetian, a
excepcion de algunos como ya se ejemplifico.

Esto no solo es interesante, sino que aporta mucho al proyecto de la arquedloga porque
se puede proponer que los alimentos que ahi se vendian, correspondian a una seccion
especifica del mercado, o incluso a un puesto en particular, es decir, en esa seccion solo
se vendian frutas y verduras (de ahi a que la mayoria de los acidos grasosidentificados
tienen un origen vegetal), o que una seccion del mercado vendia carnesde animales,
otra frutas y verduras y otro pulque.

A pesar de que no podemos asegurar qué alimentos o usos tuvieron realmente los tiestos
recuperados, el hecho de que las muestras posean acidos grasos muy similares entre si
nos permite proponer que las vasijas tenian un mismo tipo de alimento (por puntualizar
porque pudieron haber sido varios), es que se vendia y/o vendia en esa zona.

Respecto al acido hexanoico o mejor conocido como caproico; este acido normalmente se
encuentra en las grasas de origen animal que vienen de la cabra, pero también pueden
ser producto de la degradacion de acidos con cadenas largas de carbonos, en especial los

acidos oleico y palmitico.
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El &cido palmitico puede estar presente en grasas animales y vegetales, es decir, en casi
cualquier alimento que se pudo consumir en ese tiempo, pero también el acido oleico
puede encontrarse en varios alimentos, en especial pescados, y si tomamos en cuenta
que Tzicohuac estaba cerca de una zona costera y un rio a los pies de lacuenca de
Cacahuatenco, no es descabellado proponer que también se pudo haber vendido pescado
en la misma zona donde fueron extraidos los tiestos. Con base enesto se propone que
la presencia de acido hexandico se debe a la anterior presenciade acido palmitico y
oleico en algunas vasijas por haber almacenado pescado o alimentos como el aguacate, y
que, debido a las condiciones climaticas, se fraccionaron o degradaron formando como
subproducto el acido hexandico.

4.7 Compuestos modernos identificados

En los cromatogramas se encontraron tres compuestos organicos de interés, pero que
no se pueden considerar biomarcadores, ya que su origen no es natural o que se generen
en alguna ruta biosintética. En la tabla 20 se pueden observar los compuestos
identificados

Tabla 20. Contaminantes encontrados en las muestras de la provincia de Tzoquitetlan.

2,2,4-Trimetll-1,3- Resina usadaen la
pentanodiol diisobutirato elaboracion de
Todas
surfactantes y
plastificantes
Ftalatos Plasticos Todas
Acido dicloroacético Lavado con agua M2, M3, M4, M6
clorada

llustracion 18. Muestras almacenadas en bolsas de plastico.
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Los ftalatos son compuestos quimicos que se utilizan principalmente como plastificantes,
dando flexibilidad adiversos materiales en la produccion del policloruro de vinilo (PVC). Se
producen cantidades enormes de ftalatos a nivel mundial para la produccién de productos
plasticos, la eliminacion de estos plastificantes causa efectos de contaminacion en el
medio ambiente (Pérez-Andres, 2017). La presencia de este compuesto puede deberse al
medio de almacenamiento que tuvieron las muestras (Figura 33).

En una entrevista con la Arglga. Alma Espinosa, nos comenté que los tiestos fueron
previamente lavados con agua clorada posterior a la extraccion de las muestras, el
hallazgo del acido dicloroacético en algunas muestras corrobora este lavado, ya que es
un subproducto de la cloraciéon del agua, método usado en las comunidades rurales de
algunos estados de México para potabilizar el agua. La Arglga. Espinosa coment6 haber
lavado las muestras con agua de la llave, por lo que se propone que algunas muestras
almacenaron el compuesto en sus poros.

Esto ultimo también es importante destacar que pudo haber afectado en la deteccién de
mAas compuestos organicos, que pudieron haberse ido en los lavados realizados, y al
estar en un nivel de trazas, los problemas de solubilidad no son tan apreciables.

Por altimo, en la tabla 21 se muestran otros compuestos que fueron de de interés debido
a los picos tan intensos que se observaron en los cromatogramas (como el &cido
tetrahidroxiquinolina) o su alta presencia en varias muestras como el acido malénico. Se
propone un posible origen para algunos de los compuestos organicos ya que durante la
investigacion de algunos alimentos que contenian acidos grasos algunos de estos
compuestos también se podrian encontrar en los frutos y alimentos investigados.
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Tabla 21. Otros compuestos identificados de interés

M13

8.50 Ac. Mandélico M1, M9y M11 -
‘ L M1, M2, M3, M4, M5, M6, -
8.60 Ac. Maldnico M7, M8, M10 y M13
11.54 Ac. M3, M9y M13 ]
' Trifluorometilbenzdico ' y
11.78 Ac. Fumarico M4, M7 y M11 -
Fermentaciéon del maguey
) pulguero o agua de coyol
14.10 Ac. Succinico M2, M4, M5,y M11 fermentada (Alessandra, 2017;
Espinosa, comunicacion verbal
2023).
Frutos y semillas como la
< o guayaba, coyol y cacahuate
14.20 Ac. Salicilico M1 (Vasco Méndez y col., 2005
Arbués, 2005; Martinez, 2020).
15.83 Ac. Anisico M8, M9y M11 -
i Cacao (J Ihde, 2012,
16.39 Ac. Oxalico M9 Rojas 2006). Cacahuate
(Arbués, 2005).
) Frutos como coyol o tejocote
16.79 Ac. Difluorobenzoico Ma, M7, M8,'\I>I/I19é M10, M11 (Yangy Liu, 2012; Arbués,
y 2005; Martinez, 2020).,
17.78 | Ac. Dihidroximandélico M3, M5y M7 -
17.97 Ac. Malico M2, M8, M11y M13 -
" - M1, M2, M3, M4, M5, M6, -
18.36 Ac. Tereftalico M7, M8, M10 y M13
) M1, M2, M3, M4, M5, M6, -
19.07 [ Ac. Tetrahidroxiquinolina| M7, M8, M9, M10, M11y
M13
) M1, M2, M3, M4, M5, M6, -
19.37 Ac. Sulfuroso M7, M8, M9, M10, M11y
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5. Conclusiones

Se midieron los tiestos por la técnica de IR-ATR, demostrando que no es una
técnica con el suficiente limite de deteccion para detectar la presencia de material
organico, sin la necesidad de realizar ninguna extraccion previa.

Se desarroll6 una técnica analitica mediante CG-EM para la separacion y
deteccion de acidos grasos. Esto con llevo condiciones de derivatizacion.

Se aplicé una técnica de preparacion de muestra que permite la extraccion,
derivatizacién y deteccion de los &cidos graso.

Se realiz6 la validacion de la metodologia analitica propuesta, evaluando la
selectividad, el recobro y la repetibilidad del método, obteniendo buenos
resultados, lo que confirma que el método ofrece resultados confiables.

Se identificaron por el método analitico desarrollado varios biomarcadores de
residuos organicos en cada una de las muestras arqueoldgicas por lo que se
propone que las muestras tenian un uso y no eran vasijas de venta en el posible
mercado.

Con base en los resultados obtenidos se espera que la Arglga. Alma Espinosa
Ruiz cuenta con informacion confiable que contraponga con su teoria inicial para
determinar si las muestras analizadas corresponden a la zona mercantil de
Tzicohuac cabecera, pero no a una seccién de venta de vasijas, trastes o
utensilios, sino a una seccién de venta de alimentos siendo la mayoria alimentos
de origen vegetal.

Se espera que los acidos grasos identificados que aparecian en la mayoria de las
muestras como el acido palmitico y para el cuél se le propuso un posible origen le
aporte informacién relevante a la Arglga. Alma Espinosa Ruiz para determinar si
los alimentos que podrian haber estado presentes en las muestras eran los
mMismos 0 se encontraban en varios tiestos.

Se propone al acido hexanoico como producto de la degradacion de acido oléico
y/o palmitico proveniente de verduras, frutas o pescados que debido a las
condiciones climaticas y el tiempo formaron un acido graso saturado con una
cadena de carbonos mas corta.

Se propone la identificacion de ftalatos como posibles marcadores degradativos
de las bolsas plasticas que almacenan las muestras. Esta informacion es
importante para los arqueodlogos ya que debe evitarse el almacenaje de las
muestras en materiales plasticos.

Finalmente, este trabajo muestra la estrecha relacion que puede existir entre la
Quimica y el patrimonio cultural.
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Capitulo 7

Espectros de IR-ATR de los tiestos analizados
Nota: el espectro de la muestra M3TZIB180 esta en la pagina 40
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Figura 34. Espectro de la muestra M1TziB57.
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Figura 35. Espectro de la muestra M2TziB150.
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Figura 20. Espectro de la muestra M4TziB165.
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Figura 21. Espectro de la muestra M5TziB139.
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Figura 22. Espectro de la muestra M6TziB186.
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Figura 23. Espectro de la muestra M7TziB133.
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Figura 24. Espectro de la muestra M8TziB177.

85



Transmitancia (u.a)

— M9TZI

1.0 -

0.8 +

0.6 —

0.4 -

0.2 -

0.0

4000

| | | | | | |
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Figura 25. Espectro de la muestra M9TziB183.
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Figura 26. Espectro de la muestra M10TziB141.
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Figura 27. Espectro de la muestra M11TziB187.
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Figura 28. Espectro de la muestra M13TziB246.
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