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Introduccion
.

La Quimica, Fisica, Historia, Arqueologia e Historia del Arte son
distintos campos del conocimiento que ayudan para identificar los
materiales de los que estan hechos los bienes que forman parte del
patrimonio cultural. Ademas de la identificacion de los materiales, su

analisis ayuda a la conservacion de dichos bienes.

Ejemplo de estos materiales es el tzauhtli, que es el mucilago
extraido de los pseudobulbos de orquideas, utilizado durante las
épocas prehispanicas y colonial como adhesivo y aglutinante para
realizar mosaicos de pluma y otros trabajos artisticos. En la
actualidad existen reportes, que diferentes etnias de México siguen
utilizando el mucilago de orquideas en la construccién y reparacion

de instrumentos musicales de cuerda.

Este estudio buscd caracterizar el mucilago sin tratamiento previo
alguno, de 3 orquideas: Bletia campanulata, Laelia speciosa y
Cyrtopodium macrobulbon. Se hizo un analisis cualitativo de los

carbohidratos del mucilago, mediante cromatografia de gases.

Para ello se trabajé primero con la orquidea Bletia campanulata, para
reproducir y comparar con el método de referencia (desde la
preparacion de la muestra hasta el analisis por cromatografico). Una
vez que se adaptd el método, se estudiaron las otras dos especies de
orquideas: L. speciosa y C. macrobulbon. Se obtuvieron los perfiles
cromatograficos de las tres orquideas y finalmente se aplicd el
método de analisis a un par de muestras de instrumentos musicales

que probablemente fueron pegados utilizando tzauhtli.

11
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Este proyecto de tesis se distingue de otros por trabajar de manera
multidisciplinaria con especialistas de las ciencias exactas y las
humanidades. Fue desarrollado en el Laboratorio Nacional de Ciencias
para la Investigacién y la Conservacion del Patrimonio Cultural sede
Instituto de Quimica (LANCIC-IQ),

Las dependencias universitarias que participan en este tipo de
proyectos son el Instituto de Investigaciones Estéticas, el Instituto de
Fisica, el Instituto de Quimica y el Instituto Nacional de
Investigaciones Nucleares (ININ), estas instancias académicas se
encargan del manejo, gestion, estudio, proteccidon y conservacion del

patrimonio cultural de México.

12
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Objetivos

Objetivo general:

e Obtener el perfil cromatografico de los carbohidratos provenientes
del mucilago de las orquideas Cyrtopodium macrobulbon, Bletia
campanulata y Laelia speciosa mediante cromatografia de gases

con detector de ionizacion de flama (CG-DIF).
Objetivos particulares:

e Reproducir y adaptar un método cromatografico cualitativo para la
identificacion de los carbohidratos provenientes del mucilago

obtenido directamente al cortar el pseudobulbo de la orquidea.

e Aplicar el método implementado, para el analisis del adhesivo
natural utilizado en 2 muestras de patrimonio cultural de

instrumentos musicales.

e Obtener el perfil cromatografico de otros adhesivos naturales
como gomas y ver si existe diferencia con los perfiles del mucilago

de las orquideas.

e Proporcionar los perfiles cromatograficos de las orquideas Bletia
campanulata, Laelia speciosa y Cyrtopodium macrobulbon para
colaborar con la base de datos “Orquideas productoras de

tzauhtli”, para su caracterizacién (sitio en construccion).

13
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Hipotesis

Con la comparacién de los perfiles cromatograficos del mucilago
de tres especies de orquideas mexicanas se podra identificar al
mucilago utilizado como adhesivo natural en dos muestras de
patrimonio cultural.

14
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Capitulo 1. Antecedentes
1.1 Ciencia de la conservacion

El desarrollo de procedimientos cientificos que pueden usar
cantidades pequenas de muestras, junto con la mayor disponibilidad
de instrumentacién analitica, han despertado gran interés en el
estudio quimico de los materiales utilizados en patrimonio cultural.
Esto ha dado lugar a un aumento en los estudios de investigacion
entre las areas del arte, la arqueologia, la quimica y las ciencias de
los materiales. Como resultado, las colaboraciones multidisciplinarias
exitosas han florecido entre los investigadores de museos,
instituciones de conservacion, universidades y laboratorios cientificos
(Colombini & Madugno, 2009).

Los objetos que conforman el patrimonio cultural tangible, pueden
ser muebles e inmuebles. Entre los primeros se encuentran
pinturas, esculturas, mobiliario, textiles, objetos de culto, joyeria
orfebreria, plumaria, instrumentos musicales, documentos vy
fotografias, entre otros. Los segundos incluyen edificios,
construcciones conmemorativas, cuevas Yy espacios abiertos
adaptados y construidos por el hombre. Todo este universo se
caracteriza porque posee caracteristicas que lo colocan en un grupo

separado del resto de otros objetos similares (Aparisi, 2015).

Segun el International Institute for Conservation of Historic and
Artistic Works (1IC), la Conservacion es definida como “cualquier
accion que se toma para determinar la naturaleza y propiedades de
los materiales empleados en cualquier clase de bien cultural, o en su

alojamiento, manejo o tratamiento, asi como cualquier accién que se

—
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toma para entender y controlar las causas del deterioro, y cualquier
accion tomada para mejorar la condicion de tales bienes”. Por lo
tanto, la conservacion del patrimonio cultural es una actividad de
gran importancia para proteger los objetos que guardan los vestigios
de los testimonios histéricos y culturales de los pueblos y mantener
asi el sentido de identidad de los grupos humanos, asunto que reviste
una consideracion de primer orden en el mundo actual globalizado
(Sanchez & Alvarez, 2011).

De la mano con la conservacion va la restauracion, R. Alcantara
define la restauracion como: una disciplina profesional que busca
asegurar la conservacion material de los bienes culturales, de manera
gue preserven su valor testimonial y puedan cumplir con su funcién
social actual. La disciplina involucra la aplicacién de una serie de
conocimientos e investigaciones cientificas, técnicas y humanisticas,
segun ciertos lineamientos tedricos, a través de una amplia gama de
procedimientos practicos realizados sobre el bien y/o sobre su
entorno inmediato. La restauracion requiere un estudio previo antes
de cualquier intervencidn en el monumento, este tiene un doble
valor, el histdorico y el estético. Es necesario, respetar ambas
instancias de tal modo de no falsificar ni el documento histérico, ni el
estético (Arroyo, 2005).

1.2 Técnicas analiticas como apoyo en la restauracion

Algunas de las intervenciones que tiene la quimica dentro de la
restauracién y conservacion de monumentos son: determinar las
propiedades de los materiales utilizados, asi como conocer los
procesos de deterioro y determinacion de contaminantes presentes

en aire, tierra y agua. Esta informacién es fundamental para elegir la

—
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sustancia protectora a aplicar para conservar los monumentos

adecuadamente y se logra a través de multiples técnicas, como son:

= La difraccion de rayos X (polvos, fluorescencia y monocristal) y
el analisis por microscopia de luz polarizada. Estas técnicas
sirven para determinar la composicion mineraldgica de los
diversos tipos de piedra, del adobe, de ladrillo y materiales
ceramicos.

= La cromatografia, espectrometria de masas, resonancia
magnética nuclear y espectroscopia de infrarrojo se emplean en
la mayoria de las veces para el estudio de material organico,
como la madera, el papel, pigmentos o el caso de los diversos
mucilagos y materiales proteicos usados como adhesivos.

= La espectroscopia de fluorescencia de rayos X por luz
ultravioleta y espectrometria de absorcidon atdomica, sirven para
conocer la composicion elemental y los porcentajes presentes
de los diferentes metales que integran las aleaciones o las
pinturas elaboradas con materiales térreos (Sdnchez & Alvarez,
2011).

1.3 Materiales filmégenos

Los materiales filmdgenos son aquellos que, se aplican en estado
liguido sobre una superficie y al secar forman capas o peliculas
transparentes, utilizandose para preparar aglutinantes (sustancia
organica o inorganica que se mezcla con el pigmento para fijarlo

sobre un soporte), adhesivos y barnices (Bruno & Moles, 2011).

Pueden ser organicos naturales u organicos artificiales. Los
flmdgenos organicos naturales se extraen de los reinos vegetal y
animal, formados por mezclas de compuestos con largas cadenas que

contienen atomos de carbono, hidréogeno, oxigeno y nitrégeno. Segun

—
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su solubilidad se clasifican en lipofilos e hidréfilos. Los lipdfilos son
solubles o hinchables en los disolventes organicos no polares.
Ejemplos de ellos son: los aceites secantes, las ceras y las resinas
naturales. Los hidréfilos son solubles o hinchables en agua, como
son: proteinas, gomas, mucilagos y almidones. Ambos tipos se han
utilizado como aglutinantes en las técnicas puramente acuosas o

temple, también pueden ser usados en la preparacién de adhesivos.

Los materiales filmdgenos organicos artificiales en su mayoria son
polimeros organicos sintéticos, por ejemplo: termoplasticos,
emulsiones vinilicas, acetatos de polivinilo, policiclohexanonas vy

resinas acrilicas y alquidicas (Gémez, 1998).

1.3.1 Adhesivos y adhesion

Un adhesivo puede definirse como un material que cuando se aplica a
superficies las une y resisten la separacion. Su clasificacién depende
de la forma fisica (liquido o pelicula), quimica (epdxidos,
cianoacrilatos, policloroprenos, carbohidratos, etc.) y el tipo de
superficie donde se adhiere (madera, plasticos, metales, vidrios, etc.)
(Kjnloch, 2012).

Los adhesivos funcionan por fendmenos de unién (figura 1.0). La
adhesidn es la atraccién entre dos sustancias resultante de fuerzas
intermoleculares que se establecen entre la interfase. Este concepto
es diferente al de cohesion que solo involucra fuerzas
intermoleculares dentro de una sustancia (Da Silva, Ochsner, &
Adams, 2011).

—
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Cohesion
Se refiere a la resistencia
interna del adhesivo

7 FPPPPP? FPPPFIF 27

Figura. 1.0 Interaccion de las fases en el fendmeno de adherencia (Luder, 2018).

Adhesién
Se refiere a la fuerza de
adherencia en la interfase

Los avances en la tecnologia de adhesivos ofrecen una variedad de
materiales prometedores para su uso en la conservacion. Sin
embargo, los conservadores no pueden usar ningun material sin
probarlo antes. Por lo tanto, se debe desarrollar un sistema de
prueba completo que permita al conservador / cientifico decidir si un
nuevo adhesivo es adecuado para su uso en la conservacion (Berger,
1972).

1.3.2. Gomas y mucilagos

Las gomas y mucilagos, son materiales utilizados en la preparacion
de adhesivos, estan compuestos de polisacaridos que presentan uno
0 mas monosacaridos o sus derivados unidos en una variedad de
posiciones de enlace y estructuras; estan presentes en grandes
variedades de plantas, animales, algas marinas, hongos y otras

fuentes microbianas (Vipul, Girish, Naresh, & Narayan, 2013).

Las gomas son productos exudados en respuesta a ataques fisicos
de insectos, infecciones microbianas u otras condiciones adversas

que no forman parte de la pared celular. Su funcién es sellar el area

—
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lesionada y se pueden recoger del sitio de exudaciéon en la planta. Los
polisacaridos del mucilago son parte de la célula, una parte normal
del metabolismo de las plantas y productos fisioldgicos. Son
carbohidratos solubles en agua producidos dentro de las células que
se extruyen a través de los poros de la pared celular. Se ha
descubierto que los mucilagos desempefan un papel en el
almacenamiento y la retencidn del agua, la lubricacion, la
germinacion de semillas y también pueden funcionar como una
reserva de energia secundaria. Los mucilagos tipicamente requieren
procesamiento como remojo, coccidn o compresion para extraer el

polisacarido para su uso (Bisulca, Odegaard, & Zimmt, 2016).

La hidrdlisis de gomas permite identificar los siguientes azlcares:
glucosa, manosa y xilosa; mientras que los producidos por el
mucilago son: galactosa y arabinosa principalmente (Vipul, Girish,
Naresh, & Narayan, 2013).

1.4 Familia Orchidaceae en México

La palabra “orquidea” se deriva de la palabra griega “orchis”, que
significa testiculo, sugiriendo la similitud de los pseudobulbos o
cormos de algunas de las especies de orquideas a los dérganos

genitales masculinos (Lopéz, 2009).

La familia Orchidaceae constituye uno de los grupos de plantas mas
diversos, con alrededor de 25 mil especies conocidas a nivel mundial.
Las orquideas se distribuyen en todos los continentes (excepto la
Antartida) pero su mayor diversidad se concentra en las regiones
tropicales. México, situado en el limite norte del trépico de cancer,
alberga una notable riqueza de orquideas y han sido registrados en el

pais alrededor de 1260 especies y 170 géneros. Se estima que
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alrededor del 40% de las orquideas mexicanas son endémicas
(Salazar G. , 2004).

Los bosques de neblina y selvas tropicales humedas del sur del pais
son ecosistemas mas favorables para la existencia de orquideas,
éstas se distribuyen en gran parte del territorio nacional, con
excepcion de las zonas de aridez extrema. Las areas montafosas,
con una sequia estacional marcada, como la cuenca de México,
albergan una diversidad moderada de especies y en ellas predominan
los taxones terrestres, en contraste con los ambientes mas célidos y
himedos, donde son preponderantes las especies de orquideas
epifitas (Salazar G. , 2004).

1.4.1 Caracteristicas morfologicas de las orquideas

Las orquideas son plantas herbaceas, perennes (raramente anuales),
terrestres o epifitas, ocasionalmente trepadoras, algunas saprofitas
(nutricion de los residuos procedentes de otros organismos) o
raramente, micoparasitas. La raiz es la parte de la planta que la
mantiene fija a la tierra o al sustrato y por medio de la cual toma
agua y otros minerales del suelo. Las hojas actian como estructura
de reserva para sobrevivir los periodos largos de sequia y el rizoma
son tallos horizontales de donde se originan los pseudobulbos. Los
pseudobulbos por lo general son utilizados por la planta como
almacén de agua y de sustancias de reserva que en parte son
utilizadas para producir flores, frutos y nuevos tallos (Téllez, 2011).
En la figura 1.1 se muestra un esquema general de la morfologia de

una orquidea.
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» Inflorescencia

Pedicelo

Hoja «-
¥ Pseudobulbos

Figura 1.1 Esquema de la morfologia de una orquidea (Fontana, 2017).
A continuacidén, se describen las tres especies estudiadas.

A) Bletia campanulata

Es una especie de orquidea de habitat terrestre, crece principalmente
en matorrales, asi como en laderas herbosas en bosques de encino o
coniferas. Se distribuye desde el occidente y centro de México por
Centroamérica, el norte de Sudamérica y, siguiendo la cordillera de
los Andes, hasta el oeste de Argentina (CONABIO, 2009) se puede

observar en la figura 1.2.

B) Laelia speciosa

Es una especie epifita originaria de México con amplia distribucién en
bosques templados de sierras altas de varios estados de la Republica
Mexicana. Esta es quizd, una de las especies de orquideas mas
conocidas debido a sus grandes y llamativas flores de hasta 10 cm de

ancho (Campo & Mufoz, 2012) se presenta en la figura 1.3.

C) Cyrtopodium macrobulbon

Es una orquidea terrestre que se distribuye en algunos estados del

sur de la Republica Mexicana. Es una planta terrestre que crece sobre
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las rocas y alcanza dimensiones de hasta 1.3 metros de alto,
presenta pseudobulbos en grupos, erectos y rigidos, de 15 a 40 cm
de largo y de 1.5 a 3.0 cm de didametro. Sus hojas son lineares y
presenta flores numerosas de mas de 100 inflorescencias y de
coloracion vistosa (Carranza, Maldonado, Carrillo, & Hernandez,

2015) se puede observar en la figura 1.4.

Figura 1.2 Bletia campanulata Figura 1.3 Laelia speciosa (laelia
(Bodofzt, 2017). majalis orquideas speciosa, 2019).

Figura 1.4 Cyrtopodium macrobulbon (Caro, 2019)
1.4.2 Usos de la orquidea

El uso mas comun de las orquideas es ornamental y algunas veces
como saborizante (vainilla). Durante muchos anos, las flores se
convirtieron principalmente en ramilletes grandes y Illamativos,
utilizando especies como: Cattleya y Cymbidum (Arditti, 1992). En

las figuras 1.5 y 1.6 se muestran ejemplos de estas orquideas.
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Figura 1.5 Cattleya (Colibri orquideas, Figura 1.6 Cymbidum (Orchid
2019). Web, 2019).

1.5 Adhesivo en instrumentos musicales de cuerda

Se ha documentado que artesanos de instrumentos musicales
utilizaban un adhesivo para ensamblar las piezas, Martinez
(Martinez, 1974) menciona que, en el poblado de Villa de Juarez,
Puebla, una persona empleaba la “babilla” del mucilago de una
orquidea para pegar guitarras y violines, sin especificar la especie ni
el modo de preparacién. En el estudio de Berdan y colaboradores
(Berdan, Stark, & Sahagun, 2009), se menciona que en la regién de
la huasteca las orquideas Govenia liliace y Govenia superba han sido
utilizadas como tubérculos frescos para reparar instrumentos
musicales, ademas menciona el uso de la orquidea Encyclia cochleata

para el encolado de instrumentos musicales.

En el estudio de etnobotanica en la sierra tarahumara, se menciona
un pegamento llamado Iki proveniente de la orquidea Bletia aff.
macristhmochila, definiéndolo como “un pegamento fuerte” del
pseudobulbo de esta orquidea de tierra, utilizado en la construccién
de violines, guitarras y sonajeros. De manera breve se describe su

A\

uso de la siguiente forma: “el bulbo fresco se pone en ceniza

caliente, luego se raspa con un cuchillo para producir una pasta”
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(Wyndham, 2004). En reportes mas recientes se habla acerca de la
elaboracion de la jarana tradicional veracruzana, se menciona que los
constructores todavia preparan los adhesivos con los mucilagos
obtenidos de los pseudobulbos de diversos géneros de orquideas,
como las Bletia, Cyrtopodium, Govenia y Prosthechea (Quiroz &
Lavalle, 2019).

Existe otro estudio acerca de la construccién de la jarana huasteca,
en el poblado de Texquitote, SLP. Los primeros reportes se datan en
1920, donde se relata que la jarana era hecha de madera de un arbol
llamado jonote (Heliocarpus appendiculatus) y el adhesivo utilizado
fue el tzactli: mucilago derivado del pseudobulbo de una orquidea, la
cual no lograron identificar debido a que al parecer se extinguid. Sin
embargo, relata que hoy en dia, para obtener el adhesivo en la
region, se utiliza la orquidea identificada como Cyrtopodium
macrobulbon (Guerrero, 2017). La figura 1.7 muestra una jarana

huasteca.

Figura 1.7 Jarana huasteca (Guerrero, 2017).
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1.5.1 El tzacuhtli, tzaucitli o tzauhtli

En el vocabulario que Fray Alonso Molina compuso en el siglo XVI,
esta consignada la palabra tzacuhtli como equivalente al vocablo
espafol “engrudo”. En realidad, no se trata de un verdadero engrudo,
ya que el tzacuhtli o tzauhtli no contiene almidon (Martinez, 1974). A
principios del siglo XX, se comenzdé a estudiar el tzauhtli y lo
describieron como: el principal producto adhesivo que los nahuas
emplearon, unas veces como pegamento y otras como aglutinante,
era de origen vegetal. Lo obtenian de los pseudobulbos de ciertas
orquideas que crecian -y crecen- en diversos lugares de Mesoamérica
(Urbina, 1903).

El tzauhtli o mucilago de orquideas fue estudiado por primera vez en
1995 por Pena y Carolusa. Este trabajo buscé caracterizar el
adhesivo del mosaico plumario “San Francisco en Oracién” (figura
1.8), del siglo XVI. En su trabajo, Pefia muestra que el tzauhtli esta
compuesto por polisacaridos de altos pesos moleculares solubles vy
dispersables en agua. Dentro de la composicion de las gomas vy
mucilagos, ademas del polisacarido (que es su principal
constituyente), se encuentran moléculas pequefias de azucares libres

que no estan unidos al polisacarido (Lopéz, 2009).

Figura 1.8 San Francisco en oracion
( ]
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1.5.1.1 Usos del tzauhtli

A) Arte plumario

El tzauhtli se usaba para fabricar diversos articulos de pluma,
destacando aquellos en los que se seguia una técnica semejante a la
del mosaico, pegando sobre un fondo hecho también de plumas
adheridas sobre algoddén, las plumas de colores que requeria el
modelo de la obra. También se usaba tzauhtli para hacer una pasta
con cafa de maiz seca y molido, con la cual se modelaban diversas
figuras, generalmente pequefias y representando animales, que luego

se cubrian con plumas (Martinez, 1974).

B) El tzauhtli y los pintores

Hay referencias precisas del uso de tzauhtli como aglutinante de los
pigmentos utilizados en multiples aplicaciones en el México antiguo.
Generalmente con fines rituales, se usaban para tefir la piel de
diversas partes del cuerpo: para ennegrecer los cabellos, para
decorar vasijas y otros objetos. También se utilizaban colores para
consignar datos en los libros o cddices, para tefir plumas, el algoddén

y otras fibras (Gonzales, 2006).

1.5.1.2 Preparacion del pegamento en la época prehispanica y

colonial

Se tiene registro de acuerdo con los escritos de Sahagun y de
Hernandez, que habia 3 maneras diferentes de preparar el tzauhtli: la
primera era que una vez recolectado el pseudobulbo, se seccionaba
en pequenos trozos, se ponian a secar al sol y después se trituraban
hasta hacer un polvo. Este polvo se podia almacenar y en el
momento en que se requeria se disolvia en agua. La segunda era

recolectar el pseudobulbo, cortarlo y cocerlo en agua, para asi
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extraer el adhesivo en el agua. La tercera forma de utilizar el tzauhtli
era secretarlo (compresidon) directamente de los pseudobulbos
(Herndndez F. , 1942). En la figura 1.9 se aprecia una imagen del

codice Florentino que se asocia con la preparacion del tzauhtli.

NN P
“A WeEmn ¢ “‘;’_\3\;? :

Figura 1.9 Fabricantes de pegamento, codice Florentino (Martinez, 1974).

1.6 Quimica de los carbohidratos

Los carbohidratos son aldehidos o cetonas polihidroxilados, funcionan
como sistemas de almacenamiento de energia quimica,
metabolizandose a agua, didxido de carbono y calor. Los miembros
de esta clase de compuestos dan estructura a plantas, flores y
arboles (Ege, 1998).

Carbohidratos es el nombre general para los monosacaridos,
disacaridos, trisacaridos, oligosacaridos y polisacaridos, |la
clasificacion se deriva del latin “"saccharum” que significa azucar. Un
monosacarido, o azlcar simple, es un aldehido o cetona que contiene
al menos dos grupos hidroxi adicionales. Por lo tanto, los dos

miembros mas simples de esta clase de compuestos son 2,3-
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dihidroxipropanal (gliceraldehido) y 1,3-dihidroxiacetona. Los

azUcares aldehidicos se clasifican como aldosas; aquellos con un
grupo funcional cetona se llaman cetosas (Vollhardt & Schore, 2018).

En la figura 2.0 se muestran las estructuras de algunas cetosas y

aldosas.
Cetosas
CH,0H CH,OH CH,OH CH,OH
=0 =0 =0 =0
H——OH HO——H H——OH HO——H
H——OH H——OH HO——H HO——H
H——OH H——OH H——OH H——OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
Al d osas D-(+)- Psicosa  D-(-)- Fructosa D-(+)- Sorbosa D-(-)-Tagatosa
° - 0 0
H——OH HO——H H——OH HO——H
H——OH H——OH HO——H HO——H
H——OH H——OH H——OH H——OH
CH,OH CH,0H CH,OH CH,OH
D-(-)- Ribosa D-(-)- Arabinosa D-(+)- Xilosa D-(-)- Lisosa
/O /O /O /O /O /O /O /O
H——OH  HO——H H——OH HO——H H——OH  HO—T—H H——OH HO—T—H
H——OH H——OH  HO——H HO——H H——OH H——OH HO——H  HO——H
H——OH H——OH H——OH H——OH HO——H HO——H HO——H  HO——H
H——OH H——OH H——OH H——OH H——OH H—T—OH H——OH  H——OH
CH,0H CH,OH CH,OH CH,0H CH,0H CH,OH CH,0H CH,OH
D-(+)- Alosa D-(+)- Altrosa D-(+)- Glucosa D-(+)- Manosa D-(-)- Gulosa D-(-)-ldosa D-(+)- Galactosa D-(-)- Talosa

Figura 2.0 Ejemplos de algunas cetosas y aldosas

La nomenclatura de los azlcares D y L indican la configuracidon de un
centro quiral, pero no indican si el compuesto hace girar la luz
polarizada a la derecha (+) o a la izquierda (-). En otras palabras, la
rotacion o6ptica, como los puntos de fusion o de ebulliciéon, es una
propiedad fisica de un compuesto, mientras que “R, S, D y L” son
convenciones que usa el hombre para indicar la configuracion en

torno de un centro quiral (Bruice, 2016).
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El gliceraldehido presenta un estereocentro (figura 2.1), puede existir
como un par de enantidomeros, los isomeros R y S. Fischer asigné la
configuracién D-gliceraldehido de forma equivalente a (R)-(+)-
gliceraldehido, y el L-gliceraldehido es (S)-(-)gliceraldehido (Carey,
2016).

Hg¢° HCZ° Hg¢° Hc=°
H=—C—=OH H OH HO=—C—=H HO H
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

R-(+)-gliceraldehido S-(-)-gliceraldehido

Figura 2.1 Representaciones tridimensionales y proyecciones de Fischer para los
enantiomeros del gliceraldehido.

Formas ciclicas de los carbohidratos

Las aldosas y cetosas tienen dos grupos funcionales, el carbonilo y el
OH, que son capaces de reaccionar entre si. La adicidon nucleofilica
del alcohol al carbonilo forma un hemiacetal. Cuando los grupos
hidroxilo y carbonilo son parte de la misma molécula, resulta un

hemiacetal ciclico (Bruice, 2016).

La formacion de los hemiacetales ciclicos se encuentra mas
favorecida cuando el anillo que resulta tiene cinco o seis miembros. A
los hemiacetales ciclicos de cinco miembros de los carbohidratos se
les llama forma furanosa y a los de seis miembros se les llama forma
piranosa (figura 2.2). El carbono del anillo que se deriva del grupo
carbonilo, el que tiene dos sustituyentes oxigeno, se llama carbono

anomérico (Carey, 2016).
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a-D-glucopiranosa B-D-glucopiranosa

OH OH
OH
OH o OH o
OH OH OH
OH OH
a-D-fructofuranosa B-D-fructofuranosa
HO OH HO
o o OH
OH
OH OH OH

Figura 2.2 Representacion de la forma piranosa de la glucosa y furanosa de la fructosa.

Por ejemplo, la D-glucosa existe en tres formas diferentes: su forma
de cadena abierta y dos formas ciclicas: a-D-glucopiranosa y B-D-

glucopiranosa (figura 2.3).

OH carbono anomérico OH
H——OH
° HO——H O OH
OH — H——OH —-— OH
OH OH H—— OH ™~
carbono anomérico

OH CH,OH OH

a-D-glucopiranosa D-glucosa B-D-glucopiranosa

36% forma abierta 64%

0.02%
Figura 2.3 Equilibrio de mutarrotacion.

El equilibrio para que puedan darse ambas formas ciclicas de la

glucosa recibe el nombre de mutarrotacion (Morrison & Boyd, 2010).

Al acetal o al cetal de un azucar se le llama glicdsido y al enlace entre
el carbono anomérico y el oxigeno del grupo alcoxi se le llama enlace
glicosidico. Los glicdsidos reciben su nombre sustituyendo Ia

terminacion “a” del nombre del azucar por “ido” (Bruice, 2016).
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Los hemiacetales formados por un anillo de seis miembros se trazan

en forma de proyecciones de Haworth. Una forma equivalente de las

representaciones de Haworth son las conformaciones de silla como se

presenta en la figura 2.4.

OH
o
OH H
OH OH
OH

a-D-glucopiranosa

OH

OH
OH
OH

B-D-glucopiranosa

axial

ecuatorial

OH

Figura 2.4 Conformaciones de silla para los andmeros de la glucosa.
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En la tabla 1 se presenta un resumen de las reacciones mas

generales de los carbohidratos.

Tabla 1 Reacciones generales de los carbohidratos

Reaccion Esquema

/o /0
Epimerizacion (Vollhardt & H OH OH o H
Schore, 2018) (CHOH)n H.O (CHOH)n
Lon L on
_0 OH OH
Reordenamiento (Carey, H OH OH" | OH H,0 o}
2016) (CHOH)n H,0 (CHOH)n — (CHOH)n
Lo L oH L on
_0O _OH
HO——H HO——H
Reduccién (Stick & Williams, HO——H _1.NaBH, _ 5 1 4
2010) H——OH 2 H,0* H——OH
H——OH H——OH
CH,OH CH,OH
Acido aldénico
o HO_ _O
’
H on _A9-NHs oy OH +  Ag°
(CHOH)n OH" (CHOH)n
L_onH 2. H,0* L_on
Oxidacion (Carey, 2016) Acido aldarico
(o) HO (0]
’
HNO,
H OH — = » H OH
(CHOH)n 60 °C (CHOH)n
Lon
HO” Yo
fo) 1. NaCN/HCI fo)

. ’ ~
Alargamiento de cadena, r 2. Hy, Pd/BaS0O, r
Kiliani Fischer (Hornbakc, H OH . > H OH

2005) (CHOH)n  3-H3O (CHOH)n+1
I—OH I—OH
(o) (o)
Acortamiento de cadena, r/ 1. NH,OH r/
degradacion de Wohl H OH > H OH
i i 2. Ac,0, 100°C
(Fieser & Fieser, 1981) (CHOH)n Co (CHOH)n-1
LOH 3. HO", H,0 LOH
( ]
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1.6.1 Polisacaridos

Los polisacaridos se pueden definir como polimeros de condensacion
de alto peso molecular basados en unidades de monosacaridos
simples. Una unidad de monosacaridos se une a la siguiente unidad

de monosacaridos mediante un enlace glicosidico (Aspinall, 1970).

Los polisacaridos son biopolimeros Unicos con una enorme diversidad
estructural. Grandes cantidades de polisacaridos se forman
biosintéticamente por muchos organismos, incluidos plantas,
animales, hongos, algas y microorganismos (Heinze, Liebert, &
Koschella, 2006). En la figura 2.5 se sefialan los enlaces glicosidicos
caracteristicos de los polisacaridos, ademas se muestra la glucosa

como unidad monomeérica de la celulosa.

Figura 2.5 Fragmento de la estructura de la celulosa (Ciencia del suelo, 2015).

1.6.1.1 Analisis de estructuras de polisacaridos

La estructura completa de los polisacaridos se establece cuando se
determinan los siguientes puntos: el grado de polimerizacion, es
decir, el niumero de unidades de monosacaridos presentes en la

molécula del polimero; la naturaleza de Ila secuencia de
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monosacarido y el tamafo del anillo (piranosa o furanosa), la
posicidon de enlace de los diferentes monosacaridos y la configuracion
anomeérica (alfa o beta) (El Khadem, 2012).

Algunas técnicas para estas determinaciones son: la espectroscopia
IR ayuda a identificar grupos funcionales (Heinze, Liebert, &
Koschella, 2006), la resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y 13C
sirve para el andlisis estructural, la espectrometria de masas da la
masa molecular del polisacarido (EI Khadem, 2012) y la
cromatografia de gases (GC) y liquidos (CL) son utiles para la

identificacion de carbohidratos (Heinze, Liebert, & Koschella, 2006).

1.7 Cromatografia de gases

La cromatografia es un método fisico de separacidon en donde los
componentes a separar, se distribuyen entre dos fases, una fase
estacionaria, mientras que la otra (fase mdvil) se mueve en una
direccion definida (Mc Nair & Miller, 1998).

En la cromatografia de gases la muestra es vaporizada y acarreada
por un gas inerte a lo largo de la columna. Los componentes de la
muestra son separados unos de otros en funcidn de su presidon de
vapor relativa y de la afinidad por la fase estacionaria (Mc Nair &
Miller, 1998).

La cromatografia de gases se ha convertido en la técnica principal
para la separacion y el andlisis de compuestos volatiles. Se pueden
analizar mezclas complejas de hidrocarburos, pesticidas en suelo y
productos vegetales, drogas en sangre, disolventes de uso industrial,
contaminantes ambientales, aromas, saborizantes empleados para
alimentos, fragancias para la industria de perfumes y la identificacidon

de sustancias inflamables causantes de incendios (Barquero, 2006).
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Para el manejo rapido y simple de un gran nimero de muestras se
utiliza la CG (Davison & Young, 1969) que comunmente ocupa los
detectores de ionizacién de flama (CG-DIF) y espectrometria de
masas (CG-EM). Previo a su andlisis mediante esta técnica
instrumental, los carbohidratos deben volverse volatiles mediante
derivatizacion. La derivatizacion es una transformacion quimica del
analito. El derivado puede tener una estructura similar o
estrechamente relacionada, pero no es lo mismo que el compuesto

quimico original no modificado (Orata, 2012).
1.7.1 Derivatizacion de carbohidratos

Una de las reacciones de derivatizacion utilizada para modificar los
carbohidratos a moléculas volatiles es la sililacion. Los derivados de
sililo se forman por el desplazamiento del protén activo en los grupos
-OH, -NH y -SH (Evershed, 1993). La reaccién general para la

formacién de derivados de sililo se muestra en la figura 2.6.

Grupo sililo
®\/ o
H-Y + —Si-Xx —— | Y™SI=X" 1 o v si_ + x—H
H
Y=N,0,S

Figura 2.6 Esquema de reaccion general de la sililacion.

Se trata de una sustitucién nucleofilica bimolecular donde el grupo
donador de sililo debe presentar mayor basicidad que el grupo de los
protones activos, ademas debe ser capaz de estabilizar la carga

negativa y no tener interaccién del tipo  (p-d) (Evershed, 1993).

Existen otros métodos de derivatizacién para azlcares, pero el mas

simple y el mas rapido para el analisis de rutina es la sililacion, que
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producen los derivados del trimetilsilano (TMS) (Rojas, Alarcén,
Elizalde, & Rojo, 2004). Algunos de los reactivos mas utilizados para
llevar a cabo la sililacion son lo que se presentan en la figura 2.7, las
condiciones de temperatura y tiempo de reaccion difieren con cada

uno de ellos (Ruiz, Hernandez, Rodriguez, Sanz, & Martinez, 2011).

| |
& -

- /SI
F 07N 07\
F
SN SN
F I |
—Si —Si
/N / \

N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) N,O-Bis(trimetilsilil)acetamida (BSA)

—Si
/ \

N-Metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) N-trimetilsilildietilamina (TMSDEA)

\ /XN \ H / /
—Si- —Si—N-Si— -Si—
/SI N\% /I |\ Cl SI\

Trimetilsililimidazol (TMSIM) Hexametildisilazano (HDMS) Trimetilclorosilano (TMCS)

Figura 2.7 Reactivos para sililacion

El analisis de aldosas y cetosas es complicado por el gran nimero de
compuestos homodlogos y por las multiples estructuras presentes en
solucién: a- y B-piranosa y a- y B-furanosa ademas de la forma
abierta del monosacarido. Es comun primero convertir los azucares
en derivados de la cadena abierta y el método tradicional de eleccién
ha sido la oximacién, que produce solo dos picos por monosacarido

(los isémeros syn y anti) y un pico para polisacaridos (Andrews,
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1989). Un procedimiento popular estd basado en el trabajo original
de Sweeley que fue subsecuentemente desarrollado por otros grupos,
donde los azucares inicialmente son convertidos en oximas a partir
de una reaccidn con hidroxilamina en piridina, y después con
hexametildisilazano (HDMS) y acidos organicos forman los derivados
de trimetilsilano (Ox-TMS). Las ventajas de este método son:
tiempos relativamente cortos de reaccién, manejo simple de la
muestra y reactivos econdmicos (Adams, Chen, Landman, & Colmer,
1999). En la figura 2.8 se muestra a manera de ejemplo la reaccion

para la formacién de la oxima y la sililacién de la glucosa.

PTMS

N. —Si-N-Si—
CHO 2" “OH N | MNeotus N
H——OH NH,OH ® HCI H——OH H——OH TFA H——O0TMS H——O0TMS
P B ————— —_—
HO——H HO——H HO——H OTMS——H OTMS——H  + NHs(g) T
H——OH N H——OH *
| H——OH  go°C, 15 min H——O0TMS H——O0TMS
—_ ~
H OH N H——OH H——OH H——OTMS H——O0TMS
CH,0H 80°C , 15 min CH,0H CH,0H CH,0TMS CH,0TMS

Figura 2.8 Esquema de reaccion para la derivatizacion de la glucosa

1.7.2 Instrumentacion

Un esquema general de los componentes de un cromatégrafo de
gases se muestra en la figura 2.9. Sus componentes principales son:
la fase movil, controladores de presidon, puerto de inyeccion,
columna, horno, detector y el procesador de datos (software). Mas

adelante se iran describiendo cada uno de ellos.
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Detector

Suministro de
fase movil

Control de
presion

Software

Columna/Horno

Figura 2.9 Esquema general de los componentes de un cromatdgrafo de gases
(CHROMEDIA ANALYTICAL SCIENCES, 2019).

Fase movil (Gas acarreador)

El gas acarreador es la fase moévil en CG. Su funcion es llevar la
mezcla de los solutos desde que se introduce en el inyector hasta la
salida del detector, pasando a través de la columna donde se produce
la separacidon. Debe ser quimicamente inerte y no interaccionar con la
columna ni con los componentes de la mezcla, es decir, no debe
afectar el proceso de separacidon que ocurre en la columna. Los gases
mas utilizados son: nitrégeno, helio, hidrégeno y argéon (Valcarcel &
Gomez, 1994).

Puerto de inyeccion

La funcidon principal del puerto de inyeccién en CG es proporcionar
una transferencia precisa y reproducible de la muestra a la columna
(Handley & Adlard, 2011).

Algunos puertos de inyeccion que se han desarrollado para
cromatografia de gases son: split/splitless, cold on column, PTV,
entre otros (Robards, Haddad, & Jackson, 1994).

El puerto de inyeccion mas comun y ampliamente utilizado es el
llamado split/splitless. En el modo split, la muestra se inyecta,

luego se evapora y se mezcla homogéneamente con el gas portador,
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se divide en dos porciones desiguales, la mas pequena pasa a la
columna, mientras que el resto se desecha, por lo tanto este modo
no es el mas apropiado para el andlisis de trazas o para muestras
muy complejas que contienen componentes que sobrecargarian la
columna (Robards, Haddad, & Jackson, 1994).

En el modo splitless, |a totalidad de la muestra inyectada es dirigida
hacia la columna, se utiliza para el andlisis de trazas de analitos, que
representan menos del 0.01% de la muestra. Se introduce un
volumen entre 1-5 pL de muestra (Robards, Haddad, & Jackson,
1994).

En la figura 3.0 se muestran los componentes principales en un

inyector tipo split/splitless.

Septa
Salida de purga de Septa

Gas acarreador

Salida de split
Bloque de metal

Camara de vaporizacion
Liner

Columna

Figura 3.0 Seccion transversal tipica de un inyector split/splitless (CHROMEDIA
ANALYTICAL SCIENCES, 2019).
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Sistema de separacion

La columna es el corazén del sistema cromatografico. Determina la
selectividad y eficiencia de la separacién. El proceso de separacion
que se produce en la columna implica un equilibrio establecido por el

soluto entre la fase estacionaria y la mdvil (Mc Nair & Miller, 1998).

La fase estacionaria debe ser térmicamente estable, no reactiva,
tener una volatilidad despreciable y no exceder la temperatura
maxima de operacion que pueda provocar el sangrado de la columna,
lo que contribuye al ruido del detector y la deriva de la linea base
(Braithwaite & Smith, 1985). Existen 2 tipos de columnas

cromatograficas, que se describen a continuacion.

A) Columnas empacadas

Contienen un soporte sdlido de particulas finas recubiertas de una
fase estacionaria liquida no volatil, o el sélido mismo es la fase
estacionaria. A pesar de su menor eficiencia, las columnas
empacadas son Utiles para separaciones preparativas, en las que se
precisa una gran cantidad de fase estacionaria, o para separar gases
gue no son muy retenidos. Las columnas, son de acero inoxidable,
niquel o vidrio, sus dimensiones tipicas son 3-4 mm de didametro y 1-
5 m de longitud (Harris, 2007).

B) Columnas capilares

Son columnas largas, abiertas y estrechas, fabricadas de silice
fundida (SiO2) y recubiertas de poliimidas (un polimero capaz de
resistir mas de 350 °C), como soporte y como proteccién contra la
humedad atmosférica. Los diametros interiores tipicos son entre 0.1
y 0.53 mm, las longitudes tipicas estan entre 15 y 100 m. Las

columnas estrechas dan mayores resoluciones que las columnas
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anchas, pero requieren una presion de trabajo mayor y tienen menor

capacidad de muestra (Harris, 2007).

La eleccidén de la fase estacionaria se basa en la estructura quimica
de los componentes, pueden ser polares o no polares. En la figura

3.1 se muestran las fases estacionarias de uso frecuente.

100% x% y% x% ¥ x% y%

I Polidad )

Figura 3.1 Fases estacionarias mas utilizadas en CG (Chromacademy, 2019).

Sistema de deteccion

El propdsito del detector es monitorear el efluente de la columna,
midiendo las variaciones en su composicion, la mayoria son del tipo
diferencial, dan una sefial de cero cuando solamente esta pasando el
gas portador. Cuando un componente se eluye y se detecta, la senal
producida es proporcional a la concentracion o masa del componente
(Braithwaite & Smith, 1985). A continuacion, en la tabla 2 se

presentan los detectores mas utilizados en CG.

42

—
| —



Tabla 2. Listado de algunos detectores y el tipo de compuestos que se pueden analizar

(Ahuja, 2003).

Conductividad térmica (DCT)
Ionizacion de flama (DIF)

Captura de electrones (DCE)

Fotoionizaciéon (DF)
Nitrogeno/ fosforo
Flama fotométrica (DFF)

Emision atomica (DEA)

Electroconductividad (DEC)

Quimioluminiscencia
Radiactividad

Espectrometro de masas

Universal
La mayoria de los compuestos de
carbono
Compuestos halogenados
Compuestos aromaticos
N-, P-, y compuestos que contengan
halégenos
Compuestos que contengan S-y P-
Metales, y compuestos que contengan
halégenos
S-, N- y compuestos que contengan
halégenos
Compuestos que contengan S-
14y 13C

Variedad de compuestos

Uno de los detectores mas comunes y con gran variedad de

aplicaciones es el detector de ionizacion de flama (DIF).

El DIF proporciona una respuesta selectiva a los compuestos
organicos, bajos limites de deteccién, estabilidad a largo plazo,
simplicidad de operacién, bajo volumen muerto, una respuesta rapida

y un buen intervalo de respuesta lineal (Cazes, 2004).

El detector funciona porque la combustion de compuestos de carbono
producen iones (Holm, 1999), el mecanismo de respuesta de este
detector (figura 3.2) se ha descrito de la siguiente manera: el gas
acarreador de la columna se mezcla con el gas de combustién y con
el gas auxiliar (make-up), se quema en una camara a través de la

cual fluye el exceso de aire y la llama prende mediante un ignitor. Un
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colector cilindrico, colocado a poca distancia sobre la llama, recoge
iones mediante la aplicacidon de un voltaje (200-300 V) entre la punta
del efluente y el electrodo colector. Las pequefas corrientes de iones
se convierten a un voltaje y se aumentan mediante un amplificador
(Poole, 2015).

Colector — o
(-200V) —
—_— -;»-:_‘ Ampliﬁcador
Aislantes =
Aire. Ignitor
H, +
makeup

Figura 3.2 Diagrama representativo de un detector de ionizacion de flama (Poole, 2015).

En general, se cree que la formacidén de iones resulta de la ionizacidn
gquimica de la molécula CHO* producida por la reaccion radicalaria de
Oe y CHe

CHe + Oe —» CHO* —» CHO* + e~

El ion CHO* original luego reacciona rapidamente para producir iones

H3O" y otros iones de hidrocarburos secundarios (Poole, 2015).
HCO* + H0 <« H30* + CO
1.8 Parametros cromatograficos

Un parametro es una cantidad que puede tener distintos valores que

caracteriza un proceso, una operacion o un resultado.
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Se puede evaluar la forma, la posicidén y la resolucién de los picos de
un analisis cromatografico y se pueden correlacionar con factores
quimicos. En el caso de la cromatografia los parametros que
describen un cromatograma pueden correlacionarse
satisfactoriamente con descripciones de los procesos moleculares que

tienen lugar durante las separaciones (Rubinson & Rubinson, 2001).

Los conceptos en los que se basan las separaciones cromatograficas
y aquellos parametros que son de utilidad para comprender y
mejorar la calidad de los cromatogramas, se presentan a

continuacion.

Tiempo de retencion t,: es el tiempo caracteristico que tarda un
analito particular en pasar a través del sistema (desde la entrada de
la columna hasta el detector) bajo las condiciones fijadas. Este
parametro consta de dos componentes y la forma de calcularlo se

muestra en la ecuacion 1.
tg =ty +ti ... (1)

> t5, tiempo de retencidn corregido, tiempo que realmente se
invierte en la retencién de un soluto por la fase estacionaria
(Hernandez & Claudio, 2002).

> ty, tiempo muerto es lo que tarda una especie no retenida en
llegar al detector (Dettmer-Wild & Engewald, 2014).

Factor de retencion k': Las caracteristicas de retenciéon de los
componentes suelen describirse en la practica por el factor de
retencién o capacidad, el cual relaciona el tiempo que un soluto paso
en la fase estacionaria con el tiempo que paso en la fase movil. En la

ecuacion 2 se presenta la expresion matematica, donde t; es el
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tiempo de retencion corregido y ty es el tiempo muerto (Dettmer-
Wild & Engewald, 2014).
tr
"=—..(2
K= (2)
Los factores de retencion mayores favorecen una buena separacion,
pero también incrementan el tiempo de elucién y el ancho de la

banda. Idealmente las separaciones adecuadas se realizan cuando el

valore de k' es entre 1 y 5 (Hernandez & Claudio, 2002).

Selectividad a: La capacidad de una determinada fase estacionaria
para separar dos componentes A y B, se expresa como a,
matematicamente es la relacion de tiempos de retencion corregidos
entre dos solutos adyacentes (ecuacién 3). Los valores oOptimos
tienen que ser mayores a la unidad (Sierra, Gomez, Pérez, &
Morante, 2009), a describe la separacion entre los centros de los
maximos de los picos cromatograficos, pero no tiene en cuenta las

anchuras de pico.

they Kp'

= =i 3)

R(A) A

Platos tedricos N: Se considera que la columna cromatografica esta
constituida por numerosas etapas, denominadas platos. Se considera
que en cada plato se establece un equilibrio del componente entre la
fase movil y la fase estacionaria y el desplazamiento del analito a
través de la columna se trata como una transferencia de la fase movil
desde un plato al siguiente. La eficiencia de la columna aumenta al
hacerlo el nimero de estas transferencias (Hernandez & Claudio,

2002).
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El niumero de platos tedricos se puede calcular con la siguiente
expresion (ecuacion 4), donde; tp es el tiempo de retencidon sin
corregir, ¢ es la desviacion estandar del pico gaussiano, w, es el

ancho de pico y wy, es el ancho de pico a la mitad de la altura.

2 2 2

N () 216 (8) 2 sas(t) )

Wy Wh

Altura equivalente a un plato tedrico (AEPT), H: La forma de
representar los “n” equilibrios entre los analitos y la fase estacionaria
se puede calcular mediante H, ya que el niumero de platos tedricos
sera directamente proporcional a la longitud de la columna, de forma

que, si ésta se representa por L, H viene dada por la ecuacion 5.

Es un criterio importante que relaciona la eficiencia de una columna y
que se puede usar con fines comparativos (Dettmer-Wild &
Engewald, 2014).

Resolucion: Es una medida del grado cuantitativo de la separacién,
a partir de los valores de los picos gaussianos observando su ancho a
la base. Si R= 1.5, los dos picos se superponen un 0.3%, mientras
que si R=1, la superposicion es del orden del 2%, que puede
considerarse adecuada para muchos analisis; para calcular este valor
se utiliza la ecuacidon 6 (Dettmer-Wild & Engewald, 2014) (Hernandez
& Claudio, 2002).

R = 2(tgz — tr1)
Wh1 + Wp2

(6)
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Capitulo 2. Metodologia experimental
I —

2.1 Disolventes y reactivos

e 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano [HDMS] (=299.0%) Fluka
Analytical (USA)

e piridina (py) 99+% Sigma Aldrich (USA)

e hidroxido de sodio BioXtra (=298%) anhidro Sigma Aldrich (Suecia)

e Aacido sulfurico al 98% m/v Sigma Aldrich (USA)

e clorhidrato de hidroxilamina (99%) Sigma Aldrich (USA)

e isoctano (HPLC) Fermont (Monterrey, N.L Mex.)

e Qacido trifluoroacético (TFA) ReagentPlus (99%) Sigma Aldrich
(USA)

e didxido de carbono (hielo seco)

e agua tipol

2.2 Estandares

e glucosa, arabinosa, galactosa, fructosa, sacarosa, rafinosa
SUPELCO (USA)

e 1-Dodecanol Fluka (USA)

e Patron MDL Agilent Technologies (USA)

2.3 Equipos e Instrumentos

e Micropipeta 100-1000 pL VWR modelo 613-5265

e Micropipeta 20-200 pL Biohit modelo m200

e Balanza analitica marca A&D modelo GH-202

e Ultraconcentrador SpeedVac Concentrator Thermo SCIENTIFIC
modelo SAVANT ISS110.

e \Vortex Genie-2
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e Cromatografo de gases con un detector de ionizacion de flama
marca Agilent modelo 7890B, automuestreador 7693 y software
Open LAB CDS 2014.

e Columna capilar HP-1 (100% polidimetilsiloxano), dimensiones
15 m x 250 um x 0.25 um (Agilent Technologies, USA).

Material de laboratorio

e Matraces volumétricos de 100, 50, 25 mL
e Vaso de precipitado de 100 mL

e Pipeta graduada de 2 mL

e Probeta graduada de 10 mL

e Viales de reaccion de 5 mL

e Espatula

e Tiras reactivas de pH

e Tubos eppendorf 1 mL

e Viales para CG

e Insertos

2.4 Muestras de pseudobulbos de orquideas y gomas

Las orquideas mencionadas en fuentes historicas con las que se
desarroll6 este proyecto provienen del acervo vivo que se encuentra
ubicado dentro de las instalaciones de la Escuela Nacional de
Conservacién Restauracion y Museografia (ENCRyM). Todas las
orquideas fueron identificadas por la Dra. Irene Avila Diaz, Dr. Adolfo
Espejo y el Dr. Miguel Soto Arenas. Proporcionadas por la Maestra en
Restauracion Lilian Garcia-Alonso, tuvieron permiso de colecta (Ley
General de Vida Silvestre, 2000) y fueron cuidadas en condiciones
ambientales Optimas durante 2 afos. Las orquideas también

representan lo que se ha denominado patrimonio biocultural.
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Bletia campanulata el ejemplar pertenece a una coleccidon de
Garcia-Alonso, de la ENCRyM. De esta especie se trabajaron 2
pseudobulbos, uno joven recolectado en marzo y uno maduro

recolectado en junio, figura 3.3.A).

Laelia speciosa el ejemplar provino de la colecta en Hualula,
Hidalgo 2016, figura 3.3.B).

Cyrtopodium macrobulbon el ejemplar provino de la colecta en
San Andrés de la Cal, Morelos 2016, figura 3.3.C).

14

Goma de nopal provino de “El llanito, Guanajuato”.

Goma sandarak de la marca Kremer.

Figura 3.3 Pseudobulbos de: A) Bletia campanulata, B) Laelia speciosa y C)
Cyrtopodium macrobulbon

2.5 Muestras de patrimonio cultural

e Laud de madera de pino, coleccion del Gran Nayar del Museo
Nacional de Antropologia. Fue adquirido por Alfonso Soto Soria en

1964, procedié de San Sebastian, Mezquitic, Jalisco.
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e Laud huichol de madera de pino “Kanari Wixarika” es parte de la
coleccién de instrumentos del Seminario Taller de Conservacion y
Restauracion de Instrumentos Musicales (STOCRIM) en la
ENCRyM. Fue adquirido por Sandra Maria Alvarez Jacinto en 2013,
provino de México, Gran Nayar, Jalisco, Mezquitic, Keruwitia “las

latas”.

2.6 Sistema cromatografico

Se utilizd un cromatografo de gases (figura 3.4) con un detector de
ionizacién de flama (Agilent 7890B, automuestreador 7693), con un
puerto de inyeccidon split/splitless y He como gas acarreador. La
adquisicion y tratamiento de datos se hizo con el software Open Lab
CDS.

Se determinaron experimentalmente los parametros cromatograficos
de la columna, previo a realizar los andlisis de los azucares
derivatizados. Se prepard una disoluciéon que contuviera algunos de
los compuestos con los que el fabricante (Agilent Technologies)
evalud la columna, para ello se utilizd la disolucién patron MDL, que
contiene tridecano (Ci3), tetradecano (Cis4), pentadecano (Cis) y se le
agregd 1-dodecanol. Para evaluar el tiempo muerto se inyecté gas
butano. Las condiciones de analisis fueron las mismas que reporta el
certificado de desempeiio de la columna, la fase mdvil utilizada fue
He, a un flujo de 1 mL/min, la temperatura del inyector fue 275 °C,
modo splitless, la temperatura del detector fue 325 °C. Se realizé un

analisis isotérmico a 135 °C.
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L —
Figura 3.4 Cromatdgrafo de gases Agilent 7890B, utilizado en el analisis

experimental.

2.7 Método cromatografico para el analisis de carbohidratos

El analisis cromatografico se realizd con base en el método propuesto
por Pefla y colaboradores, se hicieron ajustes de acuerdo con las
caracteristicas de la instrumentacion con la que cuenta el LANCIC. La
fase movil utilizada fue He, a un flujo de 2 mL/min. La temperatura
del inyector fue 280 °C, modo splitless, la temperatura del detector
fue 300 °C. Se utilizd6 un programa de temperatura (figura 3.5)
iniciando en 40 °C durante 0 min, incrementando a 15 °C/min hasta
150 °C, volviendo a incrementar a 4 °C/min hasta 170 °C, y
finalmente incrementando a 8 °C/min hasta 280 °C durante 5 min.

Se inyectd 1 uL de la muestra.

Programa de temperatura 280°C
e Smin
170°C /3°(_f_-"|11in
!
150°C /-‘0( /min

e
40°C // 15°C/min
- e

0 min

Figura 3.5 Programa de temperatura para el método cromatografico.
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2.8 Controles

Con el fin de evaluar que la senal electronica del sistema
cromatografico, del disolvente y las sefiales provenientes de los
reactivos utilizados en la derivatizacion, no interfirieran con las
sefales provenientes de las muestras, en cada analisis se inyectaron
3 blancos: blanco electrénico, de disolvente y de reactivos. El blanco
electrénico se realizé inyectando 1 pL de aire de un vial vacio, para el
blanco de disolvente se inyectd 1 L de isoctano y para el blanco de
reactivos, se hizo todo el procedimiento de preparacion de muestra
(hidrélisis y derivatizacién) y se inyecté 1 pL de la disolucion

resultante.
2.9 Evaluacion de la precision del método

En tres dias diferentes se realizd la extraccidn e hidrdlisis de los
polisacaridos de las tres orquideas estudiadas, siguiendo la misma
metodologia que se presenta en la seccion 2.10.3 después se
procedid a realizar la derivatizacidn como se indica en la seccion
2.10.2. Se obtuvieron los perfiles cromatograficos y se evallo la

precision del método calculando la desviacion estandar.

2.10 Preparacion de las muestras

2.10.1 Preparacion de las disoluciones

Se prepard una disolucion de H2SO4 0.05 M tomando 0.4 mL de una
disolucion de H2S04 al 98% m/v y se llevd a un volumen de 100 mL
con agua desionizada. La disolucién de NaOH 2 M se prepard pesando
2 g de esta sustancia y disolviendo en un volumen de 25 mL.

Para la disolucion de NH2.OHeHCI al 2.5 % m/v se pesaron 1.25 g del

reactivo y se disolvio en un volumen de 50 mL de piridina.
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2.10.2 Obtencion de los derivados sililados de los estandares

De cada estdndar de azlucar se pesd en un vial de reaccién,
aproximadamente 5 mg. Posteriormente se derivatizaron cada uno de
los azlcares adicionando 500 uL de clorhidrato de hidroxilamina en
piridina al 2.5 %m/v. La disolucién se calenté a 80 °C en un horno
durante 15 minutos posteriormente se dejoé enfriar a temperatura
ambiente. Se adicionaron 450 pL hexametildisilazano y 50 pL de TFA.
Esta mezcla se calenté a 80°C durante 15 minutos. Pasado el tiempo
de reaccidon se dejo enfriar a temperatura ambiente y se liberd el
amoniaco generado. Finalmente se evapor6 a sequedad con
nitrégeno gaseoso AP (Nz). Se realizd una extraccion de los
compuestos derivados con 4 mL de isoctano y finalmente se inyectd 1

WL al cromatdgrafo de gases.

Preparacion de la mezcla de estandares: en un vial de inyeccion se
colocaron 100 pL de cada uno de los estandares derivatizados, se

agitaron y se inyectd 1 pL al cromatdégrafo de gases.

2.10.3 Extraccion e hidroélisis parcial de polisacaridos en
orquideas

Se lavd con agua cada uno de los pseudobulbos de las tres especies
de orquideas, se retird el tejido epidérmico y se cortd en varios
fragmentos, para obtener directamente el mucilago de cada
orquidea. Los pedazos de pseudobulbos obtenidos se muestran en la

figura 3.6.

A)

Figura 3.6 Pseudobulbos limpios: A) Bletia campanulata, B) Laelia speciosa y C)
Cyrtopodium macrobulbon.
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Se pesaron aproximadamente 0.5 g de pseudobulbo y se colocaron
en un vial de reaccion, se afiadieron 4 mL de la disolucidon de H>SO4
0.05 M y se calenté a 80 °C durante 2 horas 30 minutos. La mezcla
se enfrid a temperatura ambiente y se neutralizé el exceso de acido

con una disolucion de NaOH 2 M.

La disolucion anterior se transfirio a tubos eppendorf de 1 mL, cada
uno de ellos se congeld con un bafio de hielo seco/acetona y se
colocaron en el ultraconcentrador durante 6 horas. Se obtuvo un
polvo fino blanco, que fue transferido a un vial de reaccidn (ver figura
3.7).

Figura 3.7 Mucilago de Cyrtopodium macrobulbon seco.

El residuo seco, que contiene los polisacaridos, se derivatizé como se

describe en la seccion 2.10.2.

Se practicd el mismo analisis para los dos pseudobulbos de la especie

Bletia campanulata, recolectados en el mes de marzo el “pseudobulbo

|\\

joven”y en el mes de julio el “pseudobulbo maduro”.
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2.10.4 Extraccion e hidroélisis parcial de polisacaridos en
muestras de patrimonio cultural

Como se puede apreciar en la imagen 3.8, la muestra proporcionada
es un trozo de madera, donde se supone hay presencia del adhesivo
tzauhtli, por ello se tomé muestra de 2 regiones, una en donde se
apreciaba un recubrimiento ligeramente blanco y otra donde se veia
limpia la superficie de la madera. Se rasparon ambas superficies y se
pesaron 10 mg de cada una, los cuales se colocaron en un vial de
reaccion para realizar la preparacién de la misma forma que en la
seccién 2.10.3 y 2.10.2.

(8 |

Figura 3.8 Laud de la coleccidon "El gran Nayar" (arriba), muestras tomadas para el
analisis (abajo).
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Para el analisis de polisacaridos en la segunda muestra de patrimonio
cultural, lalud huichol de madera de pino “Kanari Wixarika”, debido a
la pequena muestra con que se contaba (como puede observarse en
la figura 3.9), se pesé toda ella (4 mg) en un vial de reaccion para

realizar la preparacion como se indica en la seccion 2.10.3 y 2.10.2.

- 5~:.‘:'_ = o
Figura 3.9 Muestra laud de madera de pino “Kanari Wixarika”.

2.10.5 Extraccion e hidrdlisis parcial de polisacaridos en gomas

Se pesaron aproximadamente 0.5 g de las tres muestras de gomas.
Para el proceso de extraccidn e hidrélisis se siguid la misma
metodologia presentada en la seccion 2.10.3, la derivatizacion de los
carbohidratos extraidos se llevé a cabo como se indica en la seccién
2.10.2.
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Capitulo 3. Resultados y discusion
I ——

3.1 Evaluacion del sistema cromatografico

En la tabla 3 se muestran los valores obtenidos de los parametros
evaluados: tiempo de retencidon (tr), factor de retencién (k'), platos
tedricos por metro (N/m), selectividad (o) y resolucién (Rs). Los
valores obtenidos de t;, k' y (N/m) se compararon con respecto al
valor de referencia del certificado de la columna usada en este
trabajo, resultando ser muy parecidos los datos obtenidos en el
laboratorio. El tiempo muerto fue de 0.66 minutos.

Se puede observar que los valores experimentales de a y Rs para el
par Cis y 1-dodecanol, indican que hay una adecuada separacion,
comparando con los datos que proporciona el certificado. De acuerdo
con los datos obtenidos, se determind que el sistema es adecuado

para realizar las separaciones cromatograficas.

Tabla 3 Parametros cromatograficos calculados para la evaluacién del sistema.

tr tr K' K' Platos
Estandar experimental | referencia ) . a Rs N tedricos/metro
min min experimental | referencia (N/m)
Cis 2.206 2.388 2.337 2.220 - - -
Experi- Certifica-
Ci4 3.214 3.520 3.862 3.750 - - - mental do
1-dodecanol 4.041 4.448 5.113 5.000
1.66 | 8.79 | 34235
Cis 4,894 5.408 6.404 6.290 2853 3677

3.2 Controles

Los cromatogramas obtenidos de los controles (blanco electrdnico,
blanco de disolventes y blanco de reactivo) se presentan en la figura
4.0. Mediante estos controles se determiné que a partir del minuto

2.5, las senales detectadas corresponden a la muestra analizada.
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Figura 4.0 Cromatogramas de los blancos evaluados.

3.3 Analisis cromatografico de los estandares de carbohidratos

El tratamiento de los estandares comenzd con la etapa de
derivatizacion. Al afadir la disolucién de clorhidrato de hidroxilamina
en py, se pudo observar que después del calentamiento se logra
disolver el estandar. Con la adicion de HDMS y TFA se forma un

precipitado de color amarillo paja de consistencia pastosa (lo mas
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probable es que sea una sal de py ya que esta en exceso). Sin

embargo, la extraccion con isoctano del analito derivatizado resulto

ser una disolucion homogénea e incolora.

A continuacién, en las figuras 4.1 a 4.6 se presentan los
cromatogramas correspondientes a los estandares de los
monosacaridos derivatizados.
80
ol
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pT!ﬂS
60 N N-otms
TMSO! H TMSO H
50 H OTMS + H OTMS
H OTMS H OTMS
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Figura 4.1 Cromatograma del derivado Ox-TMS de arabinosa.
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Figura 4.2 Cromatograma del derivado Ox-TMS de fructosa.
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Figura 4.3 Cromatograma del derivado Ox-TMS de glucosa.
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Figura 4.4 Cromatograma del derivado Ox-TMS de galactosa.

En la serie de cromatogramas que corresponden a las figuras 4.1-4.4
se observan dos picos en mayor proporcion, con respecto a las
demas sefales. Se observan algunas sefiales de menor intensidad,
probablemente impurezas. Los dos picos mayoritarios corresponden a
los monosacaridos derivatizados en su forma syn y anti, que de

acuerdo con el trabajo de Sweeley (Adams, Chen, Landman, &
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Colmer, 1999) los azucares inicialmente son convertidos en oximas a
partir de una reaccién con hidroxilamina en piridina y después en la
reaccion con HDMS y Aacidos organicos forman los derivados de
trimetilsilano (Ox-TMS). Los productos de estas reacciones se
presentan en cada uno de los cromatogramas. Debido a la formacion
de la oxima se producen dos isdbmeros geométricos syn y anti, por lo
tanto, se infiere que el impedimento estérico del derivado anti
provocara menor interaccion de las moléculas y de esta forma la
volatilidad del derivado aumentara. En consecuencia, este compuesto
es el que eluye primero.

La derivatizacion, para los monosacaridos implica la formacién de una
oxima. Para que esto ocurra es fundamental que exista un grupo
carbonilo, ahi se llevara a cabo la condensacion con la hidroxilamina.
En la sacarosa y la rafinosa no ocurre la reaccion de oximacién
debido a la ausencia del grupo carbonilo, en estos carbohidratos solo
ocurre la reaccién de sililacion.

Para el caso de los di y trisacaridos, se puede observar solo un pico
(figura 4.5 y 4.6) correspondiente al estandar sililado en todas las

posiciones donde encuentre al grupo hidroxilo.
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Figura 4.5 Cromatograma del derivado sililado (TMS) de sacarosa.
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Figura 4.6 Cromatograma del derivado sililado (TMS) de rafinosa.

La figura 4.7 muestra el cromatograma de una disolucién de la

mezcla de los estandares utilizados.
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Figura 4.7 Cromatograma de una disolucién de los estéandares derivatizados.

Los tiempos de retencién de cada uno de los estdndares y saber el
nimero de unidades monoméricas que representan, sirvié para
definir intervalos de tiempo que, permitieron identificar senales de
mono, di o trisacaridos.

Para definir estos intervalos se utilizd como referencia el trabajo de
A. Lépez. A continuacién, en la tabla 4, se muestran los intervalos de

tiempo establecidos.
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Tabla 4 Tiempo
derivatizados.

de

retencién correspondientes

a

los estandares

de azlcares

Intervalo de

Carbohidratos Estandar R —
Arabinosa-Ox-TMS-anti 11.18
Arabinosa-Ox-TMS-syn 11.26
Fructosa-Ox-TMS-anti 14.25
Fructosa-Ox-TMS-syn 14.38
Monosacaridos Glucosa-Ox-TMS-anti 15.01 L1 00-16.00
Glucosa-Ox-TMS-syn 15.17 ' '
Galactosa-Ox-TMS-anti 14.86
Galactosa-Ox-TMS-syn 15.21
Disacaridos Sacarosa-TMS 22.03 22.00-25.00
Trisacaridos Rafinosa-TMS 28.91 28.00-31.00
3.4 Precision del método
Se realizaron tres ensayos en diferentes dias para calcular la

precisién intermedia de la metodologia utilizada. Como ejemplo, en la

figura 4.8, se muestra el perfil cromatografico de la especie C.

macrobulbon. Se observé que los picos correspondientes a los

monosacaridos tienen la misma intensidad y resolucién. En la region

de los disacéridos, en los 3 cromatogramas solo se observa la seial

de la sacarosa y la sefial de los trisacaridos es muy baja. Se observo

lo mismo para las otras 2 especies.
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Figura 4.8 Perfiles cromatograficos de la especie C. macrobulbon.

3.5 Muestras de pseudobulbos de orquideas

El primer estudio del tzauhtli, se hizo con la especie Bletia
campanulata (Pefia, Capella, & Gonzalez, 1995), es por ello por lo
que se comenz6 a reproducir el método de preparaciéon de muestra y
adaptar el método cromatografico con esta especie de orquidea.
Posteriormente se aplicé el método a las otras dos especies que
también ha sido parte de estudios de adhesivos naturales (Lopéz,
2009) Laelia speciosa y Cyrtopodium macrobulbon.

Comenzando con la descripcidn fisica del pseudobulbo de las especies
B. campanulata y L. speciosa se observd, en ambas, que al retirar el
tejido epidérmico la superficie estaba humeda y presentaban poros
finos y pequenos.

Al realizar la preparacion de la muestra, el primer paso fue hacer la
hidrolisis del mucilago. Una vez terminada la reaccidon, se observo
que el medio acuoso no presentaba coloracién, pero al neutralizar el
exceso de acido cambiaba a un color amarillo paja, es posible que
entre los componentes de la extraccion uno de ellos presente

propiedades similares a un indicador acido-base.
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Después de evaporar el agua en el ultraconcentrador, se obtuvo un
polvo fino color blanco. Al afiadir la disolucién de clorhidrato de
hidroxilamina al vial de reaccién, se formd un gel. Posterior a el
proceso de derivatizacién se formd un precipitado color amarillo
tenue, muy probablemente sea la sal de piridina. Finalmente, en la
extraccion con isoctano se obtuvo una disolucién incolora.

En el caso del C. macrobulbon, la apariencia fisica del pseudobulbo
de esta especie no era parecido a los anteriores, como se pudo
observar en la figura 3.6. Es un tallo alargado y de consistencia
fibrosa después de haber quitado el tejido epidérmico. Al neutralizar,
después de la hidrolisis, también presentd una coloracion amarillenta,
y posteriormente al secar el medio acuoso, se obtuvo un polvo fino
color blanco. La apariencia de las disoluciones en el proceso de
derivatizacion y la extraccion con isoctano fue muy similar a las otras
2 orquideas.

En la figura 4.9 se muestran los perfiles cromatograficos de las 3
especies de orquideas estudiadas. En los cromatogramas se resaltan
los intervalos determinados para monosacaridos (M), disacaridos (D)

y trisacaridos (T).
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Figura 4.9 Perfiles cromatograficos de las orquideas estudiadas.
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En la tabla 5 se muestra el porcentaje en area que representa la
presencia de mono, di y trisacaridos. El porcentaje mayoritario lo
tiene la parte correspondiente a la region de los monosacaridos, asi
que este parametro puede ser util al comenzar con la distincion entre
ellas ya que como se observa en la tabla son diferentes. Véase ahora
como es mas evidente esta diferencia en la regidon de los disacaridos
entre las 3 especies, siendo B. campanulata la que mayor porcentaje
tiene. Entre C. macrobulbon y L. speciosa el porcentaje de los
disacaridos es cercano, pero observando el cromatograma el perfil de
los disacaridos es diferente en la L. speciosa con respecto al perfil de
la B. campanulata y el C. macrobulbon. Finalmente, para la region de

los trisacaridos las tres especies tienen porcentajes bajos.

Tabla 5 Porcentaje de area de las regiones de carbohidratos de las tres orquideas.

Muestra Monosacaridos Disacaridos Trisacaridos
% (s) %(s) %(s)
Cyrtopodium
macrobulbon 92.91 (+0.07) 7.00(+0.08) 0.10(£0.01)
(n=5)
Laelia
speciosa 87.09(+1.03) 11.93(£1.32) 0.97(+0.12)
(n=5)
Bletia
campanulata 77.17(£0.22) 21.95(+0.21) 0.88(+0.01)
(n=5)

n= numero de repeticiones s= desviacidén estandar

Las proporciones de los carbohidratos son un primer acercamiento
para diferenciar los mucilagos, esta observacién indica que cada
especie presenta una cantidad especifica de las unidades
monomeéricas en la estructura del polisacarido.

En las tres especies se tienen en comun los monosacaridos:
arabinosa, fructosa, glucosa y galactosa. Ademas, en la regiéon de
tiempo de los disacaridos en B. campanulata y C. macrobulbon se

detectd sacarosa, en L. speciosa no se observd la presencia de este
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disacarido, aparecen otras sefales en un tiempo de retencién mayor
al de la sacarosa, lo que indica que puede haber otros disacaridos o

algun otro componente del mucilago.

3.6 Comparacion del perfil cromatografico de un pseudobulbo
“joven” y uno “"maduro”

En los testimonios de artesanos de instrumentos musicales
mencionan que hay periodos en el aio donde el mucilago tiene mejor
desempefo como adhesivo y todo esto parece indicar que se atribuye
a que se extrae de pseudobulbos jévenes. En la tabla 6 se muestran
los carbohidratos identificados para cada especie, ademas de mostrar
para B. campanulata dos columnas, identificadas como “pseudobulbo

joven” y “pseudobulbo maduro”.

Tabla 6 Carbohidratos identificados en las 3 especies de orquideas estudiadas

Bletia campanulata faelia cyreopodiim
speciosa macrobulbon
Pseudobulbo Pseudobulbo
“joven” “maduro” Pseudobulbo Pseudobulbo
“joven” “joven”
O Arabinosa O Arabinosa Q Arabinosa Q Arabinosa
O Fructosa O Fructosa QO Fructosa O Fructosa
Q Glucosa O Glucosa Q Glucosa O Glucosa
O Galactosa O Galactosa Q Galactosa O Galactosa
O Sacarosa QO Sacarosa

En el pseudobulbo maduro de B. campanulata se observa que no hay
presencia de sacarosa. Vipul menciona que la composicion quimica
del mucilago se va modificando como lo requiere la planta, esto

depende de la estacion del afio en la que se encuentre y segun

—
| —

70




necesite producir ciertos nutrientes (Vipul, Girish, Naresh, & Narayan,
2013).

En la figura 5.0 se muestran los cromatogramas obtenidos del
pseudobulbo joven y el pseudobulbo maduro de B. campanulata,
notese que si hay una diferencia apreciable entre los pseudobulbos.
Es importante mencionar que no se hizo este mismo estudio en las
otras 2 especies debido a que la producciéon de las orquideas del
invernadero es controlada conforme a la NOM-059-SEMARNAT-2010
y no estaban disponibles durante el periodo de tiempo comprendido

del presente trabajo.
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Figura 5.0 Comparacion de los perfiles cromatograficos de pseudobulbos de la especie
B. campanulata
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3.7 Muestras de patrimonio cultural

Laad de la coleccion “Gran Nayar”

En la seccion 2.10.4, la muestra de patrimonio presentaba una
superficie blanca, que se identifico como la superficie con el adhesivo
natural. Para descartar las seflales de los carbohidratos que
provengan de la madera, también se analizé un trozo de madera sin
recubrimiento. Después de la hidrdlisis y extraccion se observd que la
mayor parte de la madera que se habia colocado seguia integra, al
neutralizar se observé nuevamente una coloracidon amarilla “paja”.

En la figura 5.1 se presentan los perfiles de las muestras. El
cromatograma superior muestra el perfil de la madera sin adhesivo y
en la parte inferior se muestra el cromatograma de la superficie
recubierta con el adhesivo, el cromatograma de la madera ya
presenta una cantidad considerable de monosacaridos. Se ha
reportado que la composicion quimica en diferentes maderas
presenta compuestos similares en diferentes porcentajes, como son
lignina (18-35%), celulosa (40-50%) y hemicelulosa (25-35%)
(Pettersen, 1984). La hidrdlisis realizada puede que esté degradando
la celulosa a moléculas de glucosa, obteniendo las senales en la
region de los monosacaridos.

En la region de los monosacaridos, se observa un aumento de las
sefiales en comparacion con el analisis de la madera sin adhesivo,
pero en la zona de los disacaridos y trisacaridos, no hay un cambio

apreciable.
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Figura 5.1 Comparacion de perfiles cromatograficos para las dos regiones de analisis
de la muestra de laud Gran Nayar.

Los perfiles de las 3 orquideas estudiadas y la muestra de laud se
presentan en la figura 5.2, tienen en comuUn la presencia de
monosacaridos y difieren en su abundancia. Probablemente el
adhesivo proviene de alguna orquidea, sin embargo, no podemos

especificar aun que orquidea fue utilizada.
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Figura 5.2 Comparacion de perfiles de orquideas con la muestra de laid Gran Nayar.
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Ladd huichol de madera de pino “Kanari Wixarika"”

En la seccién 2.10.4, se describid que la cantidad de muestra de
patrimonio era muy poca, por lo cual solo se realizé el analisis de la
muestra de madera con adhesivo.

Se hizo el andlisis de toda la muestra con la que se disponia. Al
realizar la hidrélisis y extraccién la madera no mostré un cambio
notable, al neutralizar se observd una coloracién amarilla “paja” y se
obtuvo un polvo fino de color blanco después de secar la fase acuosa.
En la figura 5.3 aparecen los perfiles cromatograficos del mucilago de
las orquideas y de la muestra. En el perfil de la muestra se observa
gue las sefales de los monosacaridos son pequenas en comparacion
con la sefal intensa en la regién de los disacaridos, esta muestra
tiene un alto contenido de sacarosa.

Es importante mencionar que este laud presenta mayor similitud con
al menos dos perfiles de orquideas, Bletia campanulata vy
Cyrtopodium macrobulbon por lo que, es muy probable que el
adhesivo que se utilizd para ensamblar la muestra sea de origen
natural y proveniente de alguna orquidea. Es dificil establecer esta
comparacion, puesto que, no se tuvo un blanco para discriminar

sefiales, y aun asi se observo la similitud de los perfiles.
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Figura 5.3 Comparacion de los cromatogramas de orquideas con la muestra de laud

Kanari Wixarika.
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En la figura 5.4 se presentan los dos perfiles de las muestras de
patrimonio cultural, los perfiles son muy diferentes entre si. Las
diferencias se pueden atribuir a diversos factores como: la especie de
pino, de donde se obtuvo la madera con la que fueron construidos, la
especie de orquidea utilizada y la preparacién del adhesivo.

Las comparaciones de las muestras de patrimonio cultural con los
perfiles cromatograficos de las orquideas analizadas no coinciden en
su totalidad, pero es comprensible porque solo se analizaron 3
especies, dentro de orquideas reportadas como productoras de
tzauhtli.
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Figura 5.4 Comparacién de los perfiles cromatograficos de las muestras de laudes.
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3.8 Analisis de gomas

En el trabajo de Pefia y colaboradores se menciona que el analisis por
CG-DIF de carbohidratos de los mucilagos, obtenidos después de la
hidrolisis parcial, permite la caracterizacién e identificacion de
diferentes gomas y mucilagos. En su trabajo analiza goma arabiga,
goma de tragacanto y el mucilago de nopal en las mismas
condiciones que el mucilago de orquidea Bletia campanulata. De esas
gomas y mucilago obtiene los perfiles cromatograficos y se observan
perfiles diferentes al del mucilago de la orquidea.

En este trabajo se hizo el analisis de dos gomas con propiedades
adhesivas, la goma Sandarak de la marca comercial Kremer (resina
de coniferas de los cipreses) y la goma de nopal proveniente de “El
llanito”, Guanajuato. La intencidon es comparar los perfiles con el
obtenido para las orquideas y ver si existe diferencia.

En la figura 5.5 se puede observar la serie de cromatogramas que
comparan los perfiles de ambas gomas. Puede notarse que, la goma
Sandarak presenta sefales abundantes en una regidon donde ninguna
de las orquideas presenta sefiales. Por otra parte, la goma de nopal
presenta una sefal intensa que no corresponde a la regién de los
monosacaridos del mucilago de las orquideas, en la regién de los
disacaridos no se puede observar una sefal representativa.

Los perfiles de ambas gomas son diferentes a los perfiles de los
mucilagos de las orquideas. Con los resultados obtenidos de este
trabajo es posible diferenciar, de manera cualitativa, si un adhesivo

natural proviene de orquideas, nopales o resinas.
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La identificacion del tzauhtli en alguna pieza de patrimonio cultural,
debe considerar el tipo de matriz (madera, textil, papel, etc.), la
especie de orquidea que pudo ser utilizada, el tipo de pseudobulbo
utilizado en la preparacion del tzauhtli y el método de obtencion. Se
observaron diferencias en los perfiles cromatograficos de Bletia
campanulata y Laelia speciosa obtenidos en este trabajo con los

obtenidos en los trabajo de la Pefia y Lopez; las principales
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diferencias se aprecian en la zona de los disacaridos y trisacaridos, en
los trabajos de Pefia y Lopez, el método de obtencidén del mucilago se
hizo sumergiendo los pedazos del pseudobulbo en agua para después
secar ese extracto, molerlo y obtener un polvo blanco, procedimiento
utilizado por los aztecas para realizar los mosaicos plumarios (Pefa,
Capella, & Gonzéalez, 1995). En los instrumentos de cuerda, el
mucilago se obtiene de cortar los pseudobulbos de las orquideas y se
emplea este adhesivo en la construccion y reparacién de los

instrumentos.
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I1.

I1I.

IV.

Conclusiones

El presente trabajo representa el primer estudio en el que se
obtuvo el perfil de carbohidratos que constituyen los mucilagos
de las orquideas Cyrtopodium macrobulbon, Bletia campanulata
y Laelia speciosa a corte directo y aplicacidon inmediata tratando
de simular la forma en la que lo ocupan los artesanos de
instrumentos musicales.

Se determinaron los tiempos de retencidon para los derivados
Ox-TMS de cada uno de los estandares. Con esto se establecid
un intervalo de tiempo para identificar cada region de los
monosacaridos y polisacaridos, en el método cromatografico
utilizado.

Se demostréo mediante una serie de perfiles cromatograficos de
la especie Cyrtopodium macrobulbon la repetibilidad de Ia
metodologia utilizada.

Las tres especies de orquideas presentan en comun los
monosacaridos: arabinosa, fructosa, glucosa y galactosa. En los
mucilagos de los pseudobulbos jovenes de las orquideas B.
campanulata y C. macrobulbon esta presente la sacarosa.
Existe diferencia con los porcentajes de las proporciones de
area entre las tres especies, pero hay similitud entre los
carbohidratos identificados en el mucilago de B. campanulata y
C. macrobulbon en la regidén de mono y disacaridos. De lo
anterior se infiere que no existe un solo perfil para el mucilago

empleado como tzauhtli.
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VI. Se adaptdé una metodologia atil para diferenciar entre gomas y
mucilagos. La interpretacion de los resultados debe basarse
conociendo detalles de la muestra (tipo de matriz, modo de
elaboracion del pegamento, regidon de donde proviene).

VII. Se confirmd el uso del tzauhtli en las muestras de patrimonio
cultural, por la presencia de los monosacaridos y disacaridos
asociados al mucilago de las orquideas; sin embargo, no se
puede decir aun el tipo de orquidea utilizada.

VIII. El acceso al material vivo permitié hacer estos experimentos,
con ello se apoya al seguimiento de la investigacion del tzauhtli
y se sigue conservando el patrimonio biocultural representando

en esta ocasiéon por las orquideas.
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I1.

III.

Perspectivas

Obtener el perfil de los carbohidratos de las mismas especies
con las que se trabajaron, pero ahora de diferentes partes de la
republica. Asi mismo, completar el estudio con el perfil de las
mismas especies en diferentes periodos de tiempo y determinar
el cambio en su composicion y proporcién de carbohidratos.
Estudiar otras especies de orquideas mexicanas que, con base
en la literatura, se sabe que fueron o son productoras de
tzauhtli.

Analizar otros materiales en los que se tenga sospecha que se
ha utilizado el adhesivo natural de C. macrobulbon, por

ejemplo, piezas textiles.
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