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I. RESUMEN

Como parte del estudio del patrimonio cultural mexicano y en apoyo al continuo descubrimiento
de nuestro pasado indigena, se estudiaron 6 piezas arqueoldgicas, que incluyen braseros,
candeleros y tapas provenientes de la region central de Veracruz. Los sitios de origen especificos
son La Joya, El Zapotal y Nopiloa, todos pertenecientes al periodo Clasico Veracruzano (100-
900 d.C.).

Las muestras se trataron raspando el interior de las piezas, obteniendo un polvo fino y
posteriormente, se realizé una extraccion con disolventes organicos asistida por ultrasonido
(EAU). El método fue optimizado a partir de uno ya existente variando parametros como: tipo
de disolvente, nimero de extracciones, tiempo de sonicacion y volumen de disolvente; los
resultados se analizaron siguiendo un disefio de experimento 2. Los extractos orginicos fueron
analizados por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). El polvo
obtenido fue analizado mediante espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier de
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR), para comparar sus espectros previa y posteriormente a
la extracciéon organica, aunque se encontrd que, debido a la cantidad tan pequefia de materia
organica que poseen, no es posible obtener informacion relevante de éstos. Se realizo y analizé
una probeta de resina de copal previa y posteriormente a sufrir un proceso de combustion,
permitiendo identificar cambios quimicos en los marcadores, asi como nuevas moléculas que
pueden funcionar como marcadores de copal de Bursera spp.

Con el método optimizado, se observo la presencia de triterpenos que pueden asociarse a resinas
de copal del género Bursera. De manera fortuita, el método también permitié identificar
marcadores de resinas de la familia Pinaceae, del género Commiphora, de combustion vy,
posiblemente, de huesos y chile.



II. INTRODUCCION

Los sitios de Nopiloa, La Joya y El Zapotal, pertenecientes al periodo Clasico Veracruzano (100
d.C. =900 d. C.) (Stark, 2010; Tiesler ez al., 2013). son de gran importancia para el conocimiento
de la regién central de Veracruz. Los primeros dos, Nopiloa y La Joya, se caracterizan por haber
sido sitios con dominio politico en su momento, mientras que el tercero, El Zapotal, es
mayormente conocido por el santuario dedicado a Mictlantecuhtli donde se encuentra una
representacion policromatica de éste, realizada en barro sin cocer (Wyllie, 2010).

El estudio de estos sitios, a pesar de haber comenzado a mediados del siglo pasado (1953), estuvo
pausado por mucho tiempo. Las piezas obtenidas en las exploraciones originales estuvieron
resguardadas en las bodegas del Museo de Antropologia de Xalapa (MAX), Veracruz hasta que
proyectos como la Tesis de Doctorado de la M. en Arqueol. Rocio Velasco Fuentes: “Analisis
de los quemadores de incienso del Centro de Veracruz” (en prensa), retomaron su estudio,
dandoles la importancia que merecen.

Algunas piezas obtenidas de estos sitios representan un problema arqueoldgico debido a que se
desconoce con exactitud la funcién que pudieron llevar a cabo. La forma, la decoracién y el
contexto en el que fueron descubiertos, dan indicios de que pudieron haber sido utilizados como
quemadores de manera ritual, siendo la resina de copal un elemento fundamental en estos actos.
Los objetos estudiados en esta tesis son parte de un conjunto mayor de piezas pertenecientes a
un proyecto conjunto entre el LANCIC-1Q y el proyecto doctoral avalado por el MAX y el
Instituto Nacional de Antropologia e Historia (INAH) de la M. en Arqueol. Rocio Velasco
Fuentes mencionado anteriormente.

En la actualidad, las técnicas analiticas de gran sensibilidad como la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas son capaces de brindar informacién sobre el contenido de
los recipientes, lo que permite corroborar hipétesis sobre el uso de este tipo de piezas. Teniendo
en cuenta esto, se desarroll6 una metodologfa optimizada para el analisis de piezas que contienen
restos de materia organica que puede servir como evidencia del uso que se le dio a los
contenedores, debido a que biomarcadores de resinas de copal pudieron ser detectados en
cantidades de muestra del orden de miligramos (mg).



ITI. ANTECEDENTES

3.1. ARQUEOMETRIA

“Arqueometria” es un término relativamente moderno, introducido en 1958, que describe a la
disciplina que aplica principios y métodos cientificos a la caracterizacion de materiales
relacionados con el Patrimonio Cultural (Artioli, 2010; Martinon-Torres ez al., 2015). El estudio
de este patrimonio, materializado en objetos producidos por las diversas culturas prehispanicas
que habitaron la regién que ahora ocupa México, puede hacer uso de técnicas analiticas comunes
en la quimica como un recurso para el entendimiento mas profundo de nuestro pasado, asi como
para la planeacién de técnicas de conservacion y restauracion. En México, la arqueometria es
una disciplina joven, sin embargo, existen diversos centros de investigaciéon a lo largo del
territorio nacional dedicados a desarrollarla (Molina-Vazquez, 2014).
LLa amplia variedad de objetos que son estudiados mediante
la arqueometria vuelve necesaria la implementaciéon de
técnicas poco invasivas y que sean adaptables al propio
objeto. Entre éstas se encuentran la difraccién de rayos X,
para sustancias cristalinas como ceramicas, pigmentos,
piedras y metales; espectrometria de absorcién atémica
para el estudio de la composicién elemental; espectrometria
de emisién Optica, para el analisis de bronce, ceramica y
y obsidiana; fluorescencia de rayos X vy activacion de
Tustracin TI1-1. Reconstruccion de la momia de D€Utrones. Bs imposible enlistar todas las técnicas que han
Similann,  analizada — mediante - CG-EM por - sido utilizadas o que seran utilizadas en el analisis del
;;jgzzagé;img?()z Br)mx Z]‘)ﬂ,‘zw’m" . Patrimonio Cultural, pues c.ada pieza es tan unica como el
analisis que necesita (Artioli, 2010; Hall, 1970).

En este contexto, la cromatograffa de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) ha
demostrado ser una herramienta valiosa para el estudio de elementos arqueoldgicos encontrados
en distintas partes del mundo y con una versatilidad que va desde el analisis de aceite recolectado
de vasijas en el Mediterraneo, (Condamin ef a/, 1976) hasta restos momificados de distintos
origenes (Varmuza ez al., 2005) (Ilustracion III-1). En muestras biologicas, la CG-EM resulta de
vital importancia debido a que permite una separacion eficaz de los componentes, la elucidacion
estructural de compuestos desconocidos y la identificacién inmediata de compuestos conocidos
(Surowiec, 2008). La técnica de CG-EM, con algunos
tratamientos previos de la muestra, ha sido utilizada
exitosamente por algunos autores (Abdelmoniem e7 al., 2020;
Hayek e al, 1991; Surowiec, 2008) para la busqueda de
marcadores para la identificaciéon de resinas y pegamentos
(Ilustracion II1-2), por lo que su aplicacion al estudio del copal
resulta evidente.
En este contexto, y de acuerdo con lo definido por la
fundaciéon ILAM (Instituto Latinoamericano de Museos y
Parques) para el patrimonio Latinoamericano, se entiende por
Patrimonio Cultural al “conjunto de bienes tangibles e
intangibles que constituyen la herencia de un grupo humano,
que refuerzan emocionalmente su sentido de comunidad con 5 .

. . . oo Liustracion 111-2. Tapa (A) y base (B) de un
una identidad propia y que son percibidos por otros como rudfago con 1nat capa de resina negra analizada
caracteristicos” (ILAM, n.d.). En México, se define como  mediante CG-EM. (Adbelmonien et al. 2020)



https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=15370839

Patrimonio Cultural lo establecido en la Declaracion de México sobre Politicas Culturales: “[...]
Las obras materiales y no materiales que expresan la creatividad de ese pueblo: la lengua, los
ritos, las creencias, los lugares y monumentos historicos, la literatura, las obras de arte y los
archivos y bibliotecas” (Coordinacién Nacional de Patrimonio Cultural y Turismo, 2013, p. 5).
Por dltimo, una tercera definicibn mas especifica en lo relacionado al Patrimonio Cultural
Arqueoldgico se encuentra definida en la minuta de la 17" Conferencia General de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCO) que
la establece como:

Los monumentos: obras arquitectonicas, de escultura o de pintura monumentales,
elementos o estructuras de caracter arqueoldgico, inscripciones, cavernas y grupos de
elementos, que tengan un valor universal excepcional desde el punto de vista de la historia,
del arte o de la ciencia; los conjuntos [...], los lugares: obras del hombre [...] asi como las
zonas, incluidos los lugares arqueologicos que tengan un valor universal excepcional desde
el punto de vista histérico, estético, etnolégico o antropologico (Coordinaciéon Nacional
de Patrimonio Cultural y Turismo, 2003, p. 11).

En México, algunos de los bienes arqueolégicos enlistados como Patrimonio Cultural Mundial
son la zona arqueoldgica de Monte Alban, en Oaxaca, las ciudades prehispanicas de Teotihuacan,
en la Ciudad de México; Palenque, en Chiapas; Chichén-Itza y Uxmal, en Yucatan; El Tajin, en
Veracruz; Calakmul, en Campeche, entre otros (UNESCO & WHC, n.d.).

3.2. BIOMARCADORES ARQUEOLOGICOS

Los biomarcadores arqueoldgicos son cualquier tipo de biomoléculas que provean informacion
acerca de productos naturales asociados a la actividad humana en el pasado. Estos
biomarcadores, considerados “huellas digitales quimicas”, requieren de una apropiada separacion
e identificacion por lo que la técnica de CG-EM resulta idonea en la biasqueda de éstos (R. P.
Evershed, 2008; Hansel & Evershed, 2009; Kaal ¢ a/., 2020). Estos biomarcadores pueden ser
moléculas diferentes a las encontradas en la fuente original, pues al depositarse en entornos
sedimentarios, pueden sufrir cambios derivados de la diagénesis y la descomposicion. Algunos
biomarcadores pueden llegar a perder grupos funcionales, pero el esqueleto de carbono suele
permanecer intacto, lo que permite establecer una relacion entre el precursor y el producto. Este
tipo de moléculas brindan informacién acerca del origen biolégico de las moléculas, las
modificaciones antropogénicas y la degradacion natural o provocada (Colombini & Modugno,
2009). En el caso de las resinas, la naturaleza quimica de sus biomarcadores esta ligada a la fuente
botanica, asf como el método de obtencion de ésta. Es posible diferenciar una resina constitutiva,
obtenida sin dafar la planta de una resina inducida, obtenida dafiando la planta. De la misma
manera, es posible distinguir resinas provenientes de diferentes familias, géneros y en algunos
casos, incluso de diferentes especies. Todo esto se logra a través del andlisis de patrones de
composicion y abundancia de di- y triterpenoides, componentes mayoritarios en resinas fosiles
(Artioli, 2010; R. P. Evershed, 2008).



3.3. CorAL

La palabra copal deriva del vocablo nahuatl copalli, que
se utilizaba para designar cualquier tipo de goma,
resina o incienso (Ilustracién III-3). De manera
coloquial, la palabra copal se utiliza para designar
tanto a la resina como a los arboles que la producen,
aunque originalmente, se utilizaba la palabra
copalquabuitl o copalenabuit/  para  hablar
especificamente del arbol (Chazaro Basafez et al,
2010; Hernandez de Toledo, 1580; Martinez Cortés,
1970). En un contexto académico, la palabra copal
hace referencia a resinas duras semifosilizadas
mediante procesos de oxidacién y polimerizacion, las
cuales poseen un punto de fusién y una dureza PGS

inferior a la del ambar, que presentan una alta } ‘ . Ny 3 Laura fgjas Pared
fraccion de componentes volatiles, en su mayoria Tlustracion 111-3. Resinas de copal de distintos origenes. Foto:
terpénicos y fendlicos, y que pueden solubilizarse en [« Rojas Paredes. CONABIO.

disolventes organicos como el éter (Artioli, 2010; Martinez Cortés, 1970).

Antes del descubrimiento de los polimeros sintéticos, las resinas tuvieron una amplia variedad
de usos, de entre los que destaca su utilidad como adhesivos, recubrimientos hidrofébicos,
medicamentos y elementos ceremoniales. Artioli (2010) define a las resinas como una “exudacioén
no modificada de una planta viva, de donde sélo los compuestos volatiles se pierden por
vaporizacion natural.”’, mientras que Gigliarelli (2015) las define como “una mezcla liposoluble
de terpenoides volatiles y no volatiles y/o compuestos fendlicos secundarios que usualmente
son secretados en estructuras especializadas localizadas en el interior o en la superficie de las
plantas y que son de potencial relevancia en interacciones ecolégicas”. Ambas definiciones son
utiles para vislumbrar el origen y la composicion de las resinas, sin embargo, la definicion de
Artioli implica que las resinas fosiles carecen de elementos volatiles, afirmaciéon que, como se
vera posteriormente en este trabajo, resulta falsa.

3.3.1  ORIGEN BIOLOGICO

Estas resinas de copal son exudados que se producen en respuesta a condiciones especificas.
Biolbgicamente, tienen funciones de defensa contra herbivoros o patégenos y pueden ayudar en
la reparacion de partes dafiadas o quemadas, pues su hidrofobicidad ayuda a controlar la
evaporacion del agua y el desecamiento de las hojas. La resina se produce, por lo general, en
canales de tejido secretorio ubicado en diferentes partes del tronco y se acumula debajo de la
corteza de forma que, a veces, puede preservar la huella de ésta (Artioli, 2010). Ocasionalmente,
la resina exudada crea gotas y estalactitas que reciben el nombre de “copal lagrima”, por la forma
que adquiere la resina cuando solidifica antes de caer totalmente; o “copal oro”, cuando el color
de las estalactitas es amarillo. Por otro lado, cuando el copal se recoge en forma de barras, por
la ruptura de las ramas, recibe el nombre de “copal blanco”, y debe su color a la virtual ausencia
de impurezas (Ilustracion 111-4). De forma contraria, cuando la resina es producida por la
picadura o raspadura de algin insecto, se acumula en forma de bolas en el tronco y recibe el
nombre de “copal negro” (Diaz Gonzalez, 2016). Almarciga (no confundir con Almaciga, resina
de Pistacia lentiscus, ni con Almacigo, nombre comun de Bursera simarnba) por otro lado, es el
nombre que se le da tanto al arbol de la especie Bursera citronella como a la resina de copal que se
obtiene de éste.



La resina de copal es obtenida de arboles y arbustos de
la familia Burseraceae, que incluye alrededor de 20
géneros y mas de 600 especies repartidas en Asia,
Africa y América. Las plantas de esta familia son
arboreas y arbustivas y, la mayoria, produce resinas
terpénicas. Suelen ser especies dominantes o
codominantes en selvas bajas caducifolias, creciendo
en altitudes entre 0 y 1800 metros sobre el nivel del
mar (msnm), aunque algunas especies pueden llegar a
habitar hasta los 2400 msnm, siendo capaces de
aguantar heladas (Chazaro Basafez ef al., 2010; Diaz
Gonzalez, 2016; Garcia Martinez, 2012). Las especies §

de esta familia resisten las sequias, su floraciéon es 3\ : _
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raplda y, a finales de junio, dan frutos verdes QUE  Lustracion 1114, Diferentes tipos de copal.  Foto: Lanra
maduran en agosto. Sus frutos son drupaceos y, al Rojas Paredes. CONABIO.
secarse, exponen una semilla rodeada de un aro rojo que atrae aves frugivoras, las cuales, junto
con las ardillas, son su principal agente dispersor, permitiéndole alcanzar un poder de
desplazamiento de hasta 600 kilémetros (km). En cuanto al género Bursera, son caracteristicos
del Bosque Tropical Caducifolio, con clima calido subhumedo libre de heladas, con estacién seca
de 6 a 7 meses por aflo. Estan desprovistos de hojas de enero a junio (Chazaro Basafiez ef al.,
2010; Diaz Gonzalez, 2016).

3.3.2  DISTRIBUCION GEOGRAFICA

En México se encuentran presentes mas de 100 especies de la familia Burseraceae, de las cuales,
el 20% del género y el 80% de las especies son endémicas. Los géneros mexicanos son Protium
(1 especie), Beiselia (1 especie), Terebinthus Mill. (1 especie). Commiphora (2 especies), y Bursera (80
especies). (Chazaro Basanez ez al., 2010; Diaz Gonzalez, 2016; Garcia Martinez, 2012)

Los principales géneros son Protium, que se distribuye en los bosques subcaducifolios del Golfo
de México; y Bursera, que se distribuye desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Pert y
Brasil (Garcia Martinez, 2012). A pesar de esta amplia disposicién, la mayor concentracion de
especies del género Bursera se encuentra en México, especificamente en los estados de Oaxaca,
Guerrero y Michoacan (Ilustracion
III-5). En la costa este del pais, en el
Golfo de México, la humedad es
mayor, con lluvias casi todo el afio,
un clima poco favorable para el
desarrollo de los arboles del género
Bursera, conociéndose solo 7 especies
(Chazaro Basafiez et al., 2010; Garcia
Martinez, 2012): Bursera simaruba, B.
fagaroides, B. cinerea, B. graveolens, B.
bipinnata, B. medranoana (s6lo en
Barranca de Tolantongo, Hidalgo) y
B. morelensis (s6lo en Barranca de
Meztitlan, Hidalgo). En la regién de
Veracruz, se conocen unicamente 5

nstracion I11-5. Diversidad de Bursera en la Repiiblica Mexcicana. Reproducido de especies de Bursera, las cuales son
Rzedowski, (2005). (Rzedowski ez al., 2005):

Riqueza de especies
del género Bursera



B. bipinnata

Conocida coloquialmente como copal chino, copal santo o copal blanco, es una de las
especies de mas amplia reparticién y de las mas comunes. Es conocido como copal chino
debido a que su follaje es similar a una cabellera rizada (Ilustracién I11-6). Es un arbol
bajo, ramificado, de corteza lisa y gris, que alcanza, en promedio, los 6 metros (m) de
altura. Se localiza entre 800 y 1600 msnm, en un clima calido subhimedo o seco. Con
frecuencia produce hibridos con Bullockia spp., identificados como B. diversifolia Rose
(Hernandez-Pérez et al., 2011; Montafar Lopez, 2016; Rzedowski ez al., 2004).

nstracion 111-6. Hojas de Bursera bipinnata. Foto:
Arturo Castro Castro. CC-BY-NC

B. cinerea Engl.

Endémico de Oaxaca y Veracruz, resinoso y aromatico. Su tronco alcanza hasta los 30
centimetros (cm) de didmetro, de corteza rojiza o anaranjada. Crece hasta 15 m. Se
localiza en bosques tropicales caducifolios, especialmente en el estado de Veracruz, en
altitudes entre 1100 y 1700 m. Florece de abril a junio, desprovisto de hojas de abril a
mayo (Rzedowski e7 al., 2004; Rzedowski & Calderon de Rzedowski, 1996).

B. fagaroides

Conocida de manera comun como borreguilla o cuajilote. Arbusto o arbol dioico de 0.5
a 8 m de alto, con tronco de hasta 30 cm de diametro. Corteza externa de color
amarillento con capas internas verdes o azules. Componente importante del bosque
tropical caducifolio, encinares y matorrales xer6filos, en altitudes entre 700 a 2200 m. Se
distribuye desde el suroeste de Estados Unidos hasta Oaxaca. Elemento central de un
complejo con tres entidades subespecificas: fagarvides, purpusii y elongata. Florece de abril
a mayo y permanece con follaje de mayo a noviembre (Rzedowski ez al., 2004; Rzedowski
& Guevara-Féfer, 1992).

B. graveolens

Comuinmente conocido como aceitillo, coyoluche o palo santo. Arbol o arbusto de hasta
12 m de alto, resinoso y aromatico, con un olor persistente por meses. Debido a esta
cualidad, su madera se ha utilizado como incienso. Suele formar cercas vivas en calles,
casas y plazas de algunos poblados en altitudes de 950 a 1650 m. Florece de abril a junio
y permanece sin follaje de noviembre a mayo. Se distribuye desde el sureste mexicano
hasta Colombia, Venezuela, Ecuador y Pert. Probablemente es un elemento no nativo
de México, se cultiva en huertos familiares debido a su uso medicinal como analgésico y
sedante (Rzedowski e7 al., 2004; Young ef al., 2007; Yukawa et al., 2000).


https://www.naturalista.mx/photos/70104019

®  B. simaruba
También conocida como chaca o palo mulato. Arbol dioico
de 4 a 30 m de alto, resinoso y aromatico. Su corteza externa
es rojiza, café o verdosa (Ilustracion 111-7). Es la especie mas
ampliamente distribuida en ambas vertientes de México, a
menudo componente de bosques tropicales caducifolios,
subcaducifolios y perennifolios en altitudes inferiores a 1200
m. Se localiza desde el extremo sur de Estados Unidos hasta

el noroeste de Sudamérica (Rzedowski & Guevara-Féfer, Iiustracion 111-7. Detalle del tronco de

1992) B.  simaruba.  Foto de
Schwieren CC BY-NC

3.3.3 RECOLECCION

Monika

De acuerdo con Montufar Lopez, (2012) la recoleccion de la resina sucede durante los meses de
julio a octubre, cuando el temporal esta establecido. Los “copaleros”, nombre con el que se
conoce a las personas que se dedican a la recoleccion de la resina, realizan de 2 a 5 incisiones
longitudinales en las ramas mas gruesas del arbol (Ilustracion II1-8) con una cuchilla llamada
“quichala” y cuelgan una penca de maguey (Agave angustifolia) seca en forma de “canoa” con uno
de sus extremos tapado con una pasta de ceniza, agua y excremento de ternera. Cuando empieza
a fluir la resina, el proceso de cortado se repite cada tercer dfa. Cuando la penca se llena, se retira
y se cambia hasta agotar la secreciéon de cada rama. Dependiendo de cada arbol, se le pueden

colocar de 1 a 5 pares de pencas.

Liustracion 111-8. Detalle del tronco de B. simarnba que muestra la recoleccion de copal mulato. Foto de: Rocio 1V elasco Fuentes.


https://es.dreamstime.com/secci%C3%B3n-parcial-del-tronco-de-bursera-simaruba-bosque-decidours-en-el-caribe-c-am%C3%A9rica-y-n-s-una-americala-capa-superior-se-pela-image215317354

3.3.4 MARCADORES DE COPAL

Algunos estudios (Hernandez-Vazquez ef al, 2010; P. Lucero-Goémez et al., 2014; Peraza-
Sanchez et al., 2004; Pérez-Lopez ef al., 2021) mostraron la prevalencia de moléculas terpénicas
que pueden servir como marcadores de copal y de resinas del género Bursera: o-amirina, B-
amitina, lupeol, a-amirona, B-amirona y lupenona (Ilustracién III-9), asi como moléculas
similares con modificaciones simples como la acetilaciéon de los alcoholes. Estas moléculas se
clasifican como triterpenoides.
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Tnstracion 111-9. Estructura quimica de a) Q-amirina b) [-amirina ¢) lupeol d) a-amirona
¢) B-amirona f) lupenona. Inmagen propia.

3.3.5 BIOSINTESIS DE LOS MARCADORES
La resina de copal esta formada principalmente por compuestos
terpénicos y fenolicos. Al hablar especificamente de copal mulato,
destacan 3 compuestos triterpénicos caracteristicos: el lupeol (Campos
/ Soto, 2006) y las a y B amirinas (Peraza-Sanchez ef al., 2004). Los
triterpenoides son moléculas con 30 atomos de carbono (C) en su
Lnstracion IL1-10. Isapreno estructura, que puede ser lineal, como el escualeno o tetra y pentaciclica
(Evans & Evans, 2009). Todos los terpenoides derivan de unidades de
isopreno (Ilustracion I1I-10) unidas de forma lineal siguiendo la llamada “regla del isopreno”
(Iustracion 1II1-11), que se refiere al patrén de enlace “cabeza-cola” (Badal & Delgoda, 2017).

Lustracion 111-11. Regla del Isopreno: enlace cabeza-cola. Imagen propia.
A pesar de que el isopreno es el “bloque de construcciéon” y se produce naturalmente, las
verdaderas unidades bioquimicas que participan en la sintesis son el dimetilalil pirofosfato
(DMAPP) y el isopentil pirofosfato (IPP) (Ilustracion I111-12).
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Lustracion 111-12. Estructura de a) Dimetilalil pirofosfato (DNLAPP) b) Isopentil pirofosfato (IPP). Imagen propia.



Las moléculas de IPP son sintetizadas en el citosol a través de la ruta del mevalonato, que
consiste en la condensacion de 3 moléculas de acetil coenzima A (CoA). Mediante la misma ruta,
se unen 3 moléculas de IPP para dar lugar al farnesil pirofosfato (FPP), una molécula de 15
carbonos (Ilustracion I1I-13). Los triterpenoides se forman mediante la unién de 2 moléculas de
FPP para dar lugar a una molécula de escualeno (Cs) a través de la accion de la escualeno sintasa

(Dewick, P.M Perroy & Careas, 2009; Stamellos e al., 1993).
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Liustracion 111-13. a) Formacion del Farnesil pirofosfato (FPP) por condensacion de 3 moléculas de isopentil pirofosfato
(IPP). b) Formaciin del escualeno por condensacion de 2 moléculas de FPP. Imagen propia.

Una vez que se ha obtenido el escualeno, el siguiente paso es la formacién del intermediario 2,3-
oxidoescualeno mediante la accion de la enzima escualeno epoxidasa, una flavoproteina que
requiere O, y NADPH como cofactores. El 2,3-6xidoescualeno posteriormente necesita obtener
la configuracién espacial adecuada para las reacciones de ciclacién. Las enzimas encargadas de
esto pertenecen a la familia de las 2,3-6xidoescualeno ciclasas (E.C. 5.4.99), y son la a-amirina
sintasa, B-amirina sintasa y lupeol sintasa. Las tres enzimas participan en el mismo mecanismo
inicial de ciclacién, difiriendo unicamente en los pasos finales de la reaccién, dando lugar a las 3
moléculas que les dan nombre (Haralampidis ef a/, 2002). La reaccién de ciclaciéon comienza
cuando el 2,3-6xidoescualeno adquiere una configuraciéon de silla-silla-silla-bote (Mangas
Alonso, 2009) (Ilustracion 111-14).

2,3-0xidoescualeno
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Configuracion de silla-silla-silla-bote
Liustracion 111-14. Adquisicion de la configuracion silla-silla-silla-bote del escualeno previa a su ciclacion. Imagen propia.

Esto sucede mediante una reaccion secuencial de adiciones electrofilicas de carbocationes a
dobles enlaces, donde primero se forma un anillo de 6 miembros con un carbocatiéon que da
origen a la siguiente ciclacién, hasta la formacion de un nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno,
que recibe el nombre de catién damarenilo. Una vez terminadas las ciclaciones, sucede una serie
de rearreglos de Wagner-Meerwein (WM) que permiten la expansion del anillo ciclopentano a
un anillo ciclohexano, para obtener el catién bacaranilo. Con el nuevo arreglo, se puede formar
un nuevo pentaciclo a través del mismo mecanismo, formando un cation lupenilo (Hlustracion
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III-15). En este punto es donde diverge la acciéon de las tres enzimas que sintetizan los
biomarcadores.

+H

2,3-6xidoescualeno

Rearreglo
de W-M

= Expansion
del anillo

HO
Catién lupenilo Catién bacaranilo Cation damarenilo
Unstracion 11I-15. Sintesis de diferentes cationes intermediarios durante la ciclacion del escualeno. Imagen propia.

Mediante la accion de la enzima lupeol sintasa, se cataliza la pérdida de un hidrégeno adyacente
al carbocatién, permitiendo la formacion de un doble enlace y, por consiguiente, la obtencién
del lupeol. St sucede un nuevo rearreglo de WM vy el anillo vuelve a expandirse, se obtiene el
catién oleanilo, el cual es precursor de ambas amirinas. La B-amirina sintasa cataliza una
migracion de hidruros y la pérdida de un hidrégeno, formando el doble enlace que da origen a
la B-amirina. En cambio, la a-amirina sintasa cataliza una migracién de metilos en el catién
oleanilo, formando el catién taraxasterilo, con el posterior reordenamiento de los hidruros y la
pérdida de un hidrégeno, obteniendo la a-amirina (Dewick, P.M Perroy & Careas, 2009)
(Tustracion 111-16).

Rearreglo WM

_— e B-amirina sintasa

= Expansion del anillo H
HO =
HO HO
ion lupenil ‘s :
Catifo Inpenilo Cation oleanilo B-amirina
Lupeol H
sintasa | ~ a-amirina sintasa l
B HO
HO o2 5
Cation taraxasterilo
Lupeol

_Hl

HO

a-amirina

Lustracion 111-16. Reacciones finales para la biosintesis de lupeol y amirinas. Imagen propia.
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3.3.6  USO RITUALISTICO EN LAS CULTURAS MESOAMERICANAS

El copal posefa un triple significado
para las culturas prehispanicas, al tener
usos  ceremoniales, artisticos y
medicinales (Arnold ez al, 2008;
Chizaro Basafiez ¢z al., 2010; Martinez
Cortés, 1970). El copal se sigue
utilizando hasta la fecha para tratar la
tos, como expectorante, para curar
granos, jiotes, “dolores de aire”
infecciones por parasitos y para
ustracion 111-17. Representacion del nso de copal con fines medicinales en braseros y - dolores de estémago (Chézaro
sabumadores en el Cddice Florentino. Basafiez et al., 2010) (Ilustra cién
III-17). Algunos estudios modernos se han encargado de verificar y comprobar algunas de estas
propiedades medicinales (Coley Silva, 2019; da Cruz Albino ef al., 2021; Noguera ef al., 2004,
Parga ez al., 2012; Robles ¢t al., 2005; Villa-Ruano ef al., 2018).

El copal, entre otras cosas, se utilizaba en
la sintesis del azul maya (Ilustracion
I1I-18) debido a que se crefa que era el
alimento de los dioses y su uso favoreceria
la creacion de este pigmento. Al obtenerse
rasgando la corteza, la resina cafa como si
fuera “la sangre del arbol” y, al quemarse,
el humo blanco desprendido seria la
ofrenda (Arnold ez al, 2008). Sobre el
copal, Fray Bernardino de Sahagun

escribié en su obra Historia de las cosas de la  ustracion 111-18. Mural del sitio argueoldgico de Bonampak en Chiapas,
Nueva EJ}DLIﬂNd lo siguiente' pintado con azul maya. Foto de Jacobolus (2004) CC BY-5.A4 2.0

Ofrecfan incienso en los cuales los satrapas, de noche y de dfa, a ciertas horas,
incensaban con unos incensarios hechos de barro cocido, que tenian a manera de
cazos... con su astil de una vara de medir o poco menos, largo como un codo o poco
mas, hueco y de dentro tenia unas pedrezuelas por sonajas... Cogfan con ¢l brasas del
fogén y luego echaban copal sobre las brasas y luego iban delante de la estatua del
demonio y levantaban el incensario hacia las cuatro partes del mundo... y también
incensaban la estatua.

Esto mismo hacfan todos los del pueblo en sus casas, una vez a la mafiana y otra

a la noche, incensando a las estatuas que tenfan en los oratorios o en los patios de sus
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casas; y los padres y las madres compelian a sus hijos a que hiciesen lo mismo cada
mafiana y cada noche.

No sélo los sacerdotes y el pueblo usaban el copal para reverenciar a sus dioses;
también los jueces lo empleaban, para pedir la ayuda divina antes de dictar alguna
sentencia. Asimismo, los cantores, antes de empezar su canto, quemaban copal (1956, p.
242).

Las resinas mas utilizadas por mayas, olmecas, totonacas y huastecos provienen de las especies
Protium copal, que se distribuye desde San Luis Potosi hasta Quintana Roo; Bursera bipinnata,
Bursera copallifera y Bursera vejar-vazquezii, de las cuales, los dltimos tres siguen siendo las fuentes
mas importantes de copal (Chazaro Basanez ez al, 2010; Garcia Martinez, 2012).

3.4. ESTUDIOS PREVIOS

El nombre “copal” hace referencia a resinas de diversos origenes bioldgicos distribuidos de
manera mundial. Las especies de arboles que producen estas resinas han sido ampliamente
estudiadas, especialmente en sus aspectos botanicos (Chazaro Basafiez ez al., 2010; Fuentes, 2009;
Hernandez-Pérez ez al., 2011; Langenheim, 1996; Matthew & Johnson, 1992), socioeconémicos
(Castillo, 2016; Garcfa Martinez, 2012; Montafar Lépez, 2012, 2016; Purata Velarde, 2008) y
medicinales (Alamgir, 2017; Badal & Delgoda, 2017; Dewick, P.M Perroy & Careas, 2009; Evans
& Evans, 2009; Hernandez-Vazquez ez al., 2010). En México, la pareja de investigadores Jerzy
Rzedowski y Graciela Calderén de Rzedowski, del instituto de Ecologia de Patzcuaro, se han
dedicado a describir de forma exhaustiva a las especies del género Bursera (Rzedowski ef al., 2004,
2005; Rzedowski & Calderén de Rzedowski, 1996; Rzedowski & Guevara-Féfer, 1992).

La caracterizacién quimica de las resinas de copal de diferentes origenes geograficos ha sido un
tema relevante en estudios con una orientacién bioldgica, utilizando resinas de reciente
extraccion y técnicas variadas como la CG-EM vy la espectroscopia Raman (Brody R.H. ez a/,
2001; Case ef al., 2003; Hernandez-Vazquez et al., 2010; Jemmali e/ al., 2016; McCoy ef al., 2017,
Shashoua ez al., 20006). Sin embargo, es importante recordar que la caracterizacion de resinas de
reciente obtencion brinda resultados distintos de los que se pueden obtener de resinas fosilizadas
o semifosilizadas, pues la degradacion de éstas modifica la cantidad y la variedad de compuestos
presentes, especialmente aquellos que son volatiles, como muestra la comparaciéon entre las
fracciones terpénicas de una muestra reciente y una muestra de 5 aflos de antigiedad en el estudio
realizado por Gigliarelli ¢f a/. (2015). En el campo de la arqueomettia, el estudio de las resinas
encontradas en materiales arqueoldgicos es mas reducido. La mayoria de los trabajos se ha
centrado en su uso como adhesivo y como parte de ofrendas en el Templo Mayor y en la region
Maya, compartiendo la caracteristica de que las muestras obtenidas no sufrieron ninguna
transformacién quimica como consecuencia de reacciones de combustion (De La Cruz-
Cafiizares e/ al., 2005; Paola Lucero-Goémez et al., 2014; Stacey et al., 2006). Algunos estudios
enfocados en el analisis de ceras han detectado de forma colateral, la presencia de copal debido
a sus metodologfas de extraccion (Pérez-Lopez et al, 2021), entre las que se encuentran la
extraccion asistida por ultrasonido (Rezi¢ ez a/., 2008). En México, se han realizado pocos trabajos
de forma exclusivamente nacional (Diaz Gonzalez, 2016; Noemi, 2007).
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3.5. SITIOS ARQUEOLOGICOS

El proyecto que se presenta se desprende de la Tesis de Doctorado en Estudios Mesoamericanos
de la M. en Arqueol. Rocio Velasco Fuentes, titulada “Analisis de los quemadores de incienso
del Centro de Veracruz”, avalada por el Instituto de Investigaciones Filologicas y la Facultad de
Filosofia y Letras de la Universidad Nacional Auténoma de México, y se enfocara unicamente
en piezas arqueoldgicas encontradas en la region central de Veracruz, correspondientes a los
sitios de Nopiloa, La Joya y El Zapotal, los tres pertenecientes al periodo Clasico Veracruzano
(100 d.C. =900 d. C.) (Stark, 2010; Tiesler ez al., 2013).

Los primeros dos, Nopiloa y La Joya, se caracterizan por haber sido sitios de gran importancia
politica en su momento, mientras que el tercero, El Zapotal, es mayormente conocido por el
santuario dedicado a Moictlantecubtli, dios azteca de la muerte, donde se encuentra una
representacion policromatica de éste, realizada en barro sin cocer (Wyllie, 2010). Las piezas mas
relevantes en esta zona, especialmente cuando se habla de Nopiloa, son las llamadas “figurillas
sonrientes” (Ilustracién I1I-19), que adornaron diversos tipos de piezas, que van desde silbatos
hasta ollas, vasijas y figuras ceremoniales (Daneels, 2010; Medellin-Zenil, 1987; Stark, 2010;
Tiesler ez al., 2013). Sin embargo, este trabajo se centrara unicamente en 3 tipos de piezas:
braseros, tapas y candeleros.

3.5.1 NOPILOA

El nombre probablemente proviene de una degeneraciéon de la palabra nahua nopilwan, que
significa “mis principes” o “mis hijos”. Es una de las zonas arqueolégicas mas impresionantes
por la planificaciéon y proporciones de los monumentos de su centro ceremonial. Sobreviven
grandes plazas rectangulares, monticulos conicos, plataformas y construcciones paralelas
destinadas al juego de pelota. Otra caracteristica destacable es la presencia de un monolito de
basalto de las mismas dimensiones de una cabeza colosal Olmeca ubicado en el centro del recinto
ceremonial que representa a Tlaltecubtli: el monstruo de la tierra hibrido de jaguar y rana
(Medellin-Zenil, 1987).

Nopiloa fue la capital de una pequefia
entidad politica, cercano a la desembocadura
del rio Papaloapan (Ilustraciéon III-20a).
Durante sus inicios, estuvo subordinado a
Cerro de las Mesas, pero cerca del 600 d.C.
alcanzé su apogeo y su independencia. Uno
de sus aspectos mas destacables es el
descubrimiento de las “figurillas sonrientes”
(Ilustracion I11-19), descritas por primera vez
por Alfonso Medellin (1987). Numerosas
Lustracion 111-19. Figurillas sonrientes del centro de V'eracruz. Izquierda: piezas, desde contenedores y silbatos, hasta
Figurilla de I Zapotal (38 5 29 om). Derecha: Figurilla de Nopiloa (14 juguetes, todas mostrando personas o
% 16 om). Fotos: INAH animales antropomorfos sonrientes,
posiblemente representando eventos rituales. Las figurillas sonrientes son identificativas de las
culturas del centro de Veracruz (Medellin-Zenil, 1987; Stark, 2010). Las piezas fueron halladas,
en su mayorfa, en lo que Alfonso Medellin (1987) llama “El vertedero”, un lugar donde se
depositaban materiales que fueron objetos de veneracion y que, debido al abandono del sitio,
fueron desechados a modo de ofrenda de terminacién.
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3.52 LAJOYA
La Joya fue el Sitio Mayor del centro de Veracruz (llustracién I11-20b). Contaba con una
organizacion estatal que comenzoé en el periodo protoclasico veracruzano (100 a.C. - 100 d.C.),
que pudo funcionar como una forma de gobierno dual o alterno, entre poder politico y religioso
(Daneels, 2010).

GOLFO DE
MEXICO

@ Isla de Sacrificios

Laguna de
Alvarado

Lustracion 111-20. Izquierda: Mapa que munestra la nbicacion geogrdfica de los sitios El Zapotal y Nopiloa. Reproducido con permiso de Reyes
(2014). Derecha: Mapa que muestra la nbicacidn geogrdfica del sitio La Joya. Reproducido con permiso de Liberotti y Daneels (2012).

La Joya contaba con una arquitectura monumental completamente hecha de tierra apisonada y
adobes, las cuales se han conservado durante casi 2000 anos. Esto es destacable pues la
construccion con tierra se encuentra mas asociada a regiones desérticas del norte del pafs. Para
conformar las edificaciones, se utilizaban primero, basamentos de tierra compactada por capas.
Las paredes se edificaban con adobe. Posteriormente, los elementos ornamentales se hacfan con
barro modelado. Los techos presentaban estructuras de madera y carrizos recubiertos de tierra.
Por dultimo, se le daba un recubrimiento de arcilla mezclada con material vegetal. El
recubrimiento es de especial importancia, pues es la clave para su supervivencia durante tanto
tiempo (Daneels & Guerrero, 2012). Algunos estudios apuntan a la presencia de un aglutinante
organico que pudo servir tanto para la impermeabilizacion como para el control del crecimiento
de flora y fauna parasita. Desafortunadamente, a pesar de haber identificado rastros de
hidrocarburos, triglicéridos pentosas y éteres, no se ha podido identificar el origen de dicho
aglutinante (Kita ez a/., 2013).

Las piezas fueron encontradas en la Plataforma Este, donde se encontraron vasijas quebradas en
un patron que sugiere un desecho ritual (Daneels, 2010).

El estudio de este sitio es de vital importancia pues debido a la falta de excavaciones, estudios y
proteccion del INAH, esta siendo destruido de manera constante por los ladrilleros.
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3.5.3

E1L ZAPOTAL

Unstracion 111-21. Altar policromatico en barro sin cocer a Mictlantecubth

en 2/ Zapotal. Foto: INAH.

3.6. PIEZAS

Al referirnos a las piezas como braseros, sahumadores y candeleros, las definiciones utilizadas se
muestran a continuaciéon:

Brasero:

Objeto de barro, generalmente de pasta burda o de
piedra, utilizado para contener brasas. Tenfan un uso
ritual como depodsitos y quemadores de ofrendas,
aunque también pudieron tener fines practicos como
alumbrar espacios o incluso ahuyentar mosquitos y
calentar habitaciones. Pueden tener formas variadas
como bicoénica, cilindrica y convexa (Ilustracion I11-22).

El Zapotal es un sitio en el centro-sur de
Veracruz que florecio entre los afios 600 y 900
d.C. Durante su descubrimiento se encontré6
un gran altar a  Mictlantecubtli (Ilustracion
III-21), rodeado por murales policromaticos.
Al norte de éste, se encontré un osario
cilindrico con abundantes huesos humanos,
presumiblemente provenientes de sacrificios.
Los restos eran de mujeres que habian muerto
durante el parto y cuyos cuerpos fueron
ofrendados a Tlagolteot/, diosa azteca de las
parteras, el sexo y la fertilidad. Asimismo, se
encontraron representaciones de terracota de
Cibuateos, la diosa de las mujeres, consideradas
guerreras, que murieron durante el parto de su
primogénito (Tiesler ez al, 2013). Las piezas
fueron halladas en el santuario, asociandose
en algunos casos con la figura de Cibuateos.

Algunos de ellos presentan elementos estructurales =
como soportes y tapa y ornamentales como ﬁguras nstracion 111-22. Representacion de un brasero

zoomortfas, geométricas y antropomorfas. Su tamafio

con copal en el Cddice Borbinico.

también varfa, desde tamafios portatiles, hasta tamafios enormes que requerfan estar fijos

(Velasco-Fuentes, en prensa).

Sahumadores:

Son recipientes de barro formados por
una cazoleta unida a un mango
(Ilustracion I11-23) que puede ser simple
o tener elementos zoomorfos. La forma
mas comun es de cazoleta hemisférica,
a veces con perforaciones en la base. La
pasta utilizada para su manufactura es
fina o media y servian para depositar
brasas, a las que se les agregaba copal

Tlustracion 111-23. Representacion de la quema de copal en sabumadores
en el Cadice Florentino.

16



para sahumar personas, espacios o esculturas. Su forma permitia caminar y quemar la
ofrenda al mismo tiempo, por lo que representa una modificacion en las practicas rituales
(Velasco-Fuentes, en prensa).

Candeleros:

Los candeleros son piezas tipicas de Teotihuacan y su
presencia en sitios ajenos a esta urbe puede servir como
indicador de contacto entre los sitios. Son objetos
pequenos de barro, cuadrados u ovalados que se
caracterizan por tener uno o dos huecos denominados
camaras (Ilustracion I11-24). Su funcidn es incierta y se ha
propuesto que fueron lamparas portatiles, braseros o
incensarios portatiles (Velasco-Fuentes, en prensa).

Lustracion 111-24. Candelero teotibnacano.
Cortesia: Museo Amparo, Puebla.

Tapas:
Las piezas nombradas como “tapas” en este proyecto son objetos de forma bicénica
unida por los vértices cuyo uso es ambiguo pues por su forma y sus adornos, (Ilustracion
III-25) sugieren que su abertura mayor fue utilizada para cubrir otras piezas donde se
quemaban objetos de forma ceremonial. Sin embargo, al voltearse 180°, también son
capaces de sostenerse por si mismos sobre su base menor, pudiendo funcionar como
contenedores similares a copas, con funciones analogas a los braseros (Velasco-Fuentes,
en prensa).

—and

Lustracion 111-25. Tapa 50-12522 proveniente de
El Zapotal. Foto de: Rocio Velasco Fuentes.
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A continuacion, se presentan las piezas trabajadas en este proyecto. Provenientes de El Zapotal,
se analizo la tapa 12889 y la tapa 12892, cuyas muestras provienen solo de las paredes (Ilustracion
I11-26).

Liustracion 111-26. De izquierda a derecha: a) 1 ista completa de la tapa 12889. b) Detalle de la parte superior de la tapa 12889. ¢/Tapa 12892
sostenida por la parte mds angosta. d)Tapa 12892 sostenida por la parte mds ancha. Todas las piezas provenientes de =l Zapotal. Fotos de:
Rocio VVelasco Fuentes.

También proveniente de El Zapotal, se analiz6 el Brasero 12450, con muestras provenientes de
su borde (clave 65) y del fondo (clave 66) (Ilustracién I11-27).

Lustracion 111-27. Brasero 12450 paredes (izq. y der.) y fondo (centro), =l Zapotal. Fotos de: Rocio 1 elasco Fuentes.

Proveniente de Nopiloa, se analiz6 una muestra de las paredes internas de la tapa 5045
(Hustracion 111-28).

Liustracion 111-28. De izq. a derecha: Vista completa de la Tapa 5045 de frente. Vista completa de la tapa de lado.
Viista del interior de la tapa. Proveniente de Nopiloa. Fotos de: Rocio 1 elasco Fuentes.
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Proveniente de La Joya, se analiz6 el candelero 1 y el candelero 2, cuyas muestras provienen de
la tierra que se encontraba adherida a las paredes externas, asi como de la tierra depositada en
cada una de las camaras (Ilustracion I11-29) Es importante mencionar que los candeleros fueron
encontrados en el piso de un edificio que fue quemado intencionalmente.

Liustracion 111-29 Candelero 1 (izquierda) y 2 (derecha), La Joya. Fotos de: Rocio
Velasco Fuentes.

Las claves utilizadas para identificar las piezas en el resto del proyecto se muestran en la tabla
III-1.

Tabla 11I-1. Claves de identificacion de las piezas estudiadas.

Procedencia Nombre Clave

Tapa 12889 39-12889

Tapa 12892 41-12892

El Zapotal Brasero 12450 (Borde) 65-12450
Brasero 12450 (Fondo) 66-12450

Nopiloa Tapa 5045 21-5045
Candelero 1 Tierra circundante Cand1 TB

Candelero 1 Cimara 1 Cand1 C1
Candelero 1 Ciamara 2 Cand1 C2
Candelero 2 Tierra circundante Cand2 TB

Candelero 2 Cimara 1 Cand2 C1
Candelero 2 Camara 2 Cand2 C2

3.6.1 PROBETAS

Al trabajar con objetos del patrimonio cultural se vuelve necesario contar con herramientas que
nos permitan realizar pruebas preliminares que minimicen el riesgo la integridad fisica de las
obras y objetos pero que, a su vez, nos permitan aproximarnos a las caracteristicas de éstas. Las
probetas se pueden definir como muestras de caracteristicas fisicas y quimicas similares a las del
objeto original sobre las que se pueden realizar procesos de deterioro y degradacion coherentes
con aquellos que puede sufrir el original, o sobre los que se pueden realizar intervenciones
analiticas sin que la integridad del original corra riesgo alguno (Carvajal Molina, 2018). Desde un
punto de vista quimico, el objetivo de una probeta es simular una matriz que sea capaz de emular
las interacciones y propiedades fisicoquimicas del objeto de estudio con el analito incluso si este
no es sometido a ningin proceso de deterioro.
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3.7. PREPARACION DE MUESTRAS

La preparaciéon de muestra es un punto clave en el proceso analitico. Este concepto abarca desde
la seleccién de los objetos hasta cualquier cambio fisico o quimico realizado a las muestras previo
a su analisis. L.a obtencién de las muestras, su preparacién y su analisis involucran cambios, a
veces irreversibles, que deben tomar en cuenta el estado del objeto a analizar tanto en su cualidad
de unico, como en su fragilidad o estética. Al investigar objetos pertenecientes al patrimonio
cultural, se debe evitar cualquier dafio innecesario a las piezas y, en la medida de lo posible, es
necesario optimizar la preparacion para utilizar la menor cantidad posible de muestra de manera
que se asegure la menor intervencion de la pieza. Debido a esto, los analisis micro invasivos y
no invasivos destacan sobre otras técnicas (Artioli, 2010).

La eleccion de los métodos de preparacion de muestra depende fundamentalmente de la
naturaleza quimica de los analitos de interés, de la interaccién que tengan éstos con la matriz en
la que se encuentren, de la informacién del analito que se desee conocer y de las particularidades
de los equipos y materiales disponibles para realizar el andlisis. Para una misma muestra existen
distintas formas de preparar y realizar el analisis. (Artioli, 2010)

La extraccion con disolventes organicos puede clasificarse en dos: la extraccion liquido-liquido
(L-L) y la extraccién liquido-solido (L-S). Esta clasificacion representa, primero, el estado de
agregacion de la fase extrayente y después, el estrado de agregacion de la matriz que se extrae. El
fundamento de la técnica es la transferencia del analito desde la matriz de extraccién hacia una
fase liquida en la que presenta una solubilidad mayor (IUPAC, 2014b, 2014a). La extraccién
puede llevarse a cabo por distintos métodos como la extraccion en fase solida (SPE, por sus
siglas en inglés) en la que se afslan analitos de fases liquidas adsorbiéndolos sobre una fase
estacionaria so6lida, lo que permite cambiar la matriz original por una mas sencilla (Merck, 2022);
la microextraccion en fase solida (SPME por sus siglas en inglés), que recoge los principios de la
SPE pero aplicandolos a cantidades de muestra del orden de microgramos o microlitros. Ademas
de la purificacién, esta técnica también permite aumentar la concentraciéon del analito,
automatizar procesos y mejorar el desempefio de la técnica de SPE (Kataoka, 2017). La
extraccion Soxhlet, una de las mas comunes en los laboratorios y consiste en la extraccion
continua de una fase sélida al colocarse en un sistema cerrado con un disolvente que, al
calentarse, se evapora y posteriormente se condensa sobre la matriz de extraccion, extrayendo
un poco del analito. El disolvente entonces escurre y regresa a la camara original, completando
un ciclo que se repite constantemente y permite concentrar el analito tras varias extracciones
sucesivas (Zygler ez al., 2012). Otra posibilidad es la extraccion asistida por microondas (EAM),
que consiste en una extraccion solido-liquido que es irradiada por ondas electromagnéticas en la
region de las microondas. Estas ondas poseen un campo eléctrico perpendicular a uno
magnético. El primero de ellos permite el calentamiento mediante dos mecanismos: el primero
de ellos es la rotacién dipolar debido al alineamiento del campo eléctrico alternante con el
momento dipolar de moléculas polares y el segundo de ellos es la migracion idnica que genera
friccién y, por lo tanto, calor (Kaufmann & Christen, 2002). Este principio puede aplicarse de
tres formas diferentes dependiendo del caso estudiado: Si sélo el solvente es sensible a las
microondas, este se calentara y dejara fria la matriz, permitiendo una extraccién exhaustiva pero
poco selectiva. Si, por el contrario, la matriz es la unica sensible a las microondas, esta se
calentara, provocando un aumento de la presion en su interior que puede llevar a la ruptura de
la matriz y a la liberacién de los analitos. Este caso presenta una ventaja clara para el tratamiento
de especies termosensibles. Por dltimo, si los analitos son los tnicos sensibles a las microondas,
estos se calentaran y se facilitara su difusion al disolvente frio (Veggi et al., 2012). Las principales
desventajas con estas técnicas de preparacion de muestra es que SPE y SPME requieren una
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matriz de extraccion liquida, mientras que la extracciéon por soxhlet requiere de cantidades de
muestra de 6rdenes de magnitud superiores a los utilizados en el estudio del Patrimonio Cultural
(del orden de mg). Por otro lado, la desventaja que presenta l]a EAM en este caso es que tanto
los analitos (triterpenoides) como la mayorfa de los disolventes usados (DCM, AcOEt, HXN)
presentan una constante dieléctrica baja y, por lo tanto, una baja susceptibilidad a las microondas.

Una de las variantes de la SPME es la extraccion por head space, (HS-SPME) que consiste en la
volatilizacién de analitos de la matriz sélida por calentamiento para retenerlos desde su fase
gaseosa, sobre una fibra de extraccion de SPME (J. M. Lee ef al., 2007). Esta técnica ha sido
explorada en otros proyectos (Diaz Gonzalez, 2016) para el analisis de piezas arqueoldgicas, con
la desventaja de que el uso de las fibras de microextraccion eleva los precios de los analisis,
volviéndolos inaccesibles para proyectos arqueolégicos pequenos. En este proyecto, se explora
el uso de la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) como un método eficiente para el
aislamiento de compuestos de interés.

3.7.1 EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO

La extraccion asistida por ultrasonido es una técnica analitica de extraccién que implica el uso
de ondas mecanicas para generar compresiones de entre 20 y 100 kilo Hertz (kHz) para producir
microburbujas que colapsan generando temporalmente sitios de alta presion (1000-2000 bar) y
alta temperatura (4000-6000 K) llamados Ho# spots. Este proceso, que recibe el nombre de
cavitacion, produce diversos efectos en la matriz sélida que mejoran los resultados de la
extraccion. Estos mecanismos son:

e Fragmentacion:
Puede deberse a la colision entre particulas o a las ondas de choque creadas por el colapso
de las microburbujas. Esto reduce el tamafio de particula, con el consecuente aumento
del area superficial del sélido y una mejora en la transferencia de masa.

e LErosion:
Es un efecto conocido del ultrasonido provocado por el colapso de las burbujas y es
aprovechado en la limpieza de metales (Ilustracion I11-30).

“(d)

Tlustracion I11-30. Mecanismo del efecto de la cavitacion de burbujas sobre la
superficie de un objeto. a) Estructura original. b) Formaciin de microburbujas.
¢)Colapso de burbujas. d)Desgaste de la estructura debido a la erosion. Reproducide
de Chemat (2017).

e Sonocapilaridad:
Bajo ciertas condiciones de sonicacion, la velocidad y profundidad de la penetracion del
disolvente en canales y poros del sélido aumenta.
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e Sonoporacion:
Se refiere a la creacién de poros en las membranas celulares que permite la liberacion del
contenido de las células al disolvente.
e Tension de corte:
Durante la aplicacion del ultrasonido, las micro corrientes y turbulencias generan tension
de corte que permite la ruptura de la superficie de estructuras fragiles (VanBavel, 2007).
o Detexturacion:
Se observa en la forma de degradacion de estructuras como la pared celular después de
algunos minutos bajo el ultrasonicador. De manera similar al punto anterior, la
destruccién de dichas barreras biologicas permite la extraccion del contenido de las
células al medio de extraccion (Ilustracion II1-31).

Lustracion 111-31. Micrografias de barrido electrinico que muestran el efecto del Ultrasonido en semillas de alcaravea. 1) Semillas sin tratar. 2)
Semillas después de una extraccion tradicional (60 min, 69 °C) 3 y 4) Semillas después de EAU (20 KHz, 38 °C, 30 min y 60 nin).
Reproducido de Chemat (2017).

Es relevante mencionar que ninguno de estos efectos se presenta de manera aislada, sino que es
una combinacién de todos los anteriores lo que produce un aumento en la efectividad del
método (Chemat ez al., 2017; Lucena Mufioz, 2019; Pico, 2013).

La extraccion asistida por ultrasonido ha demostrado ser util en el aislamiento de muestras
bioldgicas, incluyendo aquellas que implican moléculas lipidicas y terpenoides (Soto-Leén et al.,
2014; Wu et al., 2018; L. Yang et al., 2011). Esta técnica presenta notables ventajas como alta
reproducibilidad, tiempos cortos de extraccidon, facil manipulaciéon, volumenes bajos de
disolvente y poco consumo de energia (Rezi¢ et al., 2008; L. Yang et al., 2011). Algunas
comparaciones de esta técnica frente a otros tipos de extracciones (Da Porto & Decorti, 2009;
Péres et al., 2000) para la obtencion de compuestos terpénicos, la sitian como una mejor opcioén
que la hidrodestilacién, pero que se encuentra a la par que la extraccion soxhlet y que es superada
por la extracciéon con liquidos presurizados. Sin embargo, por la metodologfa descrita, no se
menciona ninguna variacién ni optimizaciéon en los parametros de extraccion asistida por
ultrasonido.

3.8. TECNICAS ANALITICAS

Como se menciond en la seccion de Estudios Previos, se han utilizado diversas técnicas para el
analisis de las resinas de copal entre las cuales se encuentra la CG-EM vy la espectroscopia
infrarroja (Brody R.H. e al., 2001; Case ef al., 2003; Gigliarelli ¢z al., 2015; Hernandez-Vazquez ef
al., 2010; Jemmali et al, 2016; McCoy et al., 2017; Shashoua ef al, 2006). Ambas técnicas
comparten como caracteristica requerir cantidades de muestra minimas, siendo técnicas micro
destructivas, algo deseable para el andlisis de piezas del Patrimonio Cultural.

Ademas de estas técnicas, otras similares, como la cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(HPLC) se han utilizado para el analisis de resinas de copal (Paola Lucero-Goémez ez al., 2014;
Merali ez al., 2018; Pifia-Torres ef al., 2018; Romero-Estrada ez al., 2010).
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3.8.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA DE TRANSFORMADA DE FOURIER DE REFLECTANCIA
TOTAL ATENUADA (ATR-FTIR)

La Espectroscopfa Infrarroja de Transformada de
Foutrier de Reflectancia Total Atenuada, o ATR-
FTIR, por sus siglas en inglés, se ha perfilado en

los ultimos afios como una técnica provechosa
tanto para el estudio de biomoléculas (Bayari ez al.,
\\ !

?
|
-

2020; Sarroukh ez al., 2013), como para el estudio
de sistemas arqueoldgicos y de conservacion
(Chércoles Asensio e# al., 2009; Glavcheva et al.,
2014; Shashoua ez al., 20006), debido
principalmente a 3 razones: no necesita ninguna
preparacion de la muestra, es una técnica no
destructiva, y requiere muy poca cantidad de
muestra para el analisis.

En la técnica de ATR-FTIR, las muestras pueden encontrarse en fase liquida o como solidos
pulverizados, que se ponen en contacto con la superficie de un cristal de alto indice de refraccion,
comunmente de germanio, selenuro de zinc o diamante (Ilustracion I111-32). El cristal permite
crear un efecto de reflexion total interna dentro de si, durante el cual, el haz de luz infrarroja
penetra unos micrometros en la muestra antes de reflejarse. La profundidad de penetracion
depende de la longitud de onda del haz, los indices de refraccion del cristal y la muestra y del
angulo del haz, describiéndose con la siguiente ecuacion (Skoog ez al., 2018):

d. =

’ ZEJsenZB — (Z—i)z

Llustracion 111-32. Cristal de ATR-FTIR. Foto de Stock.

C

Donde:
d; es la longitud de penetracién
Ac es lalongitud de onda del cristal, calculada como la longitud de onda del haz incidente sobre

PNET .. . A
el indice de refraccion del cristal A, = —
(4

n, y n. son los indices de refracciéon de la muestra y del cristal, respectivamente.

La radiacién que penetra la muestra se denomina onda evanescente y, a las longitudes de onda
en las que la muestra absorbe dicha radiacién, ocurre una atenuacion del haz, brindandole el
nombre a la técnica. Los espectros de reflectancia obtenidos son similares a los espectros de
absorcion de infrarrojo ordinarios, aunque las intensidades de las sefales pueden variar. La
cantidad de muestra requerida es minima ya que la radiacién incide una distancia muy corta,
permitiendo el analisis de peliculas finas de liquido o sélido (Artioli, 2010; Skoog e# al., 2018).

3.8.2 CROMATOGRAFIA DE GASES (CG)

La cromatografia de gases es una técnica analitica de separacion en la que los componentes de
una muestra vaporizada se reparten entre una fase gaseosa y una fase estacionaria (Ilustracion
ITII-33). Esta separacion se lleva a cabo gracias a la vaporizaciéon de la muestra, su elucion
mediante el flujo de un gas inerte y su retencion segun la afinidad que tenga con la fase
estacionaria. Esta técnica suele estar acoplada a un detector de espectrometria de masas, que
permite medir la relacién masa/carga (m/z) de los iones que se producen en la muestra (Skoog
¢t al., 2018). Al igual que la técnica de ATR-FTIR, la CG-EM ha demostrado ser una herramienta
valiosa en el analisis de muestras arqueologicas de origen organico, especialmente en resinas y
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maderas, lo que la vuelve de especial interés en el
analisis del copal (Abdelmoniem ez al, 2020;
Richard P. Evershed ez al., 1990; Hayek ez al., 1991;
Puchinger, L. Sauter, F. Leder, 2007; Surowiec,
2008; Trojanowicz, 2008). ILas técnicas de
separacion como la CG permiten separar mezclas
terpénicas e identificar sus cantidades relativas,
haciendo posible compararlas con estandares de
diferentes géneros. Sin embargo, la presencia en
dichos materiales de moléculas con grupos
funcionales como alcoholes y 4cidos carboxilicos,
Liustracion 111-33. Cromatdgrafo de gases acgplado a espectrimetro as{ como compuestos polares, no volatiles y
de masas marca Agilent. Imagen propia termolabiles, en muchas ocasiones vuelve necesaria
una derivatizacién previa al analisis cromatografico. I.a reducciéon de la polaridad mejora la
definicién de las sefales debido a la disminucion de las absorciones no especificas (Colombini
& Modugno, 2009).

Un cromatégrafo de gases esta compuesto por 7 partes principales (Ilustracion III-34): un
sistema de almacenamiento del gas acarreador, un regulador de flujo para el gas, un sistema de
inyeccion de muestra, la columna donde sucede la separacién, un horno, un detector y un sistema
de recolecciéon de datos. Adicionalmente, existen diversos equipamientos que pueden ampliar la
ya versatil gama de aplicaciones de la cromatografia o facilitar algunos aspectos del manejo del
equipo.

Muestra

Regulador de =
flujo _ Inyector

\ |_ J Detector

Q Columna

Efluente
Horno de
desechos Sistema de
recoleccion de
Gas
datos
acarreador

Tustracion 111-34. Componentes principales de un cromatdgrafo de gases. Imagen original de BiteSizeBio. Traducida.

El gas acarreador es un gas inerte, comunmente helio, argdn o nitrégeno, que se encuentra
contenido en tanques a presiéon. La corriente de gas se controla mediante reguladores,
manometros y medidores de flujo. La velocidad de flujo de la fase mévil modifica el tiempo que
ésta se encuentra en contacto con la fase estacionaria, modificando el ensanchamiento de las
bandas de elucion. Una velocidad de flujo lenta ensanchara las bandas y disminuira la eficiencia.
El sistema de inyeccion de la muestra es uno de los componentes mas variados de la CG vy tiene
como funcién vaporizar la muestra y permitir su incorporacion en el sistema cromatografico.
Existen diferentes tipos como el cold on column, Split-splitless, de desorcion térmica, de Headspace,
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Septum de  Vaporizaciéon de  temperatura

N\ Jeringa programable (PTV) entre otros. De entre
éstos, uno de los mis comunes es el
Entrada de g Psr?a sistema Split-splitless (Ilustracion I11-35),
gas > I -« e . .
L-

acarreador T seprum ~ ue consiste en un inyector con un
‘ sistema de division de flujo que permite
O-ring | purgadel  Separar el vapor de la muestra generado
o <+ sistema en dos fracciones. Una fraccién
. " - split controlada se dirige a la columna para su

liner ———» Muestra .. ;
separacion y otra se expulsa del sistema.
Esta separacion es opcional y, si no se
< Entiadsa la desea realizarla, el modo splitless permite

= columna . . .

introducir la totalidad de la muestra

Lustracion 111-35. Partes de un inyector Split-Splitless. Imagen de: Nadjib VngFIZada en el Sl,StC.ma Cromatog_r’aﬁco’
Hammom. Modificada para agregar nombres. dlsmlﬂuyeﬂdo el limite de deteccion de

los analitos. Al inyector,
independientemente de cual sea, se le puede acoplar un automuestreador que permite una mayor
reproducibilidad y la realizacion continua de analisis sin necesidad de un analista que inyecte cada
muestra individualmente.
Las columnas de separacién son el corazon de la cromatografia de gases. Existen dos tipos:
empacadas y capilares, que se diferencian en su longitud, su diametro y su eficiencia. Las
columnas capilares cuentan con diametros internos del orden de micrémetros cuya fase
estacionaria es una pelicula de liquido de décimas de micrémetros de espesor y son mas eficientes
que las columnas empacadas. Estas columnas capilares, a su vez, pueden dividirse en dos: las
columnas tubulares abiertas de paredes revestidas (WCOT por sus siglas en inglés), que consisten en
columnas capilares con paredes revestidas con fase estacionaria: y las columnas tubulares abiertas
revestidas con soporte (SCOT por sus siglas en inglés), que consisten en capilares revestidos de un
soporte solido que a su vez sostiene a la fase estacionaria liquida (M. Lee e a/, 1984). La fase
estacionaria puede ser de distinta polaridad, dependiendo de los requerimientos del analisis. Las
mas comunes son polidimetilsiloxano, Fenil-polidimetilsiloxano 5%, Fenil-polidimetilsiloxano
50%,  Trifluoropropil-polidimetilsiloxano 50%,  Polietilenglicol y  Cianopropil-
polidimetilsiloxano 50%. Cada una de estas fases tiene un limite de temperatura que puede ir
desde 240 °C hasta 350 °C. La temperatura de la columna se modifica a través de un horno en
funcién del punto de ebullicién de la muestra y del grado de separacion requerido. Estos cambios
pueden ser planeados a través de un programa que aumente, disminuya o mantenga la
temperatura.
El sistema de deteccion es lo que permite cuantificar o identificar un analito. Existen distintos
detectores de entre los cuales los mas comunes son los de Ionizaciéon de Flama (FID), de
conductividad térmica, de captura de electrones (ECD), termoidnicos, de conductividad
electrolitica, de fotoionizacion, de emision atémica, de espectrometria de masas, de UV-visible
y de infrarrojo. Los sistemas de deteccion pueden colocarse en serie siempre que no sean
destructivos, con el costo de que cada detector registrara un tiempo de retencion ligeramente
diferente (Skoog e# al., 2018).
Por dltimo, el sistema de adquisicién de datos es la interfaz que permite que el usuario controle
todos los parametros de operaciéon del cromatégrafo y registre la informacion obtenida del
analisis. Estos sistemas son propios de cada equipo o marca de equipos y algunos pueden
contener programas de procesamiento y analisis de datos (Agilent Technologies, n.d.).
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3.8.3 DETECTOR DE ESPECTROMETRIA DE MASAS (EM)
La espectrometria de masas es uno de 10S cadonde
detectores mds sensibles que existen. El electones
fundamento consiste en ionizar la muestra \ﬂ /
mediante diferentes técnicas y medir la relacion
masa/carga (m/z) de los iones producidos y e A
separados. De cierta forma, el funcionamiento de | f |

un espectrometro de masas es analogo al de un I

cromatografo de gases. Consta de un sistema de
introduccién de muestra, una fuente de iones, un

Placa
aceleradora

E lones mas pesados

/ Pantalla

Muestra + Iman

Haz de iones e
lones mas ligeros

positivos
analizador de masas y un detector (Ilustraaon Hustracion 111-36. Esquema de nn espectrimetro de masas de sector
HI—36). magnético. Fuente: Espectrometria.

Los sistemas de introduccién de muestra dependen de si el equipo de EM esta conectado al
efluente de un cromatégrafo de gases o de liquidos o si funciona de manera independiente. En
el caso del acoplamiento con un sistema de cromatografia de gases, se necesita una interfaz que
permita trasladar el efluente sin disminuir la temperatura, de forma que no se condense. Las
fuentes mas comunes de ionizacién son la ionizaciéon quimica (CI) y el impacto electrénico (EI).
La primera de éstas se clasifica como un método blando, que confiere energfa suficiente para
romper un enlace, pero genera muy poca fragmentacioén, de manera que es ideal para observar
el ion molecular. Es un método muy utilizado para el analisis de moléculas de alta masa molar,
generalmente de origen biolégico. Por otro lado, la ionizacién electronica consiste en someter a
la muestra vaporizada ante un haz de electrones de alta energfa, producidos por un filamento de
tungsteno o renio. El potencial mediante el cual se les acelera se ha estandarizado en 70 eV
debido a que a energfas alrededor de los 70 eV, la longitud de onda de los electrones coincide
con la Jongitud promedio de los enlaces organicos (140 pm), llevandolas a un estado energético
excitado que, al relajarse, produce la liberacion de 2 electrones, con la consiguiente ionizacion
de la molécula siguiendo el esquema:

M+e > Mt +2e”

Esta ionizacion a altas energias produce posteriormente una serie de rupturas estructurales que
dan lugar a fragmentos moleculares que aun poseen energia suficiente para seguir
fragmentandose, generando un espectro que puede funcionar como una huella digital del
compuesto analizado (Dass, 2007). Los iones positivos son conducidos mediante una diferencia
de potencial hacia el analizador de masas.
i@l Los analizadores de masas (Ilustracion I11-37)
> son componentes encargados de separat los
iones de acuerdo con su relacién m/z. Existen
distintos analizadores como sector magnético,
cuadrupolares (Q), de tiempo de vuelo (TOF),
o e de trampa de iones y algunos mds complejos
| e que combinan los  analizadores  ya
ion de trayectoria i i
Hanura s nectibis mencionados, como el Q-TOF. El analizador
inefeteciasel cuadrupolar consiste en cuatro electrodos
cilindricos paralelos que aceleran los iones con
un potencial de entre 5 y 10 V. Cada electrodo
opuesto esta conectado a una fuente variable de potencial que aplica un voltaje de corriente
alterna de radiofrecuencia. Los voltajes se incrementan de manera que sélo algunos iones con

Electrodos del cuadrupolo

Haz
de g

lones g \ Ranura de

salida

Lnstracion I11-37. Funcionamiento de un analizador cuadrupolar.
Fuente: Universidad de Bristol. Traducida.
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determinado valor de m/z, denominados iones resonantes, pasen mientras que el resto es
acelerado hacia los electrodos, generando moléculas neutras. El potencial aplicado en los
electrodos varfa de manera sinusoidal permitiendo que los iones resonantes se muevan con una
trayectoria oscilante estable y con una trayectoria inestable para cualquier ion no resonante, lo
cual permite la cuantificacién de iones con valores especificos de m/z (Paul, 1990). Las
moléculas que pasan al analizador de masas alcanzan el detector, generando una corriente de
iones, la cual puede visualizarse en el software que controla el equipo como una corriente idnica
total, permitiendo obtener un cromatograma tradicional, o como una corriente iénica en funcion
de la m/z del ion, permitiendo obtener un fragmentograma de masas de cada compuesto
separado (Skoog ez al., 2018).

3.9. DISENO DE EXPERIMENTOS

El disefio de experimentos se refiere a la planeacion de pruebas cimentada en estadistica para
estudiar variables de interés y cuantificar los cambios que éstas generan en las variables respuesta.
El objetivo de esto es obtener datos que, al analizarse estadisticamente, proporcionen evidencias
objetivas acerca de los procesos que se estan estudiando. Alternativamente, el disefio de
experimentos elimina la necesidad de realizar pruebas exploratorias mediante “ensayo y error” y
puede ayudar a minimizar el efecto de variables no controlables (Gutiérrez Pulido & De La Vara
Salazar, 2016; Melo ez al., 2020).

El disefio de experimentos puede presentarse en 2 etapas, como sefialan Melo e# a/. (2020):

e Caracterizacion: es una etapa exploratoria en la que se busca determinar las variables de
mayor influencia en la respuesta.

e Optimizaciéon: es una etapa en la que se hallan los niveles 6ptimos de los factores
relevantes determinados en la etapa anterior.

De entre los diversos diseflos de experimentos, uno de los mas extendidos son los experimentos
factoriales, que consisten en el estudio simultaneo del efecto de varios factores de igual interés
sobre la respuesta. Una de las cualidades destacables del disefio factorial es que permite medir la
interaccién entre los factores estudiados, lo cual es de especial importancia en etapas
exploratorias en las que se desconoce el efecto de las variables sobre la respuesta. Una de las
grandes ventajas de este tipo de disefios es que permite obtener informacién sobre varios
factores sin aumentar demasiado el tamano del experimento, economizando el uso del material

(Melo et al., 2020).

3.9.1 DIsENO 2°

El disefio factorial 2" consiste en un experimento que estudia una cantidad £ factores, cada uno
con dos niveles de prueba: uno alto y uno bajo. Estos factores pueden ser continuos o discretos.
La mayor utilidad de estos disefios se obtiene cuando el numero de factores se encuentra entre
2y 5, pues con una mayor cantidad de factores, demanda una cantidad poco manejable de
experimentos. La mayor desventaja de este diseflo es que, al unicamente contener 2 puntos,
asume que el efecto de los factores e interacciones sobre la respuesta es de caracter lineal, lo que
conlleva problemas de ajuste cuando el efecto en realidad es de caracter cuadratico o
exponencial.

Cuando se tienen 3 factores, el disefio expetimental recibe el nombre de 2°. En este tipo de
disefio, se evalua el efecto de 3 factores (A, B y C) con 2 niveles cada uno, utilizando un total de
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8 experimentos. Esto puede representarse geométricamente como se muestra en la Ilustracion
I11-38.

be abe En esta representacion, los signos (-) representan los
niveles bajos y los signos (+), los altos. También se
utiliza la notacién de Young para representar las aristas.

[
[
C+ « t ., .
o I ac En esta notacion, el tratamiento en el que todos los
P I . .
s S R niveles son ba]gs se representa con un (1), y en el resto
£ e b ° de los tratamientos, se representa con una letra
C- 7 / o minuscula los factores que tengan un nivel alto. A través
B- @ s
) 2 < de este disefio, se pueden evaluar 7 factores: los tres
A-—m7 8 A+

principales, las tres interacciones dobles entre los
Factor A efectos (AB, AC, BC) y una interaccion triple (ABC).

Instracion I11-38. Representacion geométrica de un diseio Cuando el ajuste del modelo no es adecuado a los datos
Jactorial 22 debido a la desventaja mencionada anteriormente, se
puede agregar un punto para verificar o modificar la linealidad de los datos. Un disefio 2* puede
complementarse al agregar un nivel de prueba intermedio (cuando los factores lo permiten)
llamado punto central. Este nivel extra permite medir el efecto de la curvatura y se representa
mediante un cero (0). Si existen repeticiones de los puntos centrales, pueden identificarse
mediante subindices (01, 0, 03, etc.).

Una vez obtenidos los resultados de cada experimento del disefio, el analisis se realiza utilizando
tres herramientas principales: el grafico de Pareto, el grafico de efectos principales y los graficos
de interaccion. El grafico de Pareto representa mediante barras la relevancia estadistica de cada
una de las variables estudiadas, asi como de las interacciones entre variables y las compara con
la varianza propia del disefio. Si el efecto de la variable es mayor que el de la varianza, entonces
la variable es estadisticamente significativa y tiene relevancia sobre el resultado final. De lo
contrario, la variable es poco significativa y su efecto sobre el resultado final es minimo. La
grafica de efectos principales permite observar la relacion, directa o inversa, que tiene una
variable sobre el resultado y es en este punto donde se puede observar si algin efecto presenta
curvatura en su relacioén con la respuesta. Por ultimo, la grafica de interacciones permite observar
si existe algin par de variables que generen un efecto sinérgico sobre la respuesta. Para
interpretar este grafico, debe observarse si las lineas que representan a cada efecto se cruzan, en
cuyo caso si existe una interaccion; o si no se cruzan, €n cuyo caso No existe ninguna interaccion
entre las variables (Gutiérrez Pulido & De ILa Vara Salazar, 2016; Melo e¢f al., 2020; Montgomery,
2013).
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IV. JUSTIFICACION

A pesar de que la arqueometria lleva existiendo mas de 50 afos, su implementacién en México,
como disciplina no sélo es reciente, sino que no ha logrado establecerse como un estudio bésico
en cualquier investigacion arqueoldgica. LLa informacion que puede obtenerse mediante el analisis
visual de las piezas en su contexto puede verse altamente enriquecida y respaldada por la
informacién quimica que se obtiene de estudios analiticos como el presente. Queda mas que
claro la importancia que cobra la colaboracion entre diversas disciplinas pues, por si mismas, las
moléculas brindan datos crudos que deben analizarse bajo la perspectiva integradora de la
quimica, capaz de encontrar relaciones entre ellas y su origen, para posteriormente ahondar en
el sentido y en el contexto arqueoldgico de las piezas y poder asi, obtener informacion clara y
veraz sobre la cosmovision de las culturas prehispanicas.

Los sitios arqueoldgicos estudiados en este trabajo se encuentran en peligro constante debido a
la destruccién continua por parte de la industria ladrillera que ha mermado la materialidad de los
sitios como La Joya hasta en un 95%, de acuerdo con lo denunciado en un informe de la
arquedloga Annick Daneels (Daneels & Guerrero, 2012). Debido a esto, es relevante continuar
con el estudio de las piezas encontradas en estos sitios para atraer la atencién en cuanto a su
conservacion y reafirmar su importancia como parte del patrimonio cultural de nuestro pafs.

La naturaleza unica de las piezas arqueoldgicas, asi como la importancia de su conservacion y
preservacién, muchas veces se encuentran en contraposicion a la necesidad de estudiarlas a
profundidad mediante métodos quimicos. Por esta razon, es necesario optimizar las opciones en
cuanto al estudio microanalitico de las piezas de modo que los analisis destructivos hagan el
menor dafio posible a éstas.
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V. HIPOTESIS

Utilizando la técnica analitica de CG-EM, se puede determinar la presencia de biomarcadores de
copal que muestren evidencia del uso ritual de braseros, sahumadores y candeleros provenientes
de los sitios arqueolégicos Veracruzanos de La Joya, Nopiloa y El Zapotal.

VI. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar, mediante CG-EM, compuestos caracteristicos de copal que permitan determinar si
las piezas analizadas fueron utilizadas como quemadores.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Optimizar las condiciones de extraccion asistida por ultrasonido requeridas para la
preparaciéon de la muestra, incluyendo: disolventes a utilizar, volumen de disolvente,
tiempo de sonicacion y nimero de extracciones.

e Proporcionar evidencia que ayude a determinar la funcién de los objetos analizados.
e Analizar una resina de copal identificada botanicamente (Bursera bipinnata).

e Estudiar, mediante una probeta, el cambio de las especies quimicas presentes en una
muestra de copal antes y después del proceso de combustion.

e Complementar el estudio mediante espectroscopia infrarroja ATR-FTIR.
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VII.

7.1.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

MATERIALES Y EQUIPOS

MATERIALES

Vidrio de reloj

Pipetas Pasteur

Propipetas

Micropipeta Ohaus® Across AO-1000
Micropipeta Ohaus® Across AO-100
Puntas para micropipeta de 250 y 1000 uL
Tubos de ensaye con tapa de plastico con rosca de 10 mL
Espatula de Cr-Ni

Gradillas para tubos de ensaye

Viales para CG-EM de 2 mLL

Insertos de vidrio de 250 uL.

Mortero y pistilo de agata

EQUIPOS E INFRAESTRUCTURA
Balanza analitica A&D Phoenix GH-202

Cromatégrafo Agilent Technologies 7890B con columna HP-5MS (5% fenil metil
siloxano) de 30 m x 250 pm x 0.25 pm y automuestreador Agilent Technologies 7693
acoplado a un analizador de masas Agilent Technologies 5977A

Bafio ultrasénico Elma Easy Elmasonic 60 H
Centrifuga Hermle Z306

Espectrometro de Infrarrojo ATR-FTIR Agilent Technologies Cary 670 con diamante
monolitico PIKE Technologies GladiATR

Cronémetro

Biblioteca NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library (NIST 14)
Agilent Technologies Qualitative Analysis

Agilent MassHunter Unknown Analysis

Statgraphics® 19

REACTIVOS Y DISOLVENTES
Diclorometano (DCM)'
Metanol (MeOH)'

Acetato de Etilo (AcOEt)'
Hexano (HXN)'

Helio (He)

Nitrégeno (Nz)

!'"Todos los disolventes son de grado HPLC, de la marca J.T. Baker
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7.1.4 MUESTRAS
e Tapa 39-12889 (El Zapotal)
e Tapa 41-12892 (El Zapotal)
e Brasero 65-12450 Borde (El Zapotal)
e Brasero 66-12450 Fondo (El Zapotal)
e Tapa 21-5045 (Nopiloa)
e Candelero 1 camara 1 (La Joya)
e Candelero 1 camara 2
e (Candelero 1 Tierra de bolsa
e (Candelero 2 camara 1 (La Joya)
e (Candelero 2 camara 2
e (Candelero 2 Tierra de bolsa

e Resina de Bursera bipinnata

7.2. METODOS

7.2.1  SELECCION DE LAS PIEZAS

La totalidad de las piezas se encontraban resguardadas en las bodegas del Museo de Antropologia
de Xalapa y fueron seleccionadas de acuerdo con parametros como las huellas de uso, su forma
y su contexto arqueoldgico, en concordancia con los objetivos establecidos en el proyecto
“Analisis de los quemadores de incienso del Centro de Veracruz” (Velasco-Fuentes, en prensa).
Es decir, se seleccionaron piezas que muestran evidencia de que algo fue quemado alli, ya sea en
forma de desgaste o de hollin o piezas que, debido a su forma, se intuye que pudieron ser
quemadores o contenedores rituales y piezas que, por el sitio especifico en el que se encontraron,
como santuarios y templos, pudieron desempefiar un papel importante en rituales. Por otro lado,
se seleccionaron también piezas, como los candeleros de La Joya, cuya funcién es incierta tanto
por la falta de huellas de uso como por la ambigtiedad de su forma y que, por lo tanto,
constituyen un problema arqueolégico atn sin solucion.

7.2.2 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Para estudiar los residuos quimicos que pudieron impregnarse en el barro, fue necesario raspar
aproximadamente 1 cm de espesor de las paredes interiores de las piezas, que son aquellas que
pudieron tener contacto con las resinas y objetos quemados. Para esta tarea se utilizé6 un mini
taladro Dremel MultiPro lavado previamente con agua destilada y manejado en todo momento
con guantes de nitrilo (Tlustracién VII-1). Se obtuvieron alrededor de 3 gramos de polvo de
barro de cada pieza que fueron guardados en bolsas de plastico selladas y etiquetadas con el
numero de registro de la pieza. De algunas piezas, se muestre6 tanto el fondo como las paredes,
en la parte media y en la parte mas cercana a la superficie con el objetivo de comparar el
enriquecimiento quimico de los recipientes. Se esperaria encontrar una mayor concentracion de
biomarcadores en el centro de los recipientes. La solicitud de autorizacion y realizacién de estos
dos pasos iniciales fueron llevadas a cabo por la M. en Arqueol. Rocio Velasco Fuentes con
permiso del INAH y el Museo de Antropologia de Xalapa.
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N :
Tlustracion V1I-1. Muestreo de las piezas argueoligicas realizado por la M. en Argueol. Rocio 1V elasco Fuentes.

7.2.3  EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO: METODO PRELIMINAR

El método preliminar utilizado en el laboratorio para
o verificar si las muestras contenfan biomarcadores se
' describe a continuacién: Se pesaron aproximadamente
50 mg de muestra, se colocaron en un tubo de ensaye
con rosca, al cual se le afiadié 1 ml. de HXN utilizando
una micropipeta Ohaus AO-1000 y se tapd. Se colocod
en un bafio ultrasénico (Ilustracion VII-2) a temperatura
ambiente durante 20 minutos utilizando una gradilla,
cuidando que quede sumergido a una altura superior al
liquido contenido. Posteriormente, se centrifugd
durante 15 min a 3500 rpm, cuidando el balance de la
Hustracign V12, Bajio  Ultrasinico Elma Easy centrifuga. A continuacion, el contenido liquido del tubo
Ebmasonic 60 H. Imagen: Elma. se trasvasé en intervalos a un vial con inserto de vidrio
de 250 pL utilizando una pipeta Pasteur, evaporando el disolvente con una linea de nitrégeno
entre intervalos hasta completar el volumen total, llevandolo a sequedad. Para finalizar, el
extracto seco se resuspendié en 100 pl. de HXN utilizando una micropipeta Ohaus AO-100
para su inyeccion en el cromatografo.

7.2.4  EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO: OPTIMIZACION

Para la optimizaciéon del método antes descrito, se identificaron puntos clave que pudieran
afectar el desempefio de la extraccion, siendo estos el tipo de disolvente, el tiempo de sonicacion,
el numero de extracciones y el volumen de extraccion.

El método elegido para la optimizacién fue el disefio de experimentos 2", utilizando
Unicamente 3 variables de prueba, volviéndolo un disefio factorial 2° con 8 experimentos en
total. Estas variables de prueba en la primera optimizacion y sus valores se resumen en la
Tabla VII-1.

Tabla V1I-1. 1V ariables de prueba y sus valores para la primera optimizacion.

Numero de Tiempo de sonicacion : ]
extracciones (a) P(min) (b) Tipo de disolvente (c)
Valor alto (+) 3 20 DCM
Valor intermedio (0) 2 15 Mezcla 1:1
Valor bajo (-) 1 10 AcOEt
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Los tipos de disolvente fueron seleccionados debido a la consulta de estudios de solubilidad de
compuestos triterpénicos (Cely Veloza ef al, 2014; De La Cruz-Cafizares et al., 2005; Pérez-
Lopez et al., 2021; Yukawa ez al., 2004, 20006). Los tiempos de sonicacion fueron seleccionados
pensando en reducir la cantidad de tiempo y energfa gastadas en el estudio, y finalmente, las
extracciones sucesivas fueron propuestas conforme a la idea de que, con un volumen constante,
las extracciones sucesivas son mas eficientes que una unica extraccion. Las variables que se
eligieron mantener constantes en este estudio fueron la temperatura (30 °C) y el volumen de
disolvente (1.5 mL). Para la optimizacién se utilizé la muestra 66-12450 debido a que, con los
analisis preliminares se confirmoé la presencia de biomarcadores de copal y a que era la muestra
con mas masa.

Debido a la cualidad de tnico de las muestras con las que se trabaja, es dificil permitirse realizar
una gran cantidad de experimentos que permitan replicar el disefio varias veces. Por este motivo,
y con el objetivo de aumentar los grados de libertad del error, se decidié afadir 4 puntos
centrales. De este modo, el total de experimentos es 12, organizados en 2 bloques diferentes,
obteniendo el disefio aleatorizado presentado en la Tabla VII-2.

Tabla V1I-2. Diserio aleatorizado para la primera optimizacion.

Numero de Tiempo de

Bloque . gy Disolvente Clave
extracciones sonicacion
+ = + ac
+ + - ab
0 0 0 04
! - - - 1
- I I bc
0 0 0 02
+ + + abc
, + - b
- - + c
2 0 0 0 03
+ - - a
0 0 0 04

De modo que la metodologia quedo organizada de la siguiente manera:

Se pesaron aproximadamente 50 mg de muestra, se colocaron en un tubo de ensaye con rosca,
al cual se le afiadi6 la cantidad indicada del disolvente adecuado a cada experimento utilizando
una micropipeta Ohaus AO-1000 y se tapé. En el caso de los experimentos que requerfan una
unica extraccién, el volumen total (1.5 mL) fue despachado por completo, mientras que a los
experimentos que requerfan multiples extracciones solo se les colocéd un tercio o un medio del
volumen total, respectivamente. Cada tubo se colocé en el bafio ultrasénico utilizando una
gradilla y se ajust6 el calentamiento a 30 °C durante 20 minutos, el tiempo maximo. A la par, se
tomo el tiempo con un cronémetro para retirar los tubos que requerfan un tiempo menor en el
momento indicado. Posteriormente, todos los tubos se centrifugaron durante 10 min a 3500
rpm, cuidando el balance de la centrifuga. A continuacion, el contenido liquido de los tubos se
trasvasé en intervalos a viales con insertos de vidrio de 250 pL utilizando pipetas Pasteur,
evaporando el disolvente con lineas de nitrégeno entre intervalos hasta completar el volumen
total, llevandolo a sequedad. En el caso de los experimentos que requerian extracciones
sucesivas, el procedimiento se repiti6 la cantidad de veces indicada para llegar a un volumen total
de 1.5 mL. Para finalizar, los extractos secos se resuspendieron en 50 uL del disolvente que les
correspondia utilizando una micropipeta Ohaus AO-100 para su inyeccién en el cromatografo.

34



Los resultados obtenidos, que se explicaran a detalle en la siguiente seccion, llevaron al desarrollo
de una segunda optimizacién, modificando los parametros como se muestra en la Tabla VII-3.

Tabla V1I-3. 1V ariables de prueba y sus valores para la segunda optimizacion.

Volumen de extraccion  Tiempo de sonicacion

Tipo de disolvente (c)

(mL) (2) (min) (b)
Valor alto (+) 1 5 DCM
Valor intermedio (0) 0.75 3 Mezcla 1:1
Valor bajo (-) 0.5 1 MeOH

Para esta segunda optimizacién, se mantuvo la misma metodologia, con las respectivas
variaciones de acuerdo al nuevo disefio de experimento, a excepcion de que se disminuy6 la
cantidad de muestra a 30 mg y se realiz6 en un bloque tunico. El disefio aleatorizado se muestra
en la Tabla VII-4.

Tabla V'114. Diseiio aleatorizado para la segunda optimizacion.

7.2.5 METODO OPTIMIZADO

Finalmente, el método optimizado con el que se analizaron el resto de las muestras se describe
a continuacion. Se pesaron aproximadamente 30 mg de cada muestra, se colocaron en un tubo
de ensaye con rosca, al cual se le afiadié 1 mL. de DCM utilizando una micropipeta Ohaus AO-
1000 y se tapd. Se colocaron en el bafio ultrasénico con calentamiento a 30 °C utilizando una
gradilla y el temporizador se ajusté a 5 minutos. Posteriormente, se centrifugaron durante 10
min a 3500 rpm. A continuacion, el contenido liquido de los tubos se trasvasé en intervalos a
viales con insertos de vidrio de 250 pL utilizando pipetas Pasteur, evaporando el disolvente con
lineas de nitrégeno entre intervalos hasta completar el volumen total, llevandolo a sequedad.
Para finalizar, los extractos secos se resuspendieron en 50 pl. de DCM utilizando una
micropipeta Ohaus AO-100, para su inyeccion en el cromatégrafo. Los residuos soélidos se
dejaron secar y se guardaron para su analisis por ATR-FTIR.

7.2.6 METODO CROMATOGRAFICO

Los viales se colocaron en el automuestreador del cromatégrafo de gases para su anlisis. La
temperatura del inyector es de 300 °C, en modo splitless, utilizando He como fase mévil a un
flujo de 1 mL/min. La inyeccién fue de 1 pL, utilizando un programa de temperatura que
consistié en una valor inicial de 80 °C por un minuto, seguido de una rampa inicial de 10 °C/min
hasta alcanzar una temperatura de 150 °C, que se mantuvo por un minuto mas y, finalmente,
una segunda rampa de 6 °C/min hasta alcanzar una temperatura de 310 °C, que se mantuvo por
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6 minutos (Ilustraciéon VII-3). Las condiciones del espectrémetro de masas se establecieron a 70
eV en modo Scan, en un intervalo de 25 a 500 m/z.

Programa de Temperatura
350

N W
o ©
o o

200
150
100

Temperatura (°C)

[
o

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

nstracion V1I-3. Programa de temperatura utilizado para el andlisis cromatografico.

7.2.7  CONTROLES

En algunos casos, el sistema cromatografico, los disolventes, las bolsas contenedoras y el método
utilizado pueden ser fuente de moléculas que pueden interferir con el analisis, introduciendo en
la matriz elementos externos a ésta y pudiendo llevar a identificaciones erroneas en el contenido
de la muestra. Para asegurar que no existen interferencias o, en dado caso, identificar y eliminar
las interferencias producidas por estas condiciones, se realizaron una serie de blancos en cada
analisis, consistentes en un blanco de columna, un blanco de disolventes, un blanco de método
y un blanco de bolsa.

El blanco de columna se realizé con el objetivo de identificar las moléculas que la degradacion
del polimero de la fase estacionaria, también llamado sangrado de la columna pudiera introducir
en el andlisis. El procedimiento consistié en la inyecciéon de 1 pL de aire con el método
cromatografico antes descrito.

El blanco de disolventes se realizdé con el objetivo de asegurar que el disolvente de grado
cromatografico efectivamente estuviera libre de impurezas y se realizé inyectando 1 uL. de DCM,
HXN, AcOEt y MeOH con el método estandar.

El blanco de método consistié en realizar todo el procedimiento optimizado, pero sin colocar
muestra en el tubo de ensaye, con el objetivo de analizar si alguna molécula contaminante podria
ser extraida de las paredes de los tubos de ensaye, de las pipetas Pasteur o de las puntas de
micropipeta. Como se menciona en el procedimiento optimizado, se inyecté 1 uL de la
“resuspension” de DCM.

Por dltimo, el blanco de bolsa se realizé colocando 5.4 mg de la bolsa de plastico que contenia
las muestras, recortada de una zona donde no hubiera tenido contacto con éstas, y extrayéndola
con el método optimizado, con el objetivo de evaluar si algunos residuos poliméricos pudieron
adsorberse sobre la superficie porosa del barro. También se inyect6 1 pL.
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7.2.8  ANALISIS POR ATR-FTIR

Antes de colocar cualquier muestra, se realizé un background, que consiste en una lectura sin
ninguna muestra sobre el cristal con el objetivo de medir cualquier posible interferencia del
ambiente y que después es sustraida de la medida final de la muestra. Este blanco se realiz6 con
64 barridos. Una pequefia cantidad de muestra previa a su extraccion fue pulverizada finamente
utilizando un mortero de agata y posteriormente, se coloco sobre el cristal del equipo de ATR-
FTIR. Se realiz6 una lectura de 64 barridos también y se limpid el cristal utilizando isopropanol.
Se realizé un nuevo background y se colocod sobre el cristal la muestra pulverizada después de
haber sido extraida realizando una nueva lectura. Finalmente, se volvié a limpiar el cristal, se
realizé un nuevo background y se colocé una muestra del extracto resuspendido.

7.2.9  METODO PARA PROBETA

Con el fin de estudiar la retencién de compuestos sobre matrices porosas y el efecto de la
combustion, se propuso la realizacién de una probeta como se describe a continuacion:

Se pesaron aproximadamente 2 mg de resina pura obtenida de Bursera bipinnata, se disolvieron
en 750 plL de DCM vy se inyecté 1 pll en el cromatdgrafo para tener una referencia de los
compuestos presentes. Posteriormente, 5.8 mg de resina pura se pulverizaron y homogeneizaron
con 30.1 mg de polvo ya extraido en un mortero de agata. Esta mezcla se coloco sobre un vidrio
de reloj y, con ayuda de un encendedor se colocé a llama directa durante 1 minuto.
Posteriormente, el polvo resultante se extrajo utilizando el método optimizado.

La matriz sin fortificar se obtuvo realizando una segunda extracciéon con el método optimizado
de 30 mg de polvo, con el objetivo de asegurar que no presentara seflales de compuestos
organicos después de la primera extraccion. Este polvo sin sefiales se utiliz6 como blanco para
el método.

La resina de Bursera bipinnata fue proporcionada por el Dr. Ricardo Reyes Chilpa, del
Departamento de Productos Naturales del Instituto de Quimica de la UNAM vy fue recolectada
el 13 de enero del 2021 en la localidad de Los Sauces, en el municipio de Huautla, Morelos por
la M. en C. Dulce Yehimi Lépez Miranda, del Doctorado en Ciencias Biologicas de la Facultad
de Ciencias de la UNAM. La especie de copal fue identificada por la M. en B.I. Itzel Abad Fitz
y por el Dr. José Blancas Vazquez.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION

Al realizarse la primera optimizacion, los resultados obtenidos arrojaron la presencia de
biomatcadores de copal sin modificaciones por degradacién, como lo son la a-amirina, -
amitina y la 3-amirona. Estas tres moléculas fueron seleccionadas para analizar el disefio del
experimento. Sin embargo, también es notable la presencia de marcadores de combustion,
marcadores de degradacion de terpenos, e incluso monoterpenos volatiles, de los cuales se
hablara en una seccién posterior.

Para el primer disefo, las variables respuesta seleccionadas fueron el area de pico de los siguientes

compuestos: O-amirina, B-amirina y B-amirona obteniendo los resultados mostrados en la
Tlustracion VIII-1.
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Lustracion V11I-1. Grafica de pareto (sup. i3q.), de efectos principales (sup. der.) y de interaccion (inf.) para la primera optinizacion.

Como se puede observar en la grafica de Pareto, no existe ningin efecto individual ni
combinacién que sean significativas en la respuesta para la a-amirina. En la grafica de efectos
principales se puede observar que, a pesar de que son efectos no significativos, existe una mejora
en la respuesta cuando hay mas extracciones y cuando se utilliza DCM, pero
contraintuitivamente, cuando se aumenta el tiempo de sonicacién, el efecto disminuye. Este
efecto, aparentemente extrafio, puede explicarse debido a que durante la creacioén de hot spots, las
altas presiones y temperaturas generadas momentaneamente pueden llevar a la degradacion de
las moléculas en fragmentos mas pequefos que no tienen relacién con la molécula original en
un proceso conocido como Microwave Catalytic Degradation (Mishra et al., 2020; Riaz & Ashraf,
2015). Por dltimo, en la grafica de interaccion se observa que, debido a que no se cruza ninguna
linea, no existen interacciones entre los efectos. Desafortunadamente, este comportamiento no
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significativo se repite en las respuestas respecto a 3-amirina y -amirona. Los resultados pueden
deberse a dos razones, la primera de ellas es que al no haber replicado el disefio y tener pocos
grados de libertad en el error, la estimacion de la varianza se eleva, sobreestimando el efecto
estandarizado. La segunda razon puede ser que los niveles seleccionados para estudiar los efectos
sean demasiado altos, de manera que no existe una diferencia relevante entre éstos, dando la
sensacion de que no son significativos. Para explorar esta dltima posibilidad, y ante la restriccién
de replicar un disefio de experimentos varias veces, se decidi6 elegir un nuevo grupo de variables
y niveles, dando lugar al segundo disefio de experimentos.

En este segundo disefio, las variables respuesta planteadas también fueron el area de pico de la
a-amirina, 3-amirona y -amirina, sin embargo, con este nuevo diseno, se dejé de observar la §3-
amirina en los cromatogramas, a excepcion de una de las repeticiones de los puntos centrales
que no pudo ser replicada. Debido a la baja concentraciéon de algunos compuestos y a su
adsorcion desigual en la matriz sélida, es imposible asegurar una homogeneidad total en el polvo
analizado, lo que lleva a problemas como el anteriormente descrito. Otro motivo que podria
explicar la ausencia de este marcador es la relajacion de las condiciones de extraccion respecto a
la primera optimizacién: menor volumen de disolvente, menor tiempo de sonicacion y menor
cantidad de extracciones sucesivas. LLos resultados se muestran en la Ilustracion VIII-2.
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Liustracion V111-2.Grdfica de pareto (sup. izq.), de efectos principales (sup. der.) y de interaccion (inf.) para la segunda optimizacion.

En este grupo de graficas podemos observar rapidamente que, una vez mas, ninguno de los
efectos es significativo a pesar de que su efecto estandarizado crecié. El comportamiento de los
efectos principales con estos nuevos valores es similar al observado en la optimizacién anterior,
colocando al DCM como un disolvente que incrementa el area de pico de la a-amirina. En cuanto
al volumen de extraccion, al ser una pendiente menor que la observada para los otros dos efectos,
se interpreta que su efecto es menor y no hay diferencia entre utilizar 500 uL. o 1 mL. El efecto
del tiempo de sonicacién se invierte a valores menores que los del disefio de experimentos

39



anterior, pues mientras que en el primero se observaba una ligera disminucién en el area cuando
se dejaba en sonicacién por 20 minutos, en este disefio se observa un aumento en el area cuando
se deja en sonicaciéon por 5 minutos. En la grafica de interaccién podemos observar que los
efectos A y C (volumen y tipo de disolvente) presentan interaccion a valores altos, siendo este
efecto secundario AC el que mas se acerca a ser significativo en los valores estudiados.

La ecuaciéon que describe el area de pico de la a-amirina como funcién de las variables estudiadas
es la siguiente:

Areay_gmirina = 646637 + 45608.3 A + 141279 B + 199748 C — 58042.8 AB — 205125 AC + 42862.8 BC

Donde:

A: Volumen de disolvente

B: Tiempo de sonicacion

C: Tipo de disolvente

Todos las variables se encuentran en unidades estandarizadas (-1 a 1)

Esta ecuacion describe los datos en un 82.21%. El estadistico de Durbin-Watson para este
modelo es de 2.37602 con un P-valor de 0.8961, indicando que no existe autocorrelacién en los
datos y, por lo tanto, no existe un error sistematico.

De acuerdo con esta ecuacion, los valores 6ptimos para maximizar el area de pico es un volumen
de extraccion de 500 plL, un tiempo de sonicaciéon de 5 minutos y DCM como disolvente.

A pesar de que la disminucién en los valores estudiados si present6 una ligera mejora en el efecto
estandarizado de las variables analizadas, no se logré una modificacién significativa en el area de
pico, por lo que la idea planteada anteriormente se vuelve mas relevante. Cuando se trabaja con
objetos del patrimonio cultural, no siempre es posible contar con las condiciones experimentales
Optimas para desarrollar metodologias analiticas que proporcionen la mayor calidad estadistica.
En este caso, la gran varianza de los resultados puede deberse a que, desde el origen de la
muestra, el polvo no contiene una distribucién homogénea del analito, lo que puede afectar en
los resultados a pesar de realizar un muestreo lo mas aleatorio posible. Por otro lado, la cantidad
de muestra presente es tan pequefla que, incluso disminuyendo los valores de las variables,
pueden seguir siendo demasiado altos para notar un cambio significativo. Existe un limite en el
volumen que es posible operar en el laboratorio utilizando los materiales con los que se contaban
y 500 pL de disolvente esta muy cerca de él, por lo que disminuir ain mas el volumen de
extraccion, a pesar de que podria representar una ventaja respecto al gasto de reactivos que se
realiza, complicarfa innecesariamente la experimentacién. A pesar de esto, los resultados no
deberfan observarse como un fracaso, pues permitieron demostrar que no es necesario gastar un
exceso de recursos cuando se puede obtener informacién importante con cantidades de muestra
y volumenes de disolvente muy bajos, tiempos de sonicacién muy cortos y sin necesidad de
realizar extracciones sucesivas.

A pesar de que estrictamente no se puede hablar de una optimizacién del método, debido a que
ninguno de los parametros estudiados fue estadisticamente significativo, si existen factores
cualitativos al borde de lo que se estudié de forma matematica que presentan claras ventajas a
ciertas variaciones del método. El primero de estos factores fue la observacion de algunos
analitos de interés que no aparecian con el método original o con algunas variaciones del disefio
de experimentos. Uno de los ejemplos mas notorios es el timol, un monoterpeno volatil que no
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es originario del copal, que pudo ser observado tnicamente cuando se utilizaba DCM como
disolvente. Otro de estos ejemplos es el pireno, un hidrocarburo aromatico policiclico que puede
servir como marcador de combustién o de alquitran, que sélo pudo ser observado en las
variaciones que, a la vez, utilizaban DCM como disolvente y eran extraidas por 10 o mas minutos.
Por otro lado, al disminuir el volumen de extraccién y el tiempo de sonicacion por debajo de 1
mL y 10 minutos, se dejaron de observar biomarcadores triterpénicos como la 3-amirina y el
acetato de B-amirina, como también el pireno y el timol, dejando visibles tnicamente la ot-amirina
y la B-amirona. Conforme a estos datos, se puede interpretar que, aunque cualquier variacion en
el método es util para la extraccion de los biomarcadores ot-amirina y f-amirona, indicativos del
copal, hay mucha informacién que se pierde al disminuir los parametros hasta las condiciones
mas suaves. Por este motivo, las razones para seleccionar el método descrito en la seccion
anterior como el 6ptimo para extraer la mayor cantidad de biomarcadores, no sélo de copal, son
las siguientes: E1 DCM presenta la mayor aptitud para extraer compuestos mono y triterpénicos.
Es necesario sonicar por 10 minutos para poder observar marcadores de combustién como el
pireno; un tiempo mayor no representé ninguna ventaja y un tiempo menor no permite
observarlos. Un volumen de 1 mL de disolvente facilita las operaciones en el laboratorio al
disminuir el riesgo de contaminar los extractos con polvo que no se haya asentado al centrifugar
y que pudiera tapar la jeringa del cromatoégrafo, ademas de permitir la extracciéon de mas
biomarcadores triterpénicos. Las extracciones sucesivas no aseguraron la extraccién de una
mayor cantidad ni variedad de compuestos por lo que no es necesario realizatlas.

El método optimizado propuesto presenta una amplia mejora respecto al método original en
cuanto a la cantidad y abundancia de marcadores encontrados. Especificamente respecto a los
biomarcadores de copal, la diferencia entre los métodos original y optimizado puede observarse
en la Tlustracién VIII-3, que muestra la comparacion de los cromatogramas obtenidos a partir
de la extracciéon de la misma pieza, con cantidades de muestra similares y el mismo método
cromatografico, con la unica diferencia de que el cromatograma verde muestra la metodologia
de extraccion optimizada y el negro, la original.

x10 6 |+ TIC Scan 21-5045 B.d
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Tlustracion V'111-3. Cromatogramas sobrepuestos de la tapa 21-5045, de Nopiloa. En verde se observa el cromatograma obtenido por el método
optimizado y en negro, el obtenido por el método original. La seiial observada en el minuto 35.64 corresponde a la [-amirina; en el min 36.11,
corresponde al lupeol; en el minuto 36.35, a la a-amirinay en el minuto 36.85, a la molécula contaminante Tris(2,4-di-terbutilfentl) fosfito.

En esta ilustracion, los tres triterpenos caracteristicos son observables unicamente con el método
optimizado. Asimismo, el método propuesto permite reducir ampliamente la cantidad de
muestra necesaria para los analisis. Mientras que otros proyectos (Diaz Gonzalez, 2016;
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Hernandez Lara ¢ al., 2018; Powis e# al., 2013) requieren el uso de 200 mg hasta 2 g de muestra
por analisis, cantidades dificiles de conseguir cuando se busca minimizar el dafio a las piezas, esta
propuesta reduce la cantidad de muestra hasta 30 mg.

C(CH
(CHa)s C(CHy)s
(CHg)eC P
e o Ol \o
C(CHg)z
(CHg)sC

C(CHg)3

Liustracion VI1I4. Estructura quimica de

En el cromatograma del método original (color negro,
Mustracion VIII-3), se observa una sefial correspondiente a la
molécula Tris-(2,4-diterbutilfenil) fosfito, comercialmente
conocida como Irgafos 168 (Llustracion VIII-4). Esta molécula
es un aditivo comun en polimeros plasticos como el polietileno
y funciona como antioxidante y antidecolorante (Celiz et al.,
2020; Y. Yang et al., 20106). La ausencia de una senal para esta

1ris-(24-diterbutilfendl) fosfito (Igafos 168). molécula en el cromatograma del método optimizado (color
verde, Ilustraciéon VIII-3) puede deberse a dos razones; la primera de ellas es que la ausencia de
grupos funcionales polares dentro de la molécula, la vuelve mas afin a disolventes totalmente
apolares como el hexano. La segunda razén es que, al ser un contaminante proveniente de la
bolsa que contenia el polvo y no una molécula presente originalmente en la muestra, su
distribucién no es necesariamente homogénea y por lo tanto, puede aparecer sélo en algunas

fracciones de muestra.

8.2. ANALISIS POR ATR-FTIR

Se realizaron analisis por ATR-FTIR de la totalidad de las piezas previa y posteriormente a su
extraccion, obteniendo que ninguno de los espectros resultantes tenfa diferencias observables en
ambos momentos (Ilustraciéon VIII-5 e Ilustracién VIII-6). Partiendo de esta informacion, es
posible establecer dos hipétesis: 1a cantidad de materia organica presente es tan mindscula que
su absorciéon se encuentra enmascarada por las sefiales de la matriz sélida encontrada en
abundancia, o que la materia organica, al encontrarse retenida en el seno de la matriz solida, se
encuentra protegida de la onda infrarroja evanescente, impidiendo su absorcién y deteccién. En
cualquiera de los casos, no es posible observar sefiales de los analitos mediante este método.
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Tustracion V'111-5. Espectro de IR de la pieza 41-12892 previo a su extraccion.
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Unstracion VI1II-6. Espectro de IR de la pieza 41-12892 posterior a su extraccion.
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Las senales encontradas en las piezas corresponden a estiramientos inorganicos entre 1000 y
1100 cm™, identificados como caracteristicos de silicatos y sales de fésforo, componentes
comunes del suelo. Por otro lado, se encuentra una sefial ancha presente en 3390 cm™ que puede

deberse simplemente a los estiramientos O-H de la humedad (Nakanishi, 1977).

Al analizar el espectro de infrarrojo del extracto, se puede observar que, si se elimina el bloqueo
de la matriz inorganica, se puede detectar con claridad la presencia de materia organica
(Ilustracion VIII-7), evidenciada por las sefiales angostas e intensas en 2923 cm™y 2856 cm™,
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Liustracion V11I-7. Espectro de IR del extracto orgdnico de la pieza 41-12892.
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correspondientes a estiramientos C-H de metilos y metilenos, respectivamente, confirmadas por
las sefiales angostas y medianas de 1380 y 1455 cm™ que pueden utilizarse para identificar metilos
especificamente. En 3450 cm™ se observa una sefial que puede deberse tanto a la presencia de
humedad como a la presencia de grupos OH en la mezcla. La sefial mediana y angosta presente
en 1727 cm™ evidencia la presencia de grupos carbonilo (Nakanishi, 1977).

La claridad con la que se observan las senales en el extracto, a pesar de tener la misma cantidad
de materia organica que se encontraba presente en el solido, indica que la hipotesis correcta es
que la adsorcion de la materia organica sobre la matriz inorganica porosa, bloquea la capacidad
de absorcion de las ondas infrarrojas, de manera que es necesario extraer dicha materia organica
antes de su analisis por IR. Por otro lado, el hecho de que el extracto analizado sea una mezcla
y no un compuesto puro, impide la elucidacion estructural de sus componentes y inicamente es
capaz de brindar informacion superficial sobre su contenido. Esto también impide elucidar si
hay presencia de amirinas o de lupeol, pues las sefiales caracteristicas, que se encuentran
reportadas en 3450, 3408, 3360, 2895, 2865, 1645 y 1311 cm’! para ambas amirinas y en 3325,
2958, 1645 y 1229 cm™ para el lupeol (Hamid et al., 2017; Vazquez et al., 2012), se sobreponen

con sefiales de otras moléculas organicas comunes.

8.3. BIOMARCADORES DE COPAL

Otros biomarcadores que pueden relacionarse con el copal, distintos a los discutidos en las
secciones 3.3.5 y 3.3.6, encontrados en las muestras se representan a continuacioén.”

Acetato de lupeol y Acetato de $-amirina

En estas especies, el grupo hidroxilo

del triterpenoide se encuentra

acetilado (Ilustraciéon VIII-8). En los

cromatogramas correspondientes a la

o o probeta, se encontré que la
)L )J\ concentraciéon del acetato de (-
¢ ¢ amirina aumenta después de la

Tlustracion VIII-8. Acetato de lupeol (izq.) y acetato de B-amirina (der.). Combustién’ lo que Sugjere que su
formacion se favorece con ésta. A pesar de que ni el lupeol ni sus variantes aparecen en el analisis
de la resina, el mismo razonamiento podria seguirse para la formacién del acetato de esta
molécula.

Ursa-9(11),12-dien-3-ol y Ursa-9(11),12-dien-3-ona

Las moléculas Ursa-9(11),12-dien-3-
ol y su versiéon oxidada como cetona,
la Ursa-9(11),12-dien-3-ona,
(Hustracion VIII-9) se han encontrado
presentes en especies de la familia
Burseraceae (Albino e al., 2020; da
Cruz Albino ez al., 2021). Es notable su
o N similitud estructural con la «-amirina,

Hustracign V-9, Ursa-9(11),12-dien-3-0l (izq.) y Ursa-9(11),12-dien-3-ona ~ destacando que la unica diferencia es
(der.) la adicién de una segunda insaturacién

2 Los cromatogramas y una lista completa de las moléculas con tr y match halladas se adjunta en el anexo 1.
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en el tercer anillo de la molécula. Su presencia en la probeta sin quemar y posterior desaparicion
en la probeta quemada, indica que la molécula sufre algin tipo de modificacion al exponerse al
calor que podria dar lugar a otros triterpenos o a productos de descomposicion mas pequefios.

8.4. OTROS BIOMARCADORES

8.4.1 MARCADORES DE COMBUSTION

En una reacciéon de combustion, especialmente cuando es incompleta, ademas de didxido de
carbono y agua, se generan subproductos que pueden clasificarse en alcanos y en hidrocarburos
policiclicos aromaticos (PAHs). Debido a que los alcanos poco ramificados pueden provenir de
distintas fuentes bibticas y abidticas, la informacién que proveen es inespecifica y, por lo tanto,
no pueden utilizarse como marcadores. Por el contrario, es poco comun que los PAHs se
generen de manera natural, y suelen asociarse con actividades antropogénicas como la
combustion (Cieslik & Fabianska, 2021; Howsam & Jones, 2022). Los PAHs utilizados como
marcadores de combustion en este trabajo ya han sido reportados previamente en estudios de
combustién controlada (Vicente ez al., 20106) y se encuentran enlistados en la Tabla VIII-1. Los
tiempos de retencion y el zatch de cada compuesto varfan ligeramente y se encuentran enlistados
en los resultados de cada pieza.

Tabla V11I-1. PAHs utilizados como marcadores de combustion.

Nombre Estructura Nombtre Estructura
N

(0]

N
Benzimidazo
[2,1-a] isoquinolina J
N

2,6-dimetoxi-9-metil-
antraceno

S

\

2-isopropil-10- 1-metil-criseno

metilfenantreno

8-isopropil-1,3-
dimetil-fenantreno

Ciclopenta[cd]
pireno

9-metilen-9H-

Fluoranteno
fluoreno

O'Oﬁ%
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. 1,6-dimetil-
9-metil-antraceno
naftaleno
4,7-dimetil- 1,6-dimetil-4-(1-
Benz(a)antraceno metiletil)-naftaleno
2,3 5-trimetil-
Benz[a]antraceno
fenantreno ‘
3,6-dimetil- r , *
Pireno
fenantreno

8.4.2 MARCADORES DE RESINAS Y MADERA

Otros marcadores interesantes, asi como la informacién que proporcionan se encuentran
enlistados en la Tabla VIII-2. Los tiempos de retencién y el match de cada compuesto varfan
ligeramente y se encuentran enlistados en los resultados de cada pieza.

Tabla V111I-2. Marcadores de resinas, madera y otras especies.

Nombre Estructura Informacién
El timol es un monoterpeno que
constituye el principal componente del
aceite esencial del tomillo (Thynus
vulgaris), de donde obtiene su nombre y el
cual es nativo del mediterraneo (Majdi ez
al., 2017; Segvi¢ Klari¢ et al., 2007).
También es constituyente de otras
especies como las saturejas (Satureja
tanrica, S. hortensis L.) (Bahirifar ez al.,
2016), utilizadas como hierbas aromaticas
en distintas gastronomias europeas; y del
Ajowan (Trachyspermum ammi), una planta
medicinal originatia de la India y Pakistan
OH (Gujar e al., 2010). Se ha encontrado
como componente de plantas del género
Bursera como la B. graveolens, en un
porcentaje tan bajo como 0.47% (Sotelo
Méndez et al., 2017) y como su isémetro

Timol
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o
Dihidro-5,5-dimetil-4- s
(3-oxobutil)-2(3H)-
furanona
6}
(0}
(la,30,50)-4-metilen-1-
(1-metiletil)-biciclo Ol
[3.1.0] hexan-3-ol
H

Undecil ciclohexano O/\/\;\/j
(e}
OH
Acido 4-
benciloxibenzoico o

constitucional p-cymene-8-ol en B.
slechtendalii (Villa-Ruano ef al., 2018). A
pesar de estos origenes confusos, esta

molécula también se encontré en la

resina analizada en las probetas,
apareciendo unicamente después de la
combustién de ésta, lo que podria indicar
que es un producto de la descomposicion
térmica de otros monoterpenos
aromaticos encontrados en las resinas de
Bursera como el 3-metil-4-isopropilfenol
o el p-cymene-2,5-diol, entre otros.
De acuerdo con algunos articulos, (Ishida
et al., 1981; Leviss ¢# al., 2016; Rindelaub
et al., 2016; Thomas & Perret, 1986) esta
molécula (Ilustracion VIII 6)
corresponde a la degradacion del
monoterpeno «-pineno y sus isbmeros
por oxidacién atmosférica, por ozondlisis
en agua o incluso por degradacion
metabodlica. Su presencia sugiere la
presencia de monoterpenos adheridos a
la supetficie que se degradaron previo a
su volatilizacién. Es importante recordar
que los monoterpenos son la fraccién
mas volatil de las resinas y la que
usualmente se pierde primero.

También conocido como sabinol, es un
monoterpeno reportado en aceites
esenciales de Enebros (Juniperns spp.) y
Salvia (Salvia officinalis) (Adams et al.,
1993; Croteau et al., 2000), especies no
reportadas en la region. Sin embargo,
también se encontré presente en la
probeta previa a su combustién, por lo
que puede asociarse al copal de Bursera.

Es un alcano que puede encontrarse
como producto natural de la sabila (A/e
vera) (Sanada ez al., 1993), aunque otro
articulo lo sefiala como un producto de la
combustién de componentes grasos del
corazén y de la médula 6sea, pudiendo
servir como un marcador de combustién
de huesos (Buonasera ef al., 2019).

Estas tres moléculas son producto de la
descomposicién térmica, enzimatica o
bacteriana de la lignina, uno de los
componentes principales de la madera,
de manera que indican que los objetos
que las posean contuvieron en algin
momento madera en combustién o
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5-metil-5-propil-nonano

2-(1-feniletil)-fenol

2-(fenilmetilen)-Octanal

1,4-dimetil-7-(1-
metiletil)-Azuleno

Metil dehidroabietato

=0

descomposicién. Debido a que la lignina
esta ampliamente distribuida, no es
posible determinar el origen biolégico
especifico de la madera quemada
(Chiranjeevi ez al., 2020; Choi ez al., 2016;
Guo ¢ al., 2022; Riyadi e/ al., 2020).

Producto natural de la flor de manzanilla
(Chamaemelum nobile) que le brinda su olor
y sabor caracteristicos. Es también un
producto comunmente sintetizado y
utilizado por dichas propiedades (Zute &
Pinjari, 2018).

Se encuentra presente en resinas de la
familia Burseraceae (Mohamed ef @/,
2014).

Funciona como un biomarcador de
resinas de la familia Pinaceae. También es
componente del ambar de Agathis,
originario de Eurasia y se ha encontrado
en algunas resinas de la familia
Burseraceae (Cartoni ez al.,, 2004; Grimalt
et al., 1987, Hamm ef al., 2004).
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8.4.3 HIPOTESIS DEL CHILE
Uno de los elementos con mas valor para las culturas mesoamericanas es el chile, fruto de las
plantas de Capsicum spp., tanto por sus usos
cotidianos en la alimentacién como por los
significados que se le atribuyeron en algunas culturas
(Iustracion VIII-10). La presencia de moléculas
provenientes del chile ya ha sido reportada en piezas
pertenecientes a sitios arqueoldgicos de la cultura
Olmeca del preclasico inferior en la zona sur de
Veracruz (Hernandez ILara e al, 2018) y del
preclasico medio y tardio en Chiapa de Corzo (Powis
et al., 2013). Sin embargo, no ha sido reportada en la
region central de Veracruz. En el contexto de las
piezas estudiadas en ambos articulos, se establece su
importancia como objeto de tributo, como
componente medicinal, y como ObthO de Liustracion V11-10. Uso del humo de chile como castigo para los
representacién de lo masculino y lo caliente niios en la Historia General de las cosas de la Nueva Espasia.
(Murrieta e al, 2014). Por este motivo, no resulta
extrafio que pueda haber sido utilizado en piezas de caracter ritual.
Ambos estudios citados anteriormente utilizaron como método de identificacion la comparacion
del tiempo de retencién de las moléculas identificadas contra estandares, ambos estudiados a
través de la técnica de cromatografia de liquidos de ultra alta eficiencia acoplada a espectrometria
de masas en tindem (UPLC-MS/MS). De forma simple, el analizador de masas en tindem
permite realizar, de manera inicial una ionizacion
o o suave por ionizacion quimica (CI), electrospray
(ESI) o ionizacién/desorcion por laser (MALDI)
que genera poca o ninguna fragmentacion en la
molécula y, por lo tanto, permite observar el ion
molecular, y posteriormente, elige un ion
Liustracion VII-11. 2,2,4-Trimetil-1,3-pentanediol diisobutirato. generado para seguir fragmenténdolo mediante
métodos de ionizacién mas energéticos, como la disociacién por colision, la fotodisociacion o la
reaccioén ion-molécula, el cual genera un patrén de fragmentacion que permite su identificacion
de manera similar a la utilizada con la ionizacién por impacto electronico. La desventaja de este
tipo de identificacion es que, a pesar de que el analizador de masas en tandem permite obtener
informacién de los fragmentos después de la segunda ionizacién, en ninguno de los dos articulos
se realiza una comparaciéon de los fragmentogramas experimentales con los que se pueden
encontrar en bibliotecas. Aunado a esto, debido a que la identificacion se realiza por
comparacion con estandares, no permite identificar ni reportar moléculas que surgen de la
degradaciéon de la capsaicina y la dehidrocapsaicina y que podrian servir como marcadores de
descomposiciéon de chile. Por ultimo, es importante mencionar que, a pesar de que las piezas
arqueologicas que se analizaron en dichos articulos si poseen biomarcadores intactos, las
condiciones de preservacion de cualquier pieza son irrepetibles y no implican que todas las piezas
que contuvieron chile en su origen contendran capsaicina y dehidrocapsaicina intactas al
momento de su analisis.
En los cromatogramas de las piezas 39-12889, 41-12892, 65-12450 y 66-12450, se encontr6 la
molécula 2,2.4-Trimetil-1,3-pentanediol diisobutirato, (Ilustraciéon VIII-11) un componente
volatil del chile (Capsicum spp.) que aumenta su concentracion después del secado y la
combustion (Kim e a/, 2022). Esta molécula por si misma no puede considerarse un
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biomarcador del chile, pues no se encuentra exclusivamente en esta planta, sino que se utiliza
como intermediario en la manufactura de plastificantes, surfactantes, pesticidas y resinas para
empaques alimenticios, asf como contaminacion cerca de plantas de coque (Beccaria ez al., 2022;
Liu ez al., 2022).

Elaborando sobre la hipétesis del chile, la molécula

mas caracteristica de las especies del género ’
Capsicum es la capsaicina, (Ilustracion VIII-12) ~o N YW\)\
responsable de la sensaciéon de picor al consumir

este tipo de frutos. La capsaicina es una molécula
lipofilica del grupo de los wvainilloides, que se
caracterizan por un anillo aromatico sustituido con un grupo hidroxi y un grupo metoxi en una
posicion relativa meta-, junto con un tercer sustituyente variable en posicioén relativa para- al
grupo hidroxi. En el caso especifico de la capsaicina, el tercer sustituyente es una metil amida.
El producto de la hidrdlisis de dicho enlace es el acido 8-metil-6-en nonandico.

Debido a la variedad de grupos funcionales reactivos presentes en esta molécula, su degradacion
por oxidacién o catalisis enzimatica es esperada. La primera parte de esta degradacion se plantea
en la cadena lineal de la amida, (Tlustraciéon VIII-13) la cual, por efecto de la descomposicion
térmica, incluso a temperaturas tan bajas como 40 °C, puede perder el grupo metilo y el doble
enlace, o sufrir reacciones de transamidaciéon para sustituir la cadena de acido 8-metil-6-en
nonandico con una cadena simple de acido nonandico (Arifin & Djaeni, 2018).

HO. HO.
o - H
~ YM)\ A \D:Cl\/”\"/\/\/\/\
o] u

Liustracion VI1I-13. Sustitucion de la porcidn alifitica de la capsaicina. Imagen propia.

Liustracion V11I-12. Capsaicina.

La segunda parte de esta degradacion es la hidrolisis, abidtica o enzimatica, del enlace amida para
generar una cadena de acido nonandico y vainillilamina (Ilustracion VIII-14). La degradacion
enzimatica se debe a la enzima capsaicina acilasa, presente en bacterias asociadas a plantas del
género Capsicum.  (Flagan & Leadbetter, 2000)

HO

HO.

y NH
Capsaicina g ‘

acilasa

o T\/\/\/\ — b
© HOW\/\/\

o}

pram oy

Tlustracion V'111-14. Hidrdlisis del enlace amida de la capsaicina para generar vainillilamina (a) y dcido nonandico (b). Imagen propia.

El acido nonandico (tr=7.17, match=88.9) puede encontrarse en los cromatogramas de las
piezas 41-12892 y 66-12450.

La degradaciéon de la vainillilamina continda mediante procesos que pueden seguir dos
mecanismos diferentes: oxidacion abidtica o enzimatica del grupo amina para transformarse en
un aldehido o 4cido carboxilico, o una transformaciéon mas profunda mediante un mecanismo
de radicales libres.
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En el primer caso, (Ilustracion VIII-15) la transformacioén del grupo amina en aldehido, dando
como resultado vainillina, es catalizada por la enzima vainillilamina amidasa, encontrada en
bacterias como Pseudomonas putida, presentes de manera natural en diversas especies de Capsicunz,
mientras que su posterior oxidacién a acido carboxilico (acido vainillico) o didéxido de carbono
es catalizada por diversas bacterias (Flagan & Leadbetter, 20006).

o HO HO
HO Vainillilamina
amidasa
" H o — OH
~ NH, o o
o}
o} o]

Vainillilamina Vainillina Acido vainillico

Hustracion V11I-15. Oxidacion enzimitica de la vainillilamina. Imagen propia.

En el caso de la transformacion radicalaria, la estructura de la vainillilamina sufre modificaciones
mas profundas (Ilustracion VIII-16). Las fuentes de radicales libres pueden ser perdxidos
producidos por diversos tipos de células o el oxigeno atmosférico. De acuerdo con Yue ez 4.
(2021), dependiendo de los radicales que reaccionen con la molécula, se pueden perder u obtener
diversos grupos funcionales nuevos. Si el radical que reacciona es el 0, *~, se pueden obtener
catecoles y benzoquinonas, que pueden continuar degradandose para formar cadenas lineales de

dioles y dionas de menor masa molecular.
EIO )A/j |
HO HO o o
—_— —_—
NH, OH
TN g HO. : Ho :
HO OH

Lustracion V111-16. Degradacion radicalaria de la vainillilamina generada por el radical Oy = Imagen propia.

Por otro lado, si el radical que reacciona es HO -, el anillo aromatico puede sustituirse con un
nuevo grupo hidroxilo, el cual, si se encuentra en posicién orto- respecto a la amina, puede
ciclarse para formar 1,2-benzoxazoles (Ilustracion VIII-17).

HO. OH
HO OH
HO.
N NH,
0 ~ NH,
o ~ NH,
OH (o]

HO,

HO.

0 HO.

o NH
N
H
Tlustracion V'111-17. Degradacion radicalaria de la vainillilamina generada por el radical HO + Imagen propia.
Las ultimas dos posibilidades son la oxidacién del grupo amina para formar nitrilos (Ilustracion

VIII-18) o la dimerizacién mediante enlaces diazo, sin embargo, en este estudio no se han
encontrado moléculas que cumplan con estas caracteristicas.
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NH,
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=
Liustracion V111-18. Degradacion radicalaria de la vainillilamina para formar nitrilos. Imagen propia.
A pesar de no encontrar nitrilos entre los resultados, este grupo funcional puede sufrir hidrolisis

para formar acidos carboxilicos, y si pierden algunos grupos OH, como se plantea en las
moléculas mostradas en el articulo, es capaz de dar origen a salicilatos (Ilustracion VIII-19).

OH ok
iEiO\ |
_— o
%N OH

Liustracion V1I-19. Propuesta de formaciin de salicilatos. Imagen propia.

Sobre esta linea de pensamiento, algunas moléculas encontradas que pueden provenir de la
descomposicién de la vainillilamina son tres salicilatos: el 2-etilhexil salicilato, el n-hexil salicilato,
el n-pentil salicilato y dos catecoles, el o-(4-metoxibenzoil)-o'-(5-valeril)-1,2-bencenodiol, y el
3,4-dihidroxifenilglicol (Ilustracién VIII-20).

a) b) )
OH OH (o] OH o
@/“\O/j/\/\ @/“\O/\/\/\ @/\Lo/\/\/
d) e) HO,

Liustracion V'11I-20. Catecoles y salicilatos encontrados en las piezas arqueoldgicas. (a) 2-etilhexil salicilato (b) n-hexil salicilato (c) n-pentil salicilato
(d) o-(4-metoxibenzoil)-o"-(5-valeril)-1,2 bencenodiol (¢) 3,4 dibidroxifenilglicol. Imagen propia.

La distribucién de estos marcadores en las piezas estudiadas se representa en la Tabla VIII-3.
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Tabla V11I-3. Distribucion de posibles marcadores de chile en las piezas arqueoldgicas.

Nombre 39-12889 41-12892 65-12450 66-12450 21-5045 tr match Marcador de
2,2 A-Trimetil-1,3-
pentanediol 12.52 89.8 chile
diisobutirato
2-etilhexil salicilato 16.11 90.6 chile
3,4-dihidroxifenilglicol 5.73 85.5 chile

Acido nonandico _ 7.22 86 chile
n-hexil salicilato _ 13.91 86.6 chile
n-pentil salicilato _ 12.09 93.5 chile

o-(4-metoxibenzoil)-o'-
(5-valeril}-1,2-
Benzenodiol

14.37 86.3 chile

La presencia de marcadores de forma mayoritaria en las piezas de El Zapotal, contrastante con
la ausencia de marcadores de degradacion de vainillina en la pieza de Nopiloa, sugiere que el
posible uso de chile pudo ser local. La presencia de diisobutirato en la pieza de Nopiloa puede
deberse a contaminacién durante el muestreo. La presencia de la totalidad de los marcadores
descritos en el fondo del brasero 12450 sugiere que si pudo existir un origen comun a éstos.

8.4.4 PROBETAS

A través del analisis de la resina de B. bipinnata se identificaron moléculas que no se encuentran
reportadas como componentes de las resinas de copal pero que fueron encontradas en las piezas
arqueologicas estudiadas, como el timol y el (la,3a,5x)-4-metilen-1-(1-metiletil)-biciclo
[3.1.0]hexan-3-ol. Asimismo, se identificaron cambios en algunos componentes después de la
combustion de las resinas, como el aumento en la abundancia de acetato de B-amirina, la
aparicion de PAHs y la apariciéon de timol como posible producto de degradaciéon de
monoterpenos aromaticos como el p-cimen-2,5-diol. La recoleccion reciente del copal, asi como
su almacenamiento hermético, permitieron estudiar la porcion mas volatil de la resina,
constituida por monoterpenos. Los componentes encontrados en las probetas original y
quemada se encuentran enlistados en la Tabla VIII-4 y su correspondencia con las sefiales en los
cromatogramas se muestra en la Ilustracion VIII-21.
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Tabla V111-4. Distribucion de marcadores en las probetas.

Probeta Probet Probeta Probet
tr Nombre Match Clave o (aRe tr Nombre Match Clave o HeRSE
original guemada original quemada
6.03 Carvenona 89.9 1 . Epdxido de isoaromadendreno
(1a,30,5a)-4-metilen-1-{1-metiletil}- i
6.43 biciclof3.1.0Jhexan-3-ol 913 2 A Oxido de (1) aloaromadendreno
o ) 1,6-dimetil-4-{1-metiletil)-
7.62 3-Metil-4-isopropilfenol 877 3
naftaleno
7.65 Timol 90.3 a4 a-felandreno (dimero)
9.49 Cariofileno 95.3 L) . 9-metilen-9H-fluoreno
9.65 3,3-dimetil-1{3H)-isobenzofuranona  86.6 6 , Kaur-16-eno

4-hidroxi-3-metil-6-(1-metiletil}-trans-2-
ciclohexen-1-ona

9.871 9.8 7 . Fluoranteno

10.39  1-[2-hidroxi-5-metilfenil)-etanona 87.8 8 Pireno

2-hidroxi-5-{1-metiletil)-2,4,6- i i
Uil cicloheptatrien-1-ona 8.1 g ’ i

11.3  2-Hidroxi-4',5"-dimetilacetofenona 87 10 3 Benz[a]antraceno
11.5 p-cimen-2,5-diol 95.9 11 5 acetato de B-amirina
11.7 Oxido de cariofileno 90.8 12 . Benzimidazo[2,1-alisoquinolina

12.07 Oxido de 1-diepicedreno 29 13 a Ursa-9(11),12-dien-3-ol

(1R,3E,7E,11R)-1,5,5,8-tetrametil-12- N
12.7 oxsbiciclo[s.1.0]dodeca-3, 7-diens 95.4 14 Ursa-9(11),12-dien-3-ona

10,10-Dimetil-2,6-dimetilen- -
Ll biciclo[7.2.0lundecan-5f-ol 3 = . [

x107 |+ TIC Scan Resina 1 (original).d
3]
2.8

2.6

2.4+

2.2

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Counts vs. Acquisition Time (min)

x107 |+ TIC Scan Resina 1 quemada.d
6

6 7 8 & 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Linstracion VII-21. Cromatogramas de la probeta original (arriba) y quemada (abajo).
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Como puede observarse en ambos cromatogramas, las sefiales que aparecen entre el minuto 35
y el minuto 37 son anchas, lo que indica que puede haber varias sefiales sobreponiéndose entre
si. Esto dificulta el analisis de los patrones de fragmentacion de masas, impidiendo que se puedan
identificar correctamente los analitos. El problema puede resolverse mediante dos métodos:
disminuyendo la concentracién de la muestra o modificando el programa de temperatura para
que cada analito sobrepuesto eluya con tiempos de retencion diferentes.

Para probar la segunda solucion, se propuso disminuir la velocidad de calentamiento durante el
tramo final obteniendo el siguiente programa (Ilustracion VIII-22a): 80 °C durante un minuto,
seguido de un calentamiento de 10 °C/min hasta alcanzar los 150 °C, manteniendo esta ultima
temperatura por un minuto mas. Posteriormente, una segunda rampa de calentamiento de 6
°C/min hasta alcanzar los 270 °C, mantenida un minuto y, por ultimo, una tetcera rampa de 3
°C/min hasta los 310 °C sostenida un minuto mas. Al probar esta solucién, el problema no
mejoro, las senales se ensancharon (Ilustracion VIII-22b) y la identificacién present6 atin mas
problemas.

107 [+ TIC Scan Probeta quemada rampa 2.4
85

Programa de Temperatura 8
75

— 55-
00 —~ as-

150 ~ 35

Temperatura (* C}
\

/ 25.

15-

os.
Tiempo (min) M

27 25 20 30 31 32 35 3 3 % 37 9 39 40 41 42 43 48

§ 7 & S fo 11 12 5 16 15 16 17 18 1o 20 21 22 23 24
Counts vs. Aca ime (min)

Lnstracion V11I-22. a) Programa de temperatura de prueba. b) Cromatograma de la probeta quemada utilizando el segundo programa de temperatura.

Por este motivo, se explordé como solucién, el uso de diferentes relaciones de Split (5:1, 10:1,
50:1) para el analisis de ambas probetas con el objetivo de encontrar una mejor resolucion de las
sefiales. Para la probeta original, la relacion de Split mas adecuada fue 10:1, con la cual, las sefiales
se resolvieron en tres (Ilustracién VIII-23): B-amirina (tr: 35.21 min, match: 97.2), Lupeol (tt:
35.72 min, match: 91) y a-amirina (tr: 35.94 min, match: 96.9).

x107 |+ TIC Scan Probeta original split 10.d
525
51
4.754 Lupeol
45 iri
e ‘ a-amirina
44 AN
3.759 ‘ ‘
351 |
3.25 b-amirina | |
3 i ‘
275 |
25 .
2.25 I il
24 I [ |
1.75
1.5
1.251 I
14 |
0754 ‘ J e
054 - :
0254
o]

328 33 332 334 336 338 34 342 344 346 348 35 352 354 356 358 36 36.2 364 366 36.8 37 372 37.4 37.6 37.8 38 382 384 386 388 39
Counts vs. Acquisition Time (min)

Lnstracion VIII-23. Cromatograma de la probeta original, split 10:1. Enfasis en los minutos 32 a 39.
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Para la probeta quemada, la relacién de Split mas adecuada fue 50:1, con la cual, las sefiales se
resolvieron en tres (Ilustracion VIII-24), nuevamente: Ursa-9(11),12-dien-3-ol (tr: 35.25 min,
match: 86.3), B-amirina (tr: 35.77 min, match: 86.8), y acetato de B-amitina (tr: 36.06 min, match:
90.5).

x10 7 |+ TIC Scan Probeta quemada split 50.d
74

6.5 b-amirina

6 N

5.5 acetato de b-amirina

Ursa-9(11),12-dien-3-ol

5

4.5+

4

3.5

oA

322 324 326 328 33 332 334 336 338 34 342 344 346 348 35 352 354 356 358 36 36.2 364 366 368 37 372 374 376 37.8 38 382 384
Counts vs. Acquisition Time (min)

Linstracion V'I11-24. Cromatograma de la probeta quemada, split 50:1. Enfasis en los minutos 32 a 39.

8.5. RESULTADOS GENERALES

En las Tabla VIII-5 y VIII-6 se presenta un resumen de todos los biomarcadores encontrados
en las piezas arqueoldgicas analizadas y posteriormente se presentan los resultados de cada pieza,
junto con sus tiempos de retencion y watch de forma individual.

Tabla V111-5. Resumen de todos los biomarcadores encontrados en las piezas arqueoligicas.

39-12889 41-12892 65-12450 66-12450 21-5045 Marcador de
Pinaceae

Metil dehidroabietato
2-(fenilmetilen)-octanal

manzanilla

2-(1-feniletil)-fenol madera
5-metil-5-propil-nonano madera

Acido 4-
madera

benziloxibenzoico

Undecil-ciclohexano huesos
Dihidro-5,5-dimetil-4-(3
oxobutil)-2(3H)-
furanona
12-dien-3-ol-ursa-9(11)
12-dien-3-one-ursa-
9(11)

Acetato de B-amirina

Resinas jovenes

lupeol

Lupeol

Timol

o-Amirina
B-Amirina
B-Amirona
1,4-dimetil-7-(1-
metiletil)-Azuleno
1,6-dimetil-4-(1-
metiletil}-naftaleno,

copal

Burseraceae

combustién

1,6-dimetil-naftaleno combustién
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Tabla V11I-6. Resumen de todos los biomarcadores encontrados en las piezas arqueoldgicas (Continnacion).

Nombre 39-12889 41-12892 65-12450 66-12450 21-5045 Marcador de
1-metil-criseno _ combustion
2,3,5-trimetil- e
combustién
fenantreno
2-1sopropil-10- .,
i combustion
metilfenantreno

3,6-dimetil-fenantreno _ combustion
4,7-dimetil- e
combustién
benz(a)antraceno
8-lsopropil-1,3- .,
i i combustion
dimetilfenantreno
9-metil-antraceno _ combustién
9-metilen-9H-fluorene, _ combustién
Pireno Cox x s combustién

8.6. PIEZASDE LA JovA

A diferencia de las otras piezas estudiadas en este trabajo, la totalidad de las muestras obtenidas
de los candeleros 1y 2 corresponde tnicamente a tierra depositada sobre la superficie o en el
interior de los orificios nombrados como camaras. Debido a la fragilidad de las piezas, a su visible
deterioro y fragmentacion, asi como a la ausencia de sefiales que pudieran sugerir que la pieza
contenia algun marcador, no se autoriz6 el raspado de las paredes para la obtencion de muestras.
Sin embargo, los resultados de esta investigaciéon podrian conducir a un nuevo muestreo de las
piezas para obtener una mayor cantidad de informacién.

La presencia de marcadores de copal como el timol, la B-amirina y su acetato, el lupeol y la a-
amirina (Tabla VIII-7) indican que ambos candeleros estuvieron en contacto con resinas de este
tipo, sin embargo, no se encontraron PAHs como marcadores de combustion, lo cual pone en
duda si estas resinas fueron quemadas ahi. Unicamente se encontré como marcador de
combustién el 2,6-dimetoxi-9-metil-antraceno en la cimara 2 del candelero 2.

Es importante notar la diferencia en el enriquecimiento quimico de los marcadores en las
camaras. En el candelero 1 (Ilustracion VIII-25), se encuentran como marcadores de copal el
timol, la B-amirina, la a-amirina y el lupeol, hallindose unicamente en la cimara 1, mientras que
la camara 2, se encuentra completamente desprovista de cualquier marcador. En cuanto a la
tierra que rodeaba al candelero 1, se encontraron exactamente los mismos marcadores que en la
camara 1, aunque se encuentran en mayor concentracion en la camara que en la tierra.

Por otro lado, en el candelero 2 (Tlustraciéon VIII-206), la camara 1 posee tnicamente timol como
marcador de copal, mientras que la camara 2 s6lo hay presencia del PAH antes mencionado. En
la tierra que rodeaba al candelero 2, ademas de los marcadores que aparecen en su respectiva
camara 1, también se encuentran el acetato de B-amirina y la a-amirina. A diferencia del candelero
1, en éste, la concentracion de los marcadores es mayor en la tierra que en la propia caimara.

La presencia de marcadores similares en la tierra circundante y solamente una de las camaras en
cada candelero puede sugerir que el enriquecimiento quimico de las camaras proviene realmente
del exterior y no tuvo que ver con el uso original de la pieza. Sin embargo, esta hipotesis debe
tomarse con cuidado pues si la presencia de estos marcadores fuese contaminacion de la tierra
circundante y no fuese proveniente de la propia pieza, quedarian dos preguntas abiertas: ¢Por
qué solamente una camara en cada candelero fue contaminada mientras que la otra no? Y ¢Por
qué la tierra circundante tiene presentes marcadores de copal? Las respuestas a estas preguntas
se encuentran fuera del campo de la quimica y es mas pertinente que sean abordadas mediante
la interpretacion arqueoldgica de un experto.
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Tabla V1II-7. Distribucidn de biomarcadores en candeleros de La Joya.

Nombre tr Match Clave Cand1C1 Cand1C2 Cand1TB Cand2Cl1l Cand2 Cand 2TB Marcador de:

Timol 7.47 92.7 1 B copal
2-(fenilmetilen)-octanal 14.91 86.9 2 _ _ manzanilla
Acetato de -amirina 35.63 85.5 3 x| copal
B-amirina 35.64 89.8 4 _ _ copal
Lupeol 36.1 86.2 5 _ _ copal
2,6-dimetoxi-9-metil-antraceno 36.21 87.8 6 _ combustién
a-amirina 36.34 93.6 7 _ _ _ copal

x106 [+ TIC Scan Camara 1 C1.d

6 7 8 & 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Counts vs. Acquisition Time (min)
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g PR — g
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Tiustracion V111-25. Cromatogramas del Candelero 1. Cdmara 1 (arriba), Cdmara 2 (medio) y Tierra (abajo).
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Liustracion V11I-26. Cromatogramas del Candelero 2. Camara 1 (arriba), Camara 2 (medio) y Tierra (abajo).

+ TIC Scan Camara 1 C2.d

|

wﬂuwwwwbwwumu'WWM

2
Mr | ‘\ h\ LM"JML’J" va PN MM
ikl ol b bl ™ s e e S ooy SN W Svars
6 7 8 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Counts vs. Acquisition Time (min)
+ TIC Scan Camara 2 C2.d

e

ool

At el
6 7 & & 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Counts vs. Acquisition Time (min)
+ TIC Scan Tierra bolsa C2.d
’ 7
2 i
1 L bt o
4 10 M,‘MJ‘JWJ‘WM WWQ | b I S DU ——
(RSN S BT PRSI LW Y ) J‘ILWJ& ML i bl M‘WW’L'“A
6 7 & O 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Counts vs. Acquisition Time (min)

59



8.7. PIEZAS DE EL ZAPOTAL Y NOPILOA

8.7.1 'TAPA 39-12889
En esta pieza se encontraron diversos marcadores de copal (Tabla VIII-8) como lo son la -
amirina, la B-amirina y su acetato, la B-amirona, la Dihidro-5,5-dimetil-4-(3-oxobutil)-2(3H)-
furanona, el lupeol, asi como la 12-dien-3-ol-ursa-9(11) y 12-dien-3-ona-ursa-9(11). Junto a esto
se encontré unicamente un PAH como marcador de combustién (pireno). Se encontraron
también marcadores de lignina como el acido 4-beniloxibenzoéico y el 2-(1-feniletil)-fenol; el 2-
(fenilmetilen)-octanal como marcador de manzanilla y el metil dehidroabietato como marcador
de resinas de Pinaceae. En la Ilustracion VIII-27 se muestra la distribucion en el cromatograma

de estos marcadores.

Estos marcadores en conjunto sugieren que en este brasero se quemaron indistintamente resinas
de copal y pino junto con trozos de madera, probablemente como iniciador del fuego o para
mantener una llama viva.

Tabla V1II-8. Distribucion de biomarcadores en la Tapa 39-12889 de El Zapotal.

| v | Nombe | Match | Clave | Marcador de: |

11.63 Dihidro-5,5-dimetil-4-(3-oxobutil}-2(3H)-furanona

14.57
15.02
17.09
20.93
2424
32.63
35.17
35.42
36.03
36.26
36.53
37.69

2-(1-feniletil)-fenol
2-(fenilmetilen)-octanal
Acido 4-benciloxibenzéico
Pireno
Metil dehidroabietato
Acetato de B-amirina
Ursa-9(11),12-dien-3-ol
Ursa-9(11),12-dien-3-ona
PB-amirina
B-amirona
a-amirina

Acetato de lupeol

95.2
86.6
92.4
87.3
87
86.7
87.9
89.4
89.8
85.2
87.1
94.7
87.1

WD o~ N R e

[
W MR o

resinas jovenes
madera
manzanilla
madera
combustion
Pinaceae
copal
copal
copal
copal
copal
copal
copal

x107 |+ TIC Scan 39-12889.d
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Tlustracion V111-27. Cromatograma de la Tapa 39-12889 de El Zapotal.
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8.7.2 'TAPA 41-12892

De la misma forma que con la tapa anterior, la presencia de marcadores de copal, de resinas de
pino y de Commiphora, (Tabla VIII-9) indica que quemaron de manera indistinta resinas de varios
origenes, sin embargo, la ausencia de marcadores de degradacion de lignina indica que no se
utiliz6 madera de manera auxiliar durante la combustion. I.a amplia variedad de PAHs
encontrados en esta tapa indica que pudo estar sometida con mas frecuencia a procesos de
combustion que la tapa 39-12889. Esta ultima afirmacion se ve reforzada con el hecho de que,
de la totalidad de las piezas analizadas, ésta es la que contiene, con diferencia, la mayor
abundancia de biomarcadores de copal (Ilustracion VIII-28).

Tabla V111-9. Distribuciin de biomarcadores en la Tapa 41-12892 de El Zapotal.

n_m_mm

1,6-dimetil-naftaleno, 92.5 1 combustién

13.87 1,6-dimetil-4-(1-metiletil}-naftaleno 86 2 combustién
14.57 1,4-dimetil-7-(1-metiletil}-Azuleno 86.2 3 Burseraceae
15.03 2-(fenilmetilen)-octanal 88.2 4 manzanilla
15.63 9-metilen-9H-fluoreno 92.2 5 combustién
18.01 9-metil-antraceno 88.3 6 combustion
19.92 3,6-dimetil-fenantreno 95.1 7 combustién
20.94 Pireno 94.5 8 combustién
22.49 2-1sopropil-10-metilfenantreno 91.7 9 combustion
22.74 Phenanthrene, 2,3,5-trimethyl- 92.3 10 combustion
23.92 8-Isopropil-1,3-dimetilfenantreno Q0.2 11 combustién
24.26 Metil dehidroabietato 85.4 12 Pinaceae
27.87 1-metil-criseno 90 13 combustién
29.45 4,7-dimetil-benz(a)antraceno 86.1 14 combustién
36.13 B-Amirina a0 15 copal
37.74 Acetato de B-amirina 85.6 16 copal
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Tlustracion V111-28. Cromatograma de la Tapa 41-12892 de El Zapotal.
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8.7.3 BRASERO 65-12450 (BORDE) Y 66-12450 (FONDO)

El brasero 12450 se estudié en dos partes: en los bordes de la pieza y en el fondo, (Ilustracion
VIII-29) catalogado como 66-12450. En los bordes podemos encontrar marcadores de copal,
madera y combustion, mientras que, en el fondo, aparte de éstos, podemos encontrar el undecil-
ciclohexano, un marcador que puede dar un indicio de la quema de huesos (Tabla VIII-10). Los
marcadores de copal se encuentran en una mayor proporcion que todos los demas, indicando
que, posiblemente, hayan sido la mayor fuente de combustible. Como se plante6 antes, la madera
y, en dado caso, los huesos, pudieron servir unicamente como coadyuvantes en el inicio de la
combustién o para mantener la llama encendida. Ilama la atencién, sin embargo, que la
concentracion de los marcadores de copal es mayor en los bordes que en el centro de la pieza,
lo que abre paso a la posibilidad de que las resinas fueran colocadas en las orillas del brasero
mientras que el centro estuviera ocupado por otras cosas. Los marcadores de lignina, por el
contrario, se encuentran en ligeramente mayor proporcion al centro que en las orillas.

Tabla V1II-10. Distribucion de biomarcadores en el Brasero 12450 de El Zapotal.

|t | Nombre | Match | Clave | Marcadorde: |
7.6

Timol 97.1 1 copal
11.72 Dihidro-5,5-dimetil-4-(3-oxobutil)-2(3H)-furanona 92.7 2 resinas jovenes
15.12 2-(fenilmetilen)-octanal 88 3 manzanilla
16.03 2-(1-feniletil)-fenol 85.4 4 madera
17.14 Acido 4-benziloxibenzoico 88.8 5 madera
21.05 Pireno 91.5 6 combustion
21.87 Undecil-ciclohexano 87.1 7 huesos
22.46 2-1sopropil-10-metilfenantreno 88.2 8 combustion
32.25 5-metil-5-propil-nonano 85.1 9 madera
32.75 Acetato de B-amirina 87.5 10 copal
36.18 B-Amirina 91.7 11 copal
36.41 B-Amirona 87.4 12 copal
36.69 a-Amirina 94.8 13 copal 5
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Liustracion V11I-29. Cromatogramas del Brasero 12450 de El Zapotal. Borde (superior) y Fondo (inferior)
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8.7.4 'TAPA 21-5045

La tapa 21-5045 tunicamente contiene marcadores de copal y de combustion (Tabla VIII-11,
Nustracién VIII-30). Destaca que la cantidad encontrada de marcadores triterpénicos es elevada
respecto a los encontrados en las piezas de El Zapotal. A diferencia de éstos, también es notable
que no se encuentran marcadores de chile, de madera ni de resinas de diferente origen. Esto
puede significar que en Nopiloa se utilizaba unicamente copal de Bursera y no se quemaba en
conjunto con piezas de madera.

Tabla V1II-11. Distribucion de biomarcadores en la Tapa 21-5045 de Nopiloa.

tr Nombre match Clave Marcador de:
11.53 Dihidro-5,5-dimetil-4-(3-oxobutil)-2(3H)-furanona 85.3 1 resinas jovenes
14.91 2-(fenilmetilen)-octanal 86.3 2 manzanilla
22.34 2-1sopropil-10-metilfenantreno 87 3 combustién
35.64 B-Amirina 92.7 4 copal
36.11 Lupeol 88.5 5 copal
36.35 a-Amirina 94.1 6 copal

x10 6 |+ TIC Scan 21-5045.d
5

W

6 7 & 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Counts vs. Acquisition Time (min)

Tlustracion V'111-30. Cromatograma de la Tapa 21-5045 de Nopiloa.
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IX. CONCLUSIONES

La técnica de CG-EM es util para identificar moléculas que pueden servir como
biomarcadores con cantidades de muestra tan pequefias como 30 mg.

Se optimizé el método de extraccion asistida por ultrasonido para obtener la mayor
cantidad de marcadores de copal y de otras especies.

Se propone a los acetatos de triterpenos, Ursa-9(11),12-dien-3-ol y Ursa-9(11),12-dien-
3-ona como nuevos biomarcadores de copal.

Se propone al timol y a la 5,5-dimetil-4-(3-oxobutil)-oxolan-2-ona como marcadores de
resinas jovenes.

Se encontraron 1,4-dimetil-7-(1-metiletil)-Azuleno y Metil dehidroabietato como
marcadores de resinas de Burseraceae y Pinaceae, respectivamente; Acido 4-
benciloxibenzoico, 5-metil-5-propil-nonano y 2-(1-feniletil)-fenol como marcadores de
descomposiciéon térmica o bacteriana de madera y Undecil ciclohexano como posible
marcador de combustién de huesos.

Se establecié un precedente para el posible uso del chile en piezas rituales en la regién
central de Veracruz durante el periodo Clasico.

A través del analisis de probetas de Buwrsera bipinnata, se estudié el cambio en la
composiciéon quimica de una resina previo y posteriormente a sufrir un proceso de
combustion.

Se lograron identificar marcadores de combustiéon y de resinas de copal de Bursera,
Burseraceae y Pinaceae en las piezas pertenecientes a Nopiloa y El Zapotal, respaldando
la hipétesis de que fueron utilizados como quemadores rituales, mientras que en los
candeleros de La Joya sélo se identificaron marcadores de resinas sin combustion.

X. PERSPECTIVAS

Profundizar en la interpretacion arqueoldgica de los resultados obtenidos, considerando
el contexto de las piezas y la informacioén que brindan como un conjunto mas que como
entidades individuales.

Ahondar en las hipétesis del chile y de los huesos modificando la técnica para identificar
otras moléculas que pudieran confirmar o refutar las hipotesis.

Estudiar un conjunto mayor de piezas que hayan sido muestreadas en distintos sitios de
la misma pieza para comparar el enriquecimiento quimico en el fondo y los extremos
para establecer si existi6 algin acomodo especifico de los elementos quemados en ellas.
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2(3H)-Furanone, dihydro-5,5-dimethyl-4-(3-oxobutyl)-

Benzamide, N,N-diethyl-4-methyl-

Diethyl Phthalate
2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol diisobutyrate
Benzophenone
2,5-Cyclohexadien-1-one, 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-
ethylidene-

Octane, 1,1'-oxybis-
Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl-
1-Nonadecene
Hexadecane
Methyl nonyl phthalate
Octanal, 2-(phenylmethylene)-

Phthalic acid, ethyl hept-2-yl ester
Phosphinic fluoride, diphenyl-
Trifluoroacetoxy hexadecane
Octadecane
2-Propanol, 1-chloro-, phosphate (3:1)
1-Hexadecanol

20 21 22

23 24

26 27 28 29

30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

Counts vs. Acquisition Time (min)

Match
90.5
95.7
86.9

95.2

92.4
95.6
90.5
86.7
85.3
87.8
95.8
93.6
93.8

87

95.1
90.8
93.8
86.5
87.6
86.3
86.1
86.9
86
96
85.6
85.7

rt (min)

16.14
16.22
16.9

16.94

17.03
17.24
17.35
17.76
18.43
19.29
19.35
20.25

20.4

21.56

21.64
22.34
22.54
24.56
25.17
26.75
27.25
29.16
35.64
36.11
36.35

Nombre
Isopropyl myristate
Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
Phthalic acid, hept-4-yl isobutyl ester

Tonalid

1-Hexadecanol
1-Decanol, 2-hexyl-

Nonadecane
7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-dione
Dibutyl phthalate
Eicosanal-

Isopropyl palmitate
1-Octadecanol
1-Hexadecanol

Heneicosane, 3-methyl-

n-Pentadecylcyclohexane
2-Isopropyl-10-methylphenanthrene
1-Naphthalenamine, N-phenyl-
n-Heptadecylcyclohexane
Tetracosamethyl-cyclododecasiloxane
Phthalic acid, di(2-propylpentyl) ester
Cyclohexane, nonadecyl-
1,3-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-ethylhexyl) ester
.beta.-Amyrin
Lupeol
.alpha.-Amyrin

40

Match
94.2
86.3
96.3

88.3

96.6
92.5
92.7
90.3
97.2
88.9
90.2
97.1
88.3

88

87.8
87
91.4
89.7
86.5
97.5
86.7
95.1
92.7
88.5
94.1

il



Tapa 39-12889 (El Zapotal)
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1.4

0.9
0.8
0.7+
0.6
0.5+
0.4
0.3
0.2

0.14

+ TIC Scan 39-12889.d
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rt (min)
7.42
7.96
8.46
8.68

8.75

9.21
9.7
10.24
10.27
10.65
11
11.63
11.96
12.06
12.15
12.38

12.43

12.62
13.04
13.39
13.49
13.58

13.7
13.82
13.98

14.1
14.49
14.57
15.02
15.25
15.34

15.8

15.92
16

(R,
7 8 9o 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Counts vs. Acquisition Time (min)
Nombre Match rt (min) Nombre
Benzene, 1,3-bis(1-methylethenyl)- 88.9 16.1 Pentadecanal-
Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- 92.7 16.22 3,5-di-tert-Butyl-4-hydroxyacetophenone
2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol diisobutyrate 88 16.24 Isopropyl myristate
Ethanone, 1-(2,3-dihydro-1H-inden-5-yl)- 91.2 16.33 Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
Propanoic acid, 2-methyl-, 3-hydroxy-2,2,4-trimethylpentyl 045 16.84 Cyclopental[g]-2-benzopyran, 1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8-
ester hexamethyl-
Dodecanal 86 17.01 Phthalic acid, hept-4-yl isobutyl ester
Ethanone, 1,1'-(1,4-phenylene)bis- 95.7 17.04 7-Acetyl-6-ethyl-1,1,4,4-tetramethyltetralin
1-Dodecanol 88.4 17.09 4-Benzyloxybenzoic acid
2,5-Cyclohexadiene-1,4-dione, 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)- 89.8 17.13 1-Hexadecanol
Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl- 90.4 17.46 Nonadecane
Butylated Hydroxytoluene 88.9 17.77 Phthalic acid, butyl hept-4-yl ester
2(3H)-Furanone, dihydro-5,5-dimethyl-4-(3-oxobutyl)- 95.2 17.87 7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-dione
n-Tridecan-1-ol 88.5 18.56 Dibutyl phthalate
Benzoic acid, 2-hydroxy-, pentyl ester 88.1 19.06 Eicosane
Benzamide, N,N-diethyl-4-methyl- 96.7 19.4 Octadecanal
Diethyl Phthalate 95.7 19.46 Isopropyl palmitate
2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol diisobutyrate 98.4 19.8 4-Oxazolecarboxylicacid, 4,5-:;£1eyrdro-2-phenyl-, L-methylethyl
Tetradecanal 94.3 20.38 1-Octadecanol
Benzophenone 93.4 20.93 Pyrene
Cyclopentaneacetic acid, 3-oxo-2-pentyl-, methyl ester 87.9 21.6 1-Propene-1,2,3-tricarboxylic acid, tributyl ester
Octane, 1,1'-oxybis- 95.2 21.65 2-Ethylhexyl trans-4-methoxycinnamate
Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl- 89.1 22.67 2-Naphthalenamine, N-phenyl-
1-Tetradecanol 97.7 24.24 Methyl dehydroabietate
n-Hexyl salicylate 89 26.88 Phthalic acid, di(2-propylpentyl) ester
1-Dodecanol 86.4 28.48 Octocrylene
Heptadecane 89.3 29.3 1,3-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-ethylhexyl) ester
Decyl methyl phthalate 91.3 29.73 13-Docosenamide, (Z)-
Phenol, 2-(1-phenylethyl)- 86.6 32.63 Olean-12-en-3-ol, acetate, (3.beta.)-
Octanal, 2-(phenylmethylene)- 92.4 35.17 Ursa-9(11),12-dien-3-ol
Adipic acid, butyl isobutyl ester 87 35.42 Ursa-9(11),12-dien-3-one
3,5-di-tert-Butyl-4-hydroxybenzaldehyde 93.4 36.03 .beta.-Amyrin
4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-Octamethyl-
Octadecane 90.5 36.26 1,4,43,5,6,63,6b,7,8,83,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-octadecahydro-
2H-picen-3-one
2-Propanol, 1-chloro-, phosphate (3:1) 94.3 36.53 .alpha.-Amyrin
2-Ethylhexyl salicylate 93.7 37.69 Lup-20(29)-en-3-ol, acetate, (3.beta.)-

40

Match
88.9
91.8

96
89.2

86

97.1
88.5
87.3
97.4
85.2
93.6
87.2
96.2
88.4
93.2
94.9

88.3

97.7
87
91.2
89.2
95.5
86.7
97.1
89.9
91.8
95.9
87.9
89.4
89.8
85.2

87.1

94.7
87.1
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6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
Counts vs. Acquisition Time (min)

rt (min) Nombre Match rt (min) Nombre

5.72 Cyclopentasiloxane, decamethyl- 88.7 15.93 2-Propanol, 1-chloro-, phosphate (3:1)
6.42 Decanal 85.5 16.01 2-Ethylhexyl salicylate

6.66 Ethanol, 2-phenoxy- 91.3 16.23 3,5-di-tert-Butyl-4-hydroxyacetophenone
6.81 1,2-Benzisothiazole 88.2 16.25 Isopropyl myristate

7.17 Nonanoic acid 83.9 16.86 Octadecyl octyl ether

7.6 Phenol, m-tert-butyl- 87.3 17.02 Phthalic acid, hept-4-yl isobutyl ester
7.96 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- 90.9 17.14 n-Pentadecanol

8.67 Ethanone, 1-[4-(1-methylethenyl)phenyl]- 86.3 17.61 1H-Indene, 1-phenyl-

875 Propanoic acid, 2-methyl-, 3-hydroxy-2,2,4-trimethylpentyl 206 18.01 Anthracene, 5-methyl-

ester

9.03 Tetradecane 85.3 18.52 n-Hexadecanoic acid

9.6 Naphthalene, 1,6-dimethyl- 92.5 18.55 Dibutyl phthalate

9.7 Ethanone, 1,1'-(1,4-phenylene)bis- 92.5 19.47 Isopropyl palmitate

9.85 Coumarin 85.1 19.81 Ethane, 1,2-diphenyl-1,2-bis(azetidinyl-1)-
10.24 1-Dodecanol 95.1 19.92 Phenanthrene, 3,6-dimethyl-

10.54 1-Pentadecene 87.8 20.38 1-Octadecanol

12.15 Benzamide, N,N-diethyl-4-methyl- 94.5 20.94 Pyrene

12.37 Hexadecane 89.9 21.54 Phenanthrene, 2,3,5-trimethyl-
12.39 Diethyl Phthalate 93.1 22.49 2-Isopropyl-10-methylphenanthrene
12.43 2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol diisobutyrate 94.4 22.74 Phenanthrene, 2,3,5-trimethyl-
12.62 Tetradecanal 91.6 23.92 8-1sopropyl-1,3-dimethylphenanthrene
13.04 Benzophenone 92.8 24.26 Methyl dehydroabietate

13.71 1-Tetradecanol 96.7 26.9 Phthalic acid, di(2-propylpentyl) ester
13.87 Naphthalene, 1,6-dimethyl-4-(1-methylethyl)- 86 27.87 Chrysene, 1-methyl-

14.1 Heptadecane 89.1 29.32 1,4-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-ethylhexyl) ester
14.57 Azulene, 1,4-dimethyl-7-(1-methylethyl)- 86.2 29.45 Benz(a)anthracene, 4,7-dimethyl-
15.03 Octanal, 2-(phenylmethylene)- 88.2 29.76 13-Docosenamide, (Z)-

15.15 Tetradecanoic acid 91.9 36.13 .beta.-Amyrin

15.35 3,5-di-tert-Butyl-4-hydroxybenzaldehyde 92.7 37.74 12-Oleanen-3-yl acetate, (3.alpha.)-
15.63 9H-Fluorene, 9-methylene- 92.2 39.43 Silane, dimethyl(2-naphthoxy)hexadecyloxy-
15.8 Octadecane 92.5

39

40

Match
89.8
86.2
88.6
89.3
87.3
95.8
95.6
87.9

88.3

94.2
95.4
94.2
86.7
95.1
95.9
94.5
86.8
91.7
92.3
90.2
85.4
89.6

87.5
86.1
95.3

85.6
86.9



Brasero 65-12450 (El Zapotal)

rt (min)

6.41
6.67
7.96
8.67

8.75

9.7
9.82
10.24
10.27
10.65
10.88
11.01
11.63
11.95
12.06
12.15
12.38
12.42
12.62
13.04
13.39
13.49
13.7
13.82
13.99
14.1
15.02
15.34

+ TIC Scan 65-12450.d

ettt

Nombre
Decanal
Ethanol, 2-phenoxy-
Cyclohexasiloxane, dodecamethyl-

Ethanone, 1-(2,3-dihydro-1H-inden-5-yl)-
Propanoic acid, 2-methyl-, 3-hydroxy-2,2,4-trimethylpentyl
ester
Ethanone, 1,1'-(1,4-phenylene)bis-

Pentanoic acid, 5-hydroxy-, 2,4-di-t-butylphenyl esters
1-Dodecanol
2,5-Cyclohexadiene-1,4-dione, 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-
Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl-
Tridecanal
Butylated Hydroxytoluene
2(3H)-Furanone, dihydro-5,5-dimethyl-4-(3-oxobutyl)-
n-Tridecan-1-ol
Benzoic acid, 2-hydroxy-, pentyl ester
Benzamide, N,N-diethyl-4-methyl-

Diethyl Phthalate
2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol diisobutyrate
Tetradecanal
Benzophenone
Cyclopentaneacetic acid, 3-oxo-2-pentyl-, methyl ester
Octane, 1,1'-oxybis-
1-Tetradecanol
n-Hexyl salicylate
Dodecyl acrylate
Heptadecane
Octanal, 2-(phenylmethylene)-
3,5-di-tert-Butyl-4-hydroxybenzaldehyde

20 21

2

23 24

25

26 27 28 29 y

30 31 32

Counts vs. Acquisition Time (min)

Match

85.2
88
91.1
88.6

87.6

91.1
85.1
90.2
91.3
87.6
85.5
90.9
92.7
89
89.7
89.2
94.9
92.6
91.6
87.4
85.1
94.7
94.7
90.9
86.1
89.6
93.8
92.7

rt (min)

16
16.22
16.24
17.01

17.05

17.09
17.13
17.35
17.77
18.54
19.4
19.46
19.79
20.37
20.71
22.46
22.66
23.31
23.77
25.29
25.66
26.28
26.89
29.3
29.71
30.02
35.79
36.53

Nombre
2-Ethylhexyl salicylate
3,5-di-tert-Butyl-4-hydroxyacetophenone
Isopropyl myristate
Phthalic acid, hept-4-yl isobutyl ester

Tonalid

4-Benzyloxybenzoic acid
1-Hexadecanol
Pentadecafluorooctanoic acid, octadecyl ester
Phthalic acid, butyl hept-4-yl ester
Dibutyl phthalate
Octadecanal
Isopropyl palmitate
Ethane, 1,2-diphenyl-1,2-bis(azetidinyl-1)-
1-Octadecanol
2(3H)-Furanone, 5-dodecyldihydro-
2-Isopropyl-10-methylphenanthrene
2-Naphthalenamine, N-phenyl-
Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
2(3H)-Furanone, dihydro-5-tetradecyl-
Tetracosamethyl-cyclododecasiloxane
Phthalic acid, 6-ethyloct-3-yl 2-ethylhexyl ester
Diisooctyl phthalate
Diisooctyl phthalate
1,4-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-ethylhexyl) ester
13-Docosenamide, (Z)-
Decanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester
.beta.-Amyrin
.alpha.-Amyrin

33 34 35 36 37 38

Match
88.2
96.9
95.1
97.2

85.1

91
96.5
88.9
94.5
95.5
90.4
94.1
86.2
97.9
88.7
88.2
95.5
85.2
92.6
85.2
85.9
94.2
96.6
93.8

95
85.9
89.8
90.7

vi



Blanco de bolsa

x10°6 |+ TIC Scan Bco bolsa (DCM).d
2.6
2.4
2.2
2
1.8
1.6
1.4
1.24
1
0.8
0.6
0.4
0.2 V
o/
6 7 & 6 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Counts vs. Acquisition Time (min)
rt (min) Nombre Match rt (min) Nombre Match
8.68 Ethanone, 1-(2,3-dihydro-1H-inden-5-yl)- 88.9 22.09 Docosane 93.5
9.03 Hexane, 3,3-dimethyl- 87.4 22.33 Cyclohexane, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, trans- 86.9
9.71 Ethanone, 1,1'-(1,4-phenylene)bis- 95.1 22.67 2-Naphthalenamine, N-phenyl- 97.4
10.38  Ethanone, 1-[4-(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]- 86.6 23.16 Behenic alcohol 88.9
12.16 Benzamide, N,N-diethyl-4-methyl- 94.1 23.44 1-Nonadecene 91.1
12.38 Hexadecane 92.8 23.51 Tricosane 95
13.49 Octane, 1,1'-oxybis- 94.9 24.69 n-Heptadecylcyclohexane 89.5
13.99 1-Tetradecanol 91.8 24.89 Tetracosane 97.8
14.1 Heptadecane 97.2 25.04 3-Methyltetracosane 85.5
14.2 Pentadecane, 2,6,10,14-tetramethyl- 92.4 25.96 Methyl tetracosyl ether 86.9
15.8 Octadecane 97.8 26.21 Pentacosane 94.4
15.97 Octadecane 85.6 26.88 Phthalic acid, di(2-propylpentyl) ester 94.8
16.25 Isopropyl myristate 87.7 27.39 Cyclohexane, nonadecyl- 90.1
17.01 Phthalic acid, isobutyl 4-octyl ester 87.1 27.48 Hexacosane 96.5
17.35 Pentadecafluorooctanoic acid, heptadecyl ester 92.3 28.7 Tetratriacontane 93.2
17.46 Nonadecane 96.2 29.3 1,4-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-ethylhexyl) 91.3
18.53 Phthalic acid, butyl hept-4-yl ester 95.6 29.89 Octacosane 92.1
19.06 Eicosane 92.9 30.28 Squalene 86.9
19.46 Isopropyl palmitate 88.5 31.03 Nonacosane 92.3
20.04 Octadecane, 1-iodo- 89.4 31.12 Cholest-5-en-3-ol (3.beta.)-, propanoate 85.8
20.51 1-Heneicosyl formate 92.2 32.14 Triacontane 92.3
20.61 Heneicosane 95.5 33.21 Pentatriacontane 89.5
21.68 Heneicosane, 3-methyl- 90.8 34.25 Hexacosane 90.8
21.76 n-Pentadecylcyclohexane 89.1 35.26 Dotriacontyl isobutyl ether 88.8

Blanco de método

x10 6 |+ TIC Scan Blanco DCM.d
2.8

2.6
2.4+

2.2

0.8
0.6
0.4

0.2+

6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Counts vs. Acquisition Time (min)
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