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RESUMEN 

El tejido óseo resulta un material de interés en diferentes áreas de investigación. 
desde la biología. la paleontología. la medicina y la arqueología hasta la ciencia de 
materiales. Se encuentra compuesto principalmente de una fase orgánica y otra inorgánica. 
la primera constituida por colágeno tipo 1 y la segunda por cristales de hidroxiapatita. 
Mediante distintas técnicas, principalmente calorimetría. se investigaron las propiedades 
tém1icas del colágeno en relación con los cristales de hidroxiapatita de muestras óseas 
actuales. principalmente aquellas que resultan de su degradación y combustión total. 
Postcrionncntc, se aplicó el anterior análisis a un conjunto de restos óseos de interés 
arqueológico y paleontológico con el fin de conocer la aplicación de la técnica de 
calorimetría al fcchamicnto de muestras óseas de diferente antigüedad. 

Empicando la técnica de calorimetría y el análisis témlico gravimétrico se analizó el 
colágeno presente en muestras óseas actuales en presencia y en ausencia de la fase 
cristalina, obteniéndose la temperatura T "'"' asociada al valor máximo de la se~al 
exotém1ica y su correspondiente 1\11 de combustión. Así mismo, mediante cromatografia de 
gases y espectroscopia infrarroja. se estudió el proceso de combustión de la proteína. Los 
valores de T.,,.., y l\H de combustión muestran que el colágeno en presencia de la 
hidroxiapatita tiene una menor estabilidad tém1ica en comparación con la del colágeno 
extraído. mediante distintos métodos. de las mismas muestras óseas, lo cual se atribuye a un 
efecto del cristal sobre la proteína. 

Al aplicar la técnica de calorimctria a los restos óseos de interés arqueológico y 
paleontológico se obtuvieron los valores de 1\11 de combustión. los cuales variaron de 
acuerdo a la antigüedad de la muestra. En el caso de las muestras arqueológicas se ajustaron 
distintas curvas de decain1iento exponencial que representan el comportamiento global del 
conjunto de nlucstras anali:1A"Idas. De estas curv•L~ se obtuvo el valor de Tau ("r). el cual está 
definido como. el tiempo de vida media dd colágeno presente en un conjunto de muestras 
obtenido para cada una de las técnicas empicadas en su medición. es decir, el valor de Tau 
("r) está en función de la sensibilidad que tenga cada técnica para medir la presencia del 
colágeno en el tejido óseo. Este valor resulta ütil para comparar la calorimetría con otras 
técnicas que se han empicado en el laboratorio para el análisis de restos óseos. como son la 
difracción de rayos X y el análisis elemental mediante técnicas nucleares. Dicha 
comparación demostró que la calorimetria resulta una técnica más sensible para detectar el 
contenido de materia orgánica en el material óseo. aunque no es especifica para el caso del 
colágeno. 

Las muestras paleontológicas tuvieron un comportan1icnto completan1ente distinto 
de otras muestras lo cual dificultó su interpretación. Aun así se ajustó una curva de 
decaimiento exponencial y se obtuvo el valor de Tau (•). Se encontró que la curva de 
decaimiento exponencial no corresponde al ritmo de degradación del colágeno es estas 
muestras. por lo cual se plantea la posibilidad de ajustar una curva distinta como seria el 
caso de una sigmoidal. 
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INTRODUCCIÓN 

El tejido óseo es una estructura biológica que ha estado sujeta a investigación en 
diferentes áreas como son arqueología, medicina, biología, ciencia de materiales, cte. 
debido principalmente a que presenta funciones tanto estructurales como fisiológicas; 
tiene la posibilidad de permanecer durnntc largos periodos de tiempo a diferencia de 
otros tejidos y además sirve de modelo en el desarrollo de biomatcrialcs para implantes, 
prótesis u otras aplicaciones. Se encuentra constituido por una fase orgánica y una 
inorgánica, que corresponden al colágeno tipo 1 y al carbonato de hidroxiapatita 
[Ca5(P04 ,C03 )JOH], (HAp), respectivamente. Existen un grnn número de estudios 
sobre colágeno debido a su abundancia y la función estructural que desempeña en los 
organismos vivos y debido a que se encuentra así mismo relacionado con diferentes 
cnferrnedades humanas, algunas de ellas hereditarias. Por lo anterior, se requiere de un 
conocimiento profundo de la estabilidad estructurnl del colágeno con el fin de entender 
la relación que guarda con la fase mincrnl, la hidroxiupalita. Lo cual pcnnitiría 
comprender las características intrinsecas que presenta el hueso como un tejido óseo 
junto con sus diferentes funciones. 

Como técnica de caracterización se ha empicado la calorimetría en el estudio de 
proteínas para conocer su estabilidad ténnica en solución, centrándose la mayoría de las 
investigaciones en el proceso de desnaturalización, en el intervalo de temperatura de los 
20 a los 80 ºC. Sin embargo ha sido poco empleada en el estudio de la degradación y 
combustión de diferentes biomoléculas, por no decir sólo proteínas. El estudio del 
proceso de degradación y combustión del colágeno mediante la calorimetría, ofrece la 
posibilidad de conocer la relación que guarda con la hidroxiapatita, debido a que la 
estabilidad témlica de una proteina tiene una estrecha relación con sus características 
estructurales, como son las interacciones químicas que estabili:r.an a la molécula asi 
como el ambiente que la rodea. La estructura molecular del colágeno tipo 1 ha sido 
ampliamente investigada mediante diferentes técnicas (Prockop & Fcrtala 1998; Bcck & 
Brodsky 1998; Persikov et al. 2000). De esta manera la carnctcrización térrnica del 
tejido óseo mediante el uso de otras técnicas analíticas tales como espectroscopia 
infrarroja y cromatografia de gases abre la posibilidad de conocer la naturaleza y 
comportamiento del colágeno presente en ntucstras óseas de interés para distintas áreas 
como la medicina, la paleontología, la arqueología. etc. 

En la arqueología y la paleontología, uno de los materiales de más estudio son 
los restos óseos que se encuentran ya sea en entierros o en distintas forrnacioncs 
geológicas, según sea el caso. Respecto al estudio de huesos arqueológicos, existe la 
posibilidad de establecer un método de fcchamicnto que pcm1ita deterrninar la 
antigüedad de las muestras halladas. Por otro l~do, en la palcontologia, el establecer la 
edad de un fósil es importante al dctenninar ciertas características de la especie, a la 
cual, corresponde el fósil en estudio. Dctem1inar la estabilidad que presenta el colágeno 
en el tejido óseo, pennitirá más adelante. analizar algunos factores. principalmente 
ambientales como pH, humedad, temperatura, tipo de sucio, cte., que presentan un 
efecto sobre la diagéncsis del colágeno tipo 1 en el hueso. 



Por Jo anteriormente expuesto, Jos objetivos del presente trabajo son los 
siguientes: 

a) Caracterizar Ja estabilidad tém1ica que presenta el colágeno tipo 1 cuando se 
encuentra en presencia y en ausencia de la fase mineral. mediante el uso de técnicas 
calorimétricas. 

b) Caracterizar el proceso de degradación y combustión del colágeno tipo 1 en 
presencia de la fase mineral, es decir en el hueso. 

c) Interpretar las posibles diferencias en Ja estabilidad tém1iea de la proteína. mediante 
el uso de la Espectroscopia lnfmrroja y la Cromatogrnfia de Gases. 

d) Aplicar la Calorimetría al estudio de muestras de tejido óseo de interés arqueológico 
y paleontológico. 

e) Obtener la relación de los valores de entalpía de muestras de diferentes 
antigüedades. 

1) Proponer una curva que represente las diferencias de cntalpla con respecto al tiempo 
pam las muestras arqueológicas y paleontológicas. 
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l. GENERALIDADES DEL llU .. :so, COLÁGENO E lllDROXIAPATITA. 

El hueso y el cartílago. llamados también tejido óseo y tejido cartilaginoso, son dos 
fon11as especializadas de tejido conectivo. Así n1is1no. el colágeno denso es una variante de 
tejido conectivo común y por ende es no especializado. El tejido óseo representa la parte 
más importante del esqueleto. a pesar de su dure.1.a y resistencia. posee cierta elasticidad. 
Como se mencionó antcrionncnte, al igual que el cartílago. el tejido ÓSL"O es una fonna 
especializada de tejido conectivo denso, el cual. provee al esqueleto de la fucrJ".a nL-ccsaria 
para funcionar como sitio de inserción y sostén del peso para los musculos. asi como dar 
cierta rigidez al organismo. Ademús, tiene funciones de protección al rodear al cerebro, 
médula espinal y parte de los órganos en el tórax y el abdomen. 

1. 1. Hueso. 

El hueso. es una fornrn especializada de tejido conectivo en el cual. la matriz 
cxtracclular se encuentra mineralizada, otorgándole fucr.1.a y rigidez al esqueleto. al mismo 
tiempo. participa en la homeostasis del calcio en el cuerpo. Está compuesto de una matriz 
orgánica en donde se depositan sales de calcio. El colágeno tipo 1 constituye 
aproximadamente el 95%, de dicha matriz, el So/o restante, está compuesto de protcoglicanos 
y diferentes tipos de protcinas distintas al colágeno. Las sales cristalinas que se depositan 
sobre Ja matriz orgánica bajo control celular, se confom1an principalmente de calcio y 
fosfatos en la fonna de carbonato de hidroxiapatita. 

Morfológicamcnte. existen dos fonnas de hueso: el cortical o compacto y el 
trnbecular o esponjoso {ver Fig. 1 ). En el hueso cortical, las fibrillas de colágeno que se 
encuentran densamente empacadas. fonrnm laminillas concéntricas, mientras que las 
fibrillas en las láminas adyacentes se organizan de fonna paralela. En el hueso trabccular, la 
nmtriz se encuentra poco organizada. lo cual, provoca que se genere una estructura porosa; 
las diferencias entre estos dos tipos de huesos son de tipo estructural y funcional. Las 
diferencias en los arreglos estructurales están relacionados con sus respectivas funciones. El 
hueso cortical tiene funciones mecánicas y de protección, mientras que el hueso trabecular 
presenta funciones metabólicas . 

. ,.:· 
Hue~ ~spon}OSO ~ 

t tueso comp.oKto __ 

V•sos,,,.,..neo__, 
Médula .,-
úsea amanla --;.. 

·~ 

Fig. 1. Esqucn1a de hueso esponjoso y contpacto. 
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En el hueso, se encuentran presentes cuatro diferentes tipos celulares. los 
osteoblastos, ostcoclastos y células de revestimiento 4uc se encuentran presentes en la 
superficie del hueso, mientras los osteocitos se hallan el interior. Los osteohlastos son los 
responsables de la producción de la matriz del hueso, secretan la col:"1gcno tipo 1 y otras 
proteínas. Así n1isn10~ regulan la rnincralización de la rnatri/. El llstc-ocitn se encarga del 
mantenimiento de la matriz, ya que tiene la capacidad de sintctin1rla y rcahsnrhc·rla. Las 
células de revestimiento, son células inactivas 4uc cuhrcn la superficie del hueso 4uc no se 
encuentra en formación o reabsorción. Por otro lado. los ostcoclastos tienen la función de 
reabsorber el hueso. Entre todos se lleva a cabo la coordinación de las actividades celulares 
durante el desarrollo y maduración del hueso. 

La fomrnción del tejido óseo se da mediante un proceso directo llamado 
intramcmbranoso o rncdiantc un proceso indirecto conocido corno cndoconJrial. An1bos 
requieren de un sistema vascular bien desarrollado para elaborar y pnstcnonncntc 
mineralizar a la matriz cxtracclular. La osificación intran1cn1hranosa. se lleva acaho durante 
el desarrollo embrionario, mediante la transfomrnción directa de las células del 
mescnquima en ostcoblastos. Este tipo de osificación para huesos enteros está restringida 
para huesos craneales, faciales, partes de la mandibula y la clavícula. Los huesos que 
participan en articulaciones y sostienen el peso del organismo, se fom1an a partir de 
osificación cndocondrial, en este caso, el mescn4uima embrionario se transfom1a en 
cartílago que rige la posición y la fon1rn que el futuro hueso tcndrú. 

1.2. Colágeno. 

El colágeno tipo 1 es la proteína cxtracclular más abundante en el tejido óseo. La 
fantilia de los colágenos puede ser definida como un grupo de proteínas cstmcturalcs de la 
matriz extracelular que contienen uno o más dominios que presentan la eonfomrnción de 
triple hélice. El colágeno tipo 1 junto con la tipo 11, tipo 111, tipo V y tipo IX fonnan el 
grupo de los colágenos fibrilares, su característica distintiva es que consisten en una extensa 
y continua triple hélice que se organiz;m en fibrillas y libras. Estas presentan una fucr.rn de 
tensión muy alta y proporcionan la base cstmctural del hueso. la piel. arterias y venas, 
intestinos y cápsulas fibrosas de algunos órganos. El colúgcno tipo 1 es la proteina más 
abundante en vertebrados, encontrándose en hueso. tendones, ligantentos y piel. 

El colágeno tipo 1 se traduce como un propétido el cual. por acción de protcasas 
especificas pierde la región anterior y posterior de la molécula, dando origen a la molécula 
de colágeno, la cual, se acomoda en las libras de fonna paralela, cada una con una longitud 
de 300 nm y un espacio entre el final de una e inicio de otra, el carhoxilo tennin;1l y amino 
tcmtinal respectivamente, de 40 nm. Este arreglo explica el bandeado blanco y negro que 
presenta la molécula al ser observada en el microscopio electrónico. 

Se sabe que la estructura molecular de el colágeno tipo l. cst:í compucst;i por dos 
cadenas a 1 y una cadena a2 que juntas fomtun una triple hélice derecha, mi.:ntras que 
individualmente forman hélices izquierdas. Cada cadena esta compuesta por una serie de 
tres residuos de an1inoácidos, Gly-X-Y. donde "X" por lo común es prolina y "Y" por lo 
común es hidroxiprolina. Estos dos residuos se encuentran situados al exterior 1.h: la triple 
hélice, mientras que la glicina, por ser el aminoácido m:ís pequei\o se ;,comoda 



adecuadamente en el centro de la estructura (Bilezikian, 1996). Existen parámetros 
estnicturales con respecto al colágeno (Beck and Brodsky, 1998): 

Secuencia 
Parámetros de hélices simples 

Dirección de torsión 
Residuos por cada vuelta 
Altura por residuo (A) 
Radio de la hélice, Ca. (A) 

Parámetros de triple hélice 
Dirección de torsión 
Radio de la triple hélice (A) 
Longitud de la triple hélice (A) 

(Gly-X-Y}n 

izquierda 
3.33 
2.86 
1.5 

derecha 
2.8 
85.5 

El colágeno tipo 1 tiene una alta estabilidad tém1ica debido principalmente al arreglo 
estnictural que presenta y a Jos enlaces químicos, débiles y fuertes. como son los puentes de 
hidrógeno mediados por las moléculas de agua. Los puentes de hidrógeno se encuentran 
entre las cadenas que forman Ja triple hélice, fomrndos entre Jos gnipos amino y carboxilos 
del esqueleto de la cadena polipeptídica. Existen enlaces covalentes entre las triple hélices 
adyacentes cuando fommn librillas, y en la región de Jos espacios entre el final de una triple 
hélice y el inicio de la siguiente. 

El alto contenido de Gly, Pro y Hyp en el colágeno sugiere que la confom1ación 
polipeptidica del esqueleto se parezca a las hélices de poliprolina 11 y poliglicina 11. La 
molécula de colágeno tipo 1 no ha podido ser cristalizada. Solamente se han podido 
cristalizar péptidos tipo colágeno sintetizados específicamente con ese propósito (ver 
Fig.2). 

1 llDROXIPROLINA 

~~~~~~ 
t--f> MOLECULA DE COLÁGENO 

GLICINA 

Fig. 2. Esquen1as de la n1olécula de colágeno. 
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El colágeno de hueso presenta entrecruzamientos carnctcristicos de los tejidos a 
base de colágenos. Dichos entrccmzamientos, surgen a panir de la acción de la lisil oxida..'>a 
que actúa oxidando los residuos de hidroxilisina y lisina 4ue se encuentran presentes en la 
región terminal de la triple hélice. lo cual. genera grupos aldchido en sus respectivas 
cadenas laterales. lo que pcnnitc qut: intcractucn con otros residuos de hidrox.ilisina y lisina 
(Fig. 3). Estas liltimas reacciones que se llevan acabo para originar el cntrccn1zan1icnto se 
menciona son espontaneas (Eyre, 1996). Los cntrecmz:unientos son de especial imponancia 
ya que le otorgan una alta estahilidad a las lihrillas de colágeno. Se menciona 4ue 
posterionnentc puede llevarse a caho un tercer entrecmzamicnto, ohtcniéndosc linalmcntc 
dos clases de cntrccmzamientos tipo pirridinolina, como la hidroxilisil pirridinolina y la 
lisilpirridinolina. Los entrecruzamientos tipo pirridinolina son carnctcristicos del colágeno 
de hueso, aunque se encuentran en concentraciones hajas debido a que su formación 
requiere de un proceso denominado maduración 4ue no se lleva acaho frícilmcnte dehido al 
proceso de mineralización de las filtras y a la constante reabsorción y fonnación del tejido 
óseo. 

PIEL (T'ENDÓNJ CARTÍLAGO (HUESO) 
(LLSXNA PRESENT'E EN ELTELOPÉPnDO) (HXl>ROXIUSINA PREsENT'E EN ELTEl.Of'ÉPTIDO) 

1 ~------------------ u=~- ------- -- --,-----1 
c
1
o ca OH 

CH-CH CH -CH .CHO USIN c
1
H-cH,..cH,dH-CHO- HXl>ROXXAI. USINA 1 ,. ' ' -AL A 1 

rr~ 1" ro::,~ 
C\H P-(CH,),~-CH,-NH·CH,t.-(CH,),-P 

P-(CH,),-CH•N-CH,-CH-(CH,J,-P (a:TOAMINA) 

·~r~ ·-~"" -----------------~ ~ 

P-CHz-CHp--cH,-~::_cH,-CH,-P P-CH~N-CH,-r.:-CH,-CH,-P 
P-CH,-CH, <ir~=':i~MIENTO P- CH;--CH, <;;;!~Ic:r~~~~~ 

Fig. 3. Diagrama de la fommción de los. entrecruzamientos entre moléculas de cohigeno. 
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1.3. llidroxiapatita 

Con respecto a la estructura molecular y la nucleación de cristales de carbonato de 
hidroxiapatita se parte de la estructura atómica de la hidroxiapatita (HAp). de la cual se 
postula que por medio de sustituciones de distintos grupos se origina el carbonato de HAp; 
la estructura de la HAp se obtiene a partir de análisis de patrones de difracción de rayos X, 
la descripción del cristal se basa en la caracterización de la celda unidad, la cual tiene la 
fórmula Ca1o(PO•)o(OH)2. su estructura cristalina pertenece al sistema hexagonal con 
simctria descrita por el grupo espacial P6J/m (Fig.4 ). Presenta dos tipos de calcio. Ca( 1) 
que forma poliedro de coordinación 9 y Ca(2) coordinado con 6 átomos de oxígeno y un 
grupo OH- con el cual este último Ca completa un poliedro de coordinación 7. También 
presenta fosfatos P0•3

• que unen las columnas de Ca( 1) mediante tres oxígenos en una 
columna y otro oxigeno en otra (lleredia. 1998). Se ha propuesto que la nuclcación de los 
cristales de HAp puede darse a partir de precipitación directa o mediada por cristales de 
fosfato octocálcico (Ca.H 2 (1'04 )., H 20) . Dichos cristales presentan gran similitud con los 
de Hap; un hecho que ningún otro tipo de cristal presenta es la misma coordinación 9 para 
el Ca( 1) y siendo que los cristales de fosfato de calcio presentan varias fases sólidas se ha 
propuesto que a partir de los cristales de fosfato oetoeálcieo se lonnan en su superficie 
cristales de HAp (los cuales posterionnente pueden sufrir sustituciones que den origen al 
carbonato de HAp) mientras los primeros se van disolviendo o hidrolizando en apatita 
(Brown, 1962). 

CALCIO(!) 

Fig. 4. ~1odclo de la estructura cristalina de la Hidroxiapatita con sus rcspcclivos poliedros de coordinación. 
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Así mismo, se ha propuesto que los gmpos carbonatos ocupan los lugares de los 
grupos fosfatos en la 1-lAp con la ayuda de una molécula de agua. Otra posibilidad. no muy 
clara, es que los grupos carbonatos sustituyan a los OH-. Para ambos casos se ha reponado 
la obtención sintética de cristales de apatita carbonatada así como su crecimiento a partir de 
un flujo de CaCOJ en ausencia de agua y mediante un enfriamiento rúpido (Sutsugu, 
1999). Otros trabajos mencionan que el crecimiento de los cristales de carbonato de llAp, 
no presentan un crecimiento preferencial en alguna dirección (LeGeros. J<J67). 

1.4. Trabajos Previos Realizados en el Laboratorio. 

1.4.1. Muestras Óseas Actuales. 

Se han realizado en el laboratorio de Metalurgia del Dcpto. de Estado Sólido del 1.F. 
estudios de tipo morfológico y cstructurnl en huesos de distintas antigüedades y de 
diferentes clases de vertebrados, principalmente de la apatita biológica. la fase mineral. 
presente en ellos. Así mismo, se han propuesto modelos parn la estructura del carbonato de 
hidroxiapatita a partir de parámetros reticulares obtenidos experimentalmente (Hcredia. 
2000). En el mismo trabajo, se ha empleado la técnica de rayos X para estudiar 
estructuralmente fases cristalinas y hasta cierto punto fases antorfas para implementar una 
técnica que permita scmicuantificar la fase orgánica con respecto a la inorgánica. y obtener 
una evaluación del método de fcchamicnto relativo por colúgeno residual. 

1.4.2. Muestras Óseas Arqueológicas. 

Anterior al presente trabajo. Heju Jang había realizado su tesis de macstria 
evaluando la aplicación de un método de fc.-chamicnto por colúgcno residual en las muestras 
arqueológicas que se empicaron en este estudio. Establece un criterio para la selección de 
muestras que analizó, con el fin de obtener un margen de error mínimo en el cálculo de la 
tasa de pérdida del colágeno en las muestras óseas y establecer, con esa medida, un método 
de fcchamiento relativo. Los requisitos para sck-ccionar una muestra eran, la ausencia de 
patologia, que pértencciera a una persona adulta. el tipo de enterramiento. así como, que se 
tengan las mismas condiciones climáticas. de humedad y temperatura para evitar 
variaciones que interfieran en los resultados. Por consiguiente. Hcju Jang limitó el muestreo 
de restos óseos a una sola región climática bien definida. como lo es la Cuenca de México, 
por trntarsc de un área donde se han efectuado estudios climatológicos completos y por 
haber sido ocupada por el hombre desde una época muy temprana. y además, porque 
existen en ella un gran número de sitios donde. durante la época prehispánica y colonial. se 
efectuaron entierros. Lamentablemente, menciona en su tesis. algunos d" los restos óseos 
no cumplen con los requisitos de scle.,ción, sin embargo fueron analizados para tener un 
suficiente nt'1mcro de n1ucstras que resultaran representativas. nlicntras que otras muestras 
definitivan1ente no fueron estudiadas. Esto implicó que obtuviera algunos resultados no 
esperados, los cuales pueden también estar relacionados cspeeificamcn1c con el origen de 
los ejemplares. 
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1.4.3. Muestras Óseas Paleontológicas. 

En el laboratorio solamente se han estudiado muestras paleontológicas en el trabajo 
de Hcrcdia, en especifico una muestra de costilla de Sirenio de 15 millones de ru)os. Esta 
muestra se analizó mediante difracción de rayos X, DR .. X. microscopia electrónica de 
barrido, MEB, y calorimetría de barrido diferencial. CBD. Se logró modelar la inclusión del 
C032

- en la estructura de la hidroxiapatita mediante la metodología Rietveld, que ajusta un 
patrón de difracción calculado con otro experimental. Mediante Ja microscopia se obscr\'Ó 
que la muestra presenta una alta mineralización siendo que ha perdido la fase orgánica 
además del hecho que los Sirenios presentru1 sus huesos muy mineralizados. Con la 
calorimetría se obtuvo una curva tcnnoanalitica de muy baja intensidad. pero que aún así 
muestra la presencia de material orgánico en el hueso. 

1.5 Caractcl"Ísticas Generales del Colágeno de llucso Antiguo. 

El tejido óseo, presenta la característica de ser en la grrut mayoría de Jos casos la 
estructura de origen biológica mejor preservada con respecto al tiempo. Sobre estos restos, 
se han realizado diversos estudios para conocer su estado de preservación y obtener 
información con respecto a su antigüedad. Estos estudios vru1 desde aspectos 
macrocstructuralcs hasta aquellos que irnplicru1 Jos crunbios químicos, tru1to en la fase 
orgánica corno la inorgánica. A este conjunto de crut1bios se le denomina proceso 
diagcnético. el cual. es resultado de las características propias del hueso al momento de la 
muerte del organismo junto con las condiciones ambientales (condiciones de cntcrrrutticnto) 
a las cuales se encuentra sujeto durruttc un dctcm1inado periodo de tiempo. El proceso 
diagcnético varia de un ambiente a otro y es dependiente de una alta variedad de 
interacciones, que incluyen factores biológicos. químicos y fisicos. 

Existen parámetros curullificablcs que muestran el estado de preservación del tejido 
óseo que posibilitan dilucidar bajo qué condiciones ha estado sujeto el hueso y así mismo, 
establecer su antigüedad relativa. Estos parán1ctros son principalmente la integridad 
histológica del tejido. la pérdida de colágeno, el aumento de la cristalinidad y el crut1bio de 
la porosidad (l lcdges. el al. 1995). 

Para entender los cambios que presenta el colágeno en muestras arqueológicas y 
paleontológicas. es importante tomar en cuenta los factores que participan en mayor 
proporción en su degradación. Las proteínas presentes en huesos fósiles. consisten 
usualmente en remanentes o fragmentos de la estructura original, que pu~-dcn ser desde 
péptidos hasta aminoácidos libres. De estas protcinas. la que se encuentra en mayor 
proporción es el colúgcno. habiendo una menor cantidad de proteínas diferentes al colágeno 
que pueden preservarse. así como proteínas que se menciona se incorporan al hueso durante 
el proceso diagcnético y no son originarias de dicho tejido (Gnipe. 1995). También es 
necesario mencionar el papel que el cristal tiene en proteger a las moléculas orgánicas del 
tejido óseo. pcnniticndo que la degradación de las mismas se vea retardada. de ahí que la 
disolución de la fase mineral y el aumento de la porosidad del hueso, tienen un efecto 
negativo sobre la pcnnanencia de las proteínas. principalmente aquellas que prescmcn 
mayor solubilidad. Por esta razón. las moléculas orgánicas solubles son dificilrncntc 
encontradas en los huesos fósiles. 
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El factor inicial de la degradación del colágeno es la descomposición que ongman 
distintos organismos presentes en el sucio próximo al tejido, que son capaces de secretar 
distintas protcasas y pcptidasas que atacan específicamente a las proteínas. Esto se debe a 
que ciertas moléculas como el colágeno, no pueden ser introducidas a través de la 
membrana de dichos organismos dcscomponcdorcs, por lo que requieren de exoenzimas 
para degradar este tipo de polímeros en moléculas de menor tamaño (Childs. 1995). 
Cuando estas cxocnzimas no pueden acceder al tejido óseo debido a la presencia de la fase 
mineral, se origina un segundo mecanismo de degradación, donde el colágeno se va 
lentamente hidrolizando hasta que las cadenas son de un tamaño lo suficientemente 
pequeño para ir saliendo de la estructura del hueso (Collins, et al. 1995). Este segundo 
mecanismo se lleva acabo durante largos periodos de tiempo, de miles a millones de nños, y 
es dependiente de la humedad relativa del medio en el cual se encuentra el tejido. Por esta 
razón, se menciona que la pérdida de colágeno se debe más a la química del sucio 
circundante al hueso que a la acción de los microorganismos, los cuales, sólo podrian actuar 
sobre las moléculas superficiales que se encuentran más expuestas. 

Durante la diagéncsis del hueso, no todos los procesos son deletéreos para las 
protcinas, puesto que se han descrito algunos tipos de reacciones que introducen 
entrecruzamientos, en las moléculas del colágeno. La formación de cntrccru7.amicntos no 
espcclficos se genera mediante diversos mecanismos químicos (van Klinkcn, et al. 1995). 
Una clase es la cual se lleva a cabo con compuestos húmicos cxógcnos. Los compuestos 
húmicos son moléculas complejas, predominantemente aromáticas, hidrofilicas, que 
presentan pesos moleculares de cientos a miles de daltoncs. Se forman a partir de 
carbohidratos de origen animal y vegetal, mediante una reacción amino-carbonil de 
azucares reducidas con grupos an1inos libres de diferentes proteínas. Se ha prupuesto que 
los compuestos húmicos, tan1bién se pueden generar in situ con el colágeno del tejido óseo 
de huesos antiguos, aunque no se tiene bien en claro el tipo de entrecru7.amicnto que se 
genera entre ambos, por lo que pueden estar presentes interacciones del tipo hidrofóbicas y 
Van der Waals, así como uniones iónicas y covalcntcs. pero estas deben de ser iguales de 
fuertes como las que estabilizan las interacciones entre las triple hélices de colágeno (van 
Klinkcn, et al. 1995). 
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2. ASPECTOS TEÓRICOS DE LOS Mf:TODOS EXPERIMENTALES. 

2.1. Aspectos Termodinámicos. 

La tcnnodinámica pcnnite utilizar métodos gcnernlcs para el estudio y comprensión 
de Jos fcnón1cnos físicos complejos. Los únicos conceptos y magnitudes que intervienen en 
tcnnodinátnica son las propiedades macroscópicas de la materia que se pueden medir 
cxpcrimcntalmcntc. de modo que se pueden conocer y relacionar estas propiedades. Dentro 
de estas magnitudes se encuentran. entre otras. la presión. P; el volumen. V; la tempcrntura. 
T; la energía, E; las cuales se empican para especificar el estado de un sistema 
tcnnodinátnico, por lo cual. se denominan como variables o funciones de estado, ya que sus 
valores dependen solamente del estado del sistema termodinámico. Un aspecto importante 
de las funciones de estado. es que cuando se altera el estado de un sistema. la variación que 
experimenta cualquier función de estado depende solamente de los estados inicial y final 
del sistema. 

La primera ley de la tcnnodinámiea enuncia que cualquier cambio de la encrgla 
interna de un sistema es la suma del calor. Q. comunicado al sistema menos el trabajo, w. 
realizado por el sistema: 

ó.F:=Q- ... (2.1. 1) 

El hecho de que la energía intema sea una función de estado. tiene una utilidad 
inmediata en el estudio de procesos químicos. El valor del cambio de energía. llE. para una 
reacción química realizada a tcmperntura constante es una medida cuantitativa de los 
valores relativos de las fuerzas de enlace y de las fuerzas intcrn1olcculares de los reactivos 
y productos. Teniendo en cuenta la ecuación (2. 1.1) y utilizando la expresión del trabajo 
mediante presión y volumen. se puede hallar el valor de /!LE para una reacción química 
puesto que: 

dE = c/Q-- Pe/V (2.1.2) 

En condiciones de volumen constante, la variación de la energla interna es igual al 
calor absorbido por el sistc1na. En condiciones de presión constante. que es la forma más 
frecuente en que se realizan las reacciones quimicas. la energía interna no es igual al calor 
absorbido por el sistema. Para poder carnctcrizar las reacciones químicas a presión 
constante. se empica entonces el concepto de entalpía. 11. el cual es otra función de estado y 
se define por la ecuación: 

11 =E+ PV (2.1.3) 

Algunas de las propiedades de la entalpía se pueden deducir hallando su diferencial dH a 
partir de la ecuación (2.1.3): 

c/H = dE + cl(PV) 
c/H =e/E + Pe/V+ V dP (2.1.4) 
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Siendo que' sé están considerando procesos bajo presión constante. el término 
V dP = O, quedando la ecuación de la siguiente fomrn: 

di/= dE ~ Pdl' (2.1.5) 

Sustituyendo In ecuación (2.1.2) en la ecuación anterior. se obtiene: 

d/I = c/Q- PdV +Pe/V 

Y finalmente: 

c/11 = "º (2.1.6) 

Esto nos lleva al hecho de que la variación de la entalpía es igual al calor absorbido. 
solamente cuando un proceso se realiza a presión constalllc. Para cualquier proceso a 
presión constante en que el sistema desprende calor. el valor de Af/ es un número negativo. 
lo cual indica que el estado final del sistema tiene una entalpía menor que el estado inicial. 
y se llama proceso cxotém1ico. Por otra parte. si un sistema absorbe calor. el valor del Af/ 
es positivo y el proceso se dice que es cndotém1ico. 

2.2. Calorimetrla de Barrido Diferencial. 

La ealorimetria de barrido diferencial. CBD. es un método que pcnnite la medición 
directa y precisa de distintos parámetros tcm1odinámicos. como la cntalpia, la cntropia. la 
temperatura máxima y Ja capacidad calorifica, así como la obtención de información 
respectiva a mecanismos de transiciones dependientes de la temperatura. 

Existen dos tipos de calorimctros de barrido diferencial. el de compensación de 
potencia y el de flujo de cnergia. El principio de operación de la C"BD para el caso de In 
calorimetria de compensación de potencia es el siguiente: en el instrumento se encuentran 
dos celdas idénticas, en la primera se sitúa un crisol de aluminio. en el cual. se introduce la 
muestra bajo investigación. mientras que la segunda celda sirve de referencia. por lo que se 
coloca un crisol de aluminio vacío. Ambas celdas son calentadas por flujos de calor 
similares y constantes. si las dos muestras presentan propiedades tcnnodinámicas idé111icas. 
la temperatura dentro de las celdas cambiar:1 idénticamente. lo que da origen a la señal 
conocida como línea base que en condiciones ideales. a lo largo de todo el intervalo de 
temperatura del tratamiento. se presentará como una linea recta. Por otro lado. si las dos 
111ucstras difieren en dichas propiedades. una diferencia de tc111pcratura entre an1has surgirá. 
En ese instante. un sistema electrónico c:unbia el régimen de calentamiento de las celdas de 
fonna que las temperaturas entre estas se igualen. El valor del flujo de calor adicional 
requerido para esta compensación de temperatura. es transfonnado mediante un juego de 
tem1opares en una señal eléctrica. que es medida por el calorímetro en m\V y graficada 
contra la temperatura para obtener así una curva tennoanalitica. que refleja la diferencia de 
las propiedades entre la muestra bajo investigación y la referencia. Esto significa que existe 
un cambio de la cnergia inten1a de la muestra durante el intervalo de temperatura en que se 
aprecia dicho proceso. 
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En el caso de Ja calorimetría de barrido diferencial mediante flujo de calor, sólo 
existe .una sola celda de calentamiento, en la cual se introducen ambos crisoles. El 
instrumento tiene instalado un programa de computo, que convierte la diferencia de voltaje 
obtenida a partir del tcm10par, que anterionnente habia sido amplificada. en energía por 
unidad de tiempo, en este caso ntiliwatts (m\V), que es graficada contra la h:mpcratura 
hasta la cual se realizó el análisis. Esta técnica fue la empicada en el presente trabajo 
teniendo el instrumento una sensibilidad de 10 µW. 

Existen dos tipos de curvas tern1oanaliticas, exotémlicas y cndoténnicas. ambos 
procesos se representan con10 picos en el tcnnogran1a con una tcntpcratura 1náxin1a de la 
transición que están caracterizando. Asi mismo, existen también otras propiedades 
termodinámicas que no se presentan como picos, estas originan un cambio de la linea base 
o un cambio de pendiente. Así es posible caracterizar transiciones vítreas y la capacidad 
calorífica de un compuesto. 

El analizador ténnico pcnnitc obtener distintos parámetros tem1odinámicos 
experimentalmente, como la capacidad calorífica y la entalpía. A continuación se presenta 
una ecuación para obtener la constante de celda del instrumento, a partir de la cual, uno 
puede obtener una ecuación para la obtención de la entalpía de un compuesto. La ecuación 
para obtener la constante de celda del Manual de Operación del Calorin1ctro es la siguiente: 

MI ·111 
E=-------

60·A·B·/IJ.Qs 
(2.2.1) 

donde E es la constante de celda, /IJ.H es la entalpía (J/g), m es la masa de la muestra (mg), 
A es el área bajo la curva del tcnnograma (cm2

). B corresponde a los valores sobre el eje de 
las abscisas (min/cm) y /IJ.Qs a los valores sobre el eje de las ordenadas (m\V/cm). Como se 
observa, el trabajar con centímetros presupone la utilización de una impresión del 
termograma sobre Ja cual realizar las medidas. Para simplificar este procedimiento, se 
empicó el programa Origin 4.1, mediante el cual se obtiene el área bajo la curva en [ m W x 
ºCJ, pero esto provoca los siguientes cambios en la ecuación (2.2.1 ). 

F1uJo d~ 
calor 
lmWI 

11 12 
Tlompotwal 

Fig. 5. Gráficn donde se ntuestra un proceso térmico del calor liberado con respecto a la tcmpcra1ura. 
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Como se muestra en la anterior figura 5. se tiene un tem1ogrania de determinados 
valores de q' en función del tiempo "t", donde 

t¡'= -~f _,.se· 111ide. Cll. [111U't1IU 1 
l'v 

de ahí que la entalpía pueda ser medida a pan ir de la siguiente integral, 

,, 
Áll= fq'dr 

" 

(2.2.2) 

(2.2.3) 

Cuando se realiza un análisis de enlorimctria de barrido diferencial Ja muestra se 
somete a una velocidad de calentamiento específica [v], el cual se especifica en (ºC I seg), 

del cual se obtiene, 

.ó.T c/T 
v=--=-

.ó.t dt 

1 
dt =-t!T 

V 

sustituyendo (2,.2.5) en (2.2.3) se llega a. 

1 ,, 
t.H=- fq'dT 

v,, 

(2.2.4) 

(2.2.5) 

(2.2.6) 

ahora los límites de integración son T 1 = T(t1) y T2 = T(t2) y lo que se tiene dentro de la 
integral corresponde a [mW x ºC] que es igual al área [a] bajo In curva de la figura 5, dando 
como resultado, 

ti 
Ml=-

'' 
(2.2.7) 

En el análisis de calorimetría de barrido diferencial la velocidad de calentamiento se 
da en unidades de [ºC I min] y en la ecuación (2.2.4) el t.t se da en (seg] por Jo cual resulta 
necesario introducir en la ecuación (2.2. 7) un valor de 60 para obtener así [min] como es 
utilizado en el instrumento. Además se debe introducir la constante de celda "E" que esta 
relacionada con la obtención del .ó.H como se muestra en la ecuación (2.2.1 ), con lo cual se 
obtiene, 

a 
Ml=60-E ,. 

t4 

(2.2.8) 



por último, la entalpía que hasta ahora se ha manejado debe ser expresada en función de la 
masa [m]dc la muestra utilizada en la medición, para tener un valor significativo del .ó.H y 
que pueda ser comparado con otras muestras. Siendo esto cierto, tenemos que, 

.ó.// " 611'=--= 60-E (2.2.9). 
111 111 l' 

donde .ó.H' es justamente el valor entalpía por unidad de masa de la muestra. Las unidades 
de esta .ó.H' son las siguientes, 

. _f!'!W . ºC] J 
[mg]·[ºC·111i11] g 

Finalmente, se tiene la ecuación (2.2.9) en la cual, se utilizan los datos obtenidos del 
área directamente a partir de la integración de la curva hecha mediante el progr:una Origin 
4.1,junto con la masa y la velocidad de calentamiento empicados en el experimento. 

2.3. Análisis Térmico Gravimétrico 

El análisis térmico gravimétrico es el estudio de los cambios de peso de una muestra 
en función de la temperatura o el tiempo. en presencia de una variedad de atmósferas 
controladas. La técnica es útil en situaciones donde se dan transfommcioncs que conllevan 
la absorción o liberación de gases de una muestra que consiste de una fase condensada. La 
muestra se sitúa en una charola de platino que se encuentra en el horno y está suspendida de 
una balanza de alta precisión, el horno posee una resistencia de baja masa térmica que 
puede ser enfriada o calentada rápidamente. Un tcm10par se encuentra cercano a la charola 
sin entrar en contacto con ella para llevar el registro de la temperatura dentro del horno. La 
balanza está compensada electrónicamente de modo que la cazuela no se mueva cuando la 
muestra gane o pierda peso. 

La muestra se somete a una velocidad de calentamiento en un intervalo de 
temperatura que puede ir desde temperatura ambiente hasta 1 OOOºC. En el analizador se 
empica un flujo de gas. el cual mantiene a la muestra en una atmósfera inerte, reductora u 
oxidante según sea el caso, que arrastra los productos volátiles de las distintas reacciones 
que presente la muestra debido al tratamiento ténnico. El flujo del gas es casi laminar, por 
lo que no afecta las mediciones al provocar movimiento de la charola. El flujo de gas, bajo 
y constante también sirve para evitar que los productos reaccionen o se impregnen en las 
paredes del ATG. 

2.4. Espectroscopia Infrarroja 

La radiación infrarroja, es una radiación electromagnética situada entre la región 
visible (más allá de la parte roja) y la región de microondas, fommda por un campo 
eléctrico y un campo magnético oscilantes con la misma frecuencia y perpendicular a la 
dirección de propagación de la radiación. Se caracteriza por una frecuencia de oscilación y 
una longitud de onda, relacionadas a través de la fónnula 
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e= vA. 

donde e es la velocidad de la luz en el medio (en m/seg). ves la frecuencia (en Hz) y i. es la 
longitud de onda (en m). El llamado número de onda se define como K "~ 2n/A. y se expresa 
en cm·•. El uso de número de onda es utilizado muy frecuentemente en espectroscopia 
infrarroja. En el intervalo de 10000-100 cm·• la radiación infrarroja es ahsorbida 
tipicamente por las moléculas orgánicas y convertida en energía de vibrnción molecular. El 
número de onda de una línea del espectro es directamente proporcional a la variación de 
encrgia existente de los niveles energéticos de los diferentes estados en que pueden existir 
los átomos o moléculas; por esto, en espectroscopia suele considerarse el cm·• como una 
unidad de energía. 

La región del infrnrrojo se divide en tres regiones conocidas corno el próximo o 
cercano, el medio o fundamental y el lejano que abarcan a los número de onda desde 
13,333 cm·• hasta 10 cm·•. El infrarrojo medio comprende entre 4000 400 cm·• y en esta 
región aparecen las bandas de absorción debidas a las vibraciones fundamentales de las 
moléculas (estiramiento, flexión y balanceo) por lo que es la más importante y más 
empicada en espectroscopia infrarroja. 

La espectroscopia infrarroja, se basa en las reglas de selección cuánticas y en el 
hecho de que la oscilación o vibración que presentan los átomos que conforman una 
molécula, tiene una frecuencia de la misma magnitud que la de la radiación infrarroja por lo 
que se da una absorción de la energía de la radiación por parte de las moléculas. El espectro 
infrarrojo es el registro del porcentaje de la radiación absorbida por una sustancia en 
función del número de onda de la radiación infrarroja incidente. El espectro de absorción, 
se obtiene por la irradiación con luz infrarroja de sucesivas frecuencias y por la medida 
simultanea de la intensidad de la rndiación tr.msmitida. Un espectrógrafo consta de tres 
partes fundamentales. La fuente emisora de radiación infrarroja continua, el sistema 
dispersivo que se encarga de separar la radiación según su longitud de onda y proporciona 
haces a frecuencias conocidas, y un detector que mide la intensidad de cada uno de estos 
haces de radiación infrarroja para ser posteriormente transfom1ados en una señal eléctrica 
que nos da finalmente el espectro. 

Anterionncntc se ha empicado el FTIR para la dctcm1inación de la estructura de 
proteínas. Las primeras aplicaciones fueron en la detemlinación cuantitativa de estructuras 
secundarias por lo que este método ofrece infomrnción aplicable al análisis de la estabilidad 
de proteínas. Los estudios realizados se enfocan principalmente al análisis del enlace 
pcptidico siendo la región de la Amida 1 entre 1600 y 1 700 cm·• la más empleada. La 
absorción de luz infrarroja por los enlaces peptidicos en esta región surge en primera 
instancia por las vibraciones de estiramiento del C=O y en segundo de contribuciones 
menores del estiramiento de C-N y dcfonnación del C-C-N. La región de la Amida 11 
(1500-16U0cn1° 1

) es empicada de fomm ocasional para los análisis confonnacionalcs y está 
representada principalmente por señales del doblamiento del N-11 y en menor proporción 
por el estiramiento de C-N. Las bandas de Amida de mayor y menor frecuencia (Amida A, 
Amida By Amida 111-Vll) son de menor intensidad o están menos caracterizadas por lo que 
no son tan frecuentemente utilizadas. 
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En la tabla l, se muestran las asignaciones de la región de la Amida 1 aceptadas hoy 
en día para las respectivas bandas de absorción de varias estructuras secundarias. En 
algunos casos, no se tiene la completa seguridad de la asignación debido a la falta de un 
mayor número de análisis en diferentes proteínas, además de que se deben de considerar las 
contribuciones de las cadenas laterales de los residuos de aminoácidos, aún así se menciona 
que se han empicado estas asignaciones para el crn;o de la Amida 1 con buenos resultados 
(Middaugh, et al. 1995). El empico de las asignaciones de la región de la Amida 11 ha 
resultado más dificil ya que las alfa hélices (1550 y 1520 cnt" 1

) y las hojas beta (1530 y 
1560 cm" 1) producen bandas en números de onda cercanos, además las estructuras al azar 
de la proteína también aparecen en esta región, por lo común entre 1536-1550 en»'. 

Tabla l. Asignación de las bandas de absorción de la región de la Arnida 1 para d1fC..-rcntcs 
estructuras secundarias. 

ESTRUCTURA SECUNDARIA 1 NUMERO DE ONDA (cm"') 

a Hélices l 1650-1658 
J 16::\()-_l~~Q_(p_o_sibl_~mcntc) 

Hélices 310 j-1(>_4Q_~~ibl_c:_"t.c=!!.te) 
Hélices izquierdas- i 16_6º_-1 ~7_(!_(poli:(l-benzi!-aspartato2 
H6ilCCSroiifCr~~> : -1630 

. -------~•.§l_Q_.J_§44,166_!)__(<:_~!á~~ia) - -
Hoja p 1670-1680 
!--.,-------- ____________ l_(g_<~::_1_640 (~arios comp~n~!:ll_t'~) __ _ 
Vueltas ___________________ _l_§-ªQ.:.! 700 ~<:>s c_<:>!l_tp_onc!:ltt's) __ 
Giros y Regiones desordenadas 1645-1655 (¿varios comnoncntcs?) 

2.5. Cromatografla de Gases 

La cromatografia, es un método que pemtitc separar cotnponcntcs estrechamente 
relacionados en mezclas complejas. La mucstrn se disuelve en una fase ntóvil, la cual se 
hace pasar por una fase estacionaria inmisciblc que se mantiene fija. L'\S dos fases se eligen 
de tal fomia que los componentes de la mucstrn se distribuyen de modo distinto entre la 
fase móvil y la fase estacionaria. En la cromatografla de gases cspcclficantentc, la muestra 
se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatográfica. La elución se 
produce por el 11ujo de una fase móvil de un gas inerte, y a diferencia de la mayoría de los 
tipos de cromatografia, la fase móvil no interacciona con las ntoléculas de la muestra 
analizada, su única función es la de transportar la muestra a través de la columna. 

La cromatografia de gas-sólido, se basa en la adsorción de sustancias gaseosas sobre 
superficies sólidas y es aplicable principalmente para la separación de ciertas especies 
gaseosas de bajo peso molecular tales como el sulfuro de hidrógeno, óxidos de nitrógeno, 
monóxido de carbono, dióxido de carbono y los gases nobles. Esta cromatográfla se puede 

17 



llevar acabo en columnas de relleno que se fabrican con tubos de vidrio, metal (acero 
inoxidable, cobre, aluminio), o de teOón con una longitud característica de 2 a 3 m y un 
diámetro interno de 2 a 4 mm. Estos tubos se empaquetan densamente con un material de 
relleno sólido, finamente dividido y homogéneo que consiste en holas de polímeros porosos 
de tamaño uniforme que se fabrican a panir de estireno polimcrizado con divilbcnceno. El 
tamaño de poro en estas bolas es unifom1e y se controla por el grado de polimcrí7.ación. 
Los polímeros porosos han encontrado una gran aplicación en la separación de especies 
polares gaseosas. 
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3. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

3.1. Manejo del l\1aterial Óseo para su Análisis. 

Las muestras de hueso actuales y de origen arqueológico y paleontológico fueron 
limpiadas de las impurezas externas, ya sea polvo, arena, tierra, restos de detritus. cte., que 
pudieran traer cuando son adquiridas por el laboratorio. En los casos de huesos actuales, es 
necesario aplicar un disolvente orgánico (alcohol etílico) para extraer los fragmentos de 
tejidos adyacentes. Postcrionncntc, son pulverizadas en un molino utilizando un mortero de 
ágata y tamizadas mediante una malla del 325 para obtener partículas de un tamaño 
homogéneo, alrededor de 40 micrómetros. 

En algunos casos no se utilizaron nlucstras de hueso molidas, solamente se obtuvo 
un fragmento de hueso de un peso aproximado a los 1 O mg. sobre el cual se rcali7.aron las 
pruebas. principalmente calorimetría de barrido díti::rencial. Esto es debido a que en las 
muestras óseas de mucha antigüedad, la presencia de colágeno es mínima y se encuentra 
bastante degradado. y durante el proceso de pulvcri7..ación se puede ocasionar la 
fragmentación de las moléculas de la proteína y así se reducen al punto de presentarse una 
señal muy pobre en el tcm1ograma que dificulta su análisis. Se ha mencionado en la 
literatura que al moler el hueso, el colágeno se puede ver afectado de cierta forma (ver 
apéndice 111) por la fricción de las bolas de ágata, dando origen a una modificación y 
posible pérdida parcial (Niclsen, et al. 2000). Por esta razón, el empico de fragmentos 
asegura que el colágeno residual, por mínimo que sea, permanezca en la estructura ósea y 
esto pcmiite al equipo registrar cualquier diferencia tém1ica entre la muestra y la referencia 
que indique la degradación <le la proteína. Este fue el caso de las muestras <le origen 
paleontológico, que al ser <le millones de años <le antigüedad. presentaron muy poca 
materia orgánica. Por otro lado se tuvo el cuidado de utilizar, en todos las mediciones, 
trozos de la 1nisma masa para evitar que la señal presentara un comportamiento distinto (ver 
apéndice 1). Cabe mencionar que el analizador ténnico, presenta una sensibilidad bastante 
alta como para detectar fracciones muy pequeñas <le compuestos que tengan algún tipo de 
respuesta ténnica· en el intervalo <le temperatura que se trabaje. 

El material óseo, se puede tratar de distintas formas dependiendo del tipo <le análisis 
al cual va a ser sometido para obtener resultados que reflejen las caracteristicas del mismo 
y que no favorezcan la aparición de distintos tipos de señales cada vez que se analice una 
misma muestra, es decir, para obtener resultados reproducibles e interpretables. En el caso 
de la calorimetría de barrido diferencial (CBD) es preferible que la muestra tenga un 
contacto superficial amplio con el crisol de aluminio, por lo que la mejor fomrn de asegurar 
esto es trabajando con la muestra en polvo, de modo que se distribuya homogéncan1ente 
sobre toda la superficie del crisol. De trabajar con la muestra en fonna de trozo, se sugiere 
que ésta tenga la mayor superficie de contacto y debe de presentar una alta difusión de calor 
a través de su estructura para que el tennograma represente de mejor fom1a el proceso que 
se esté analizando. El crisol de aluminio se puede utilizar en el n1ó<lulo con o sin tapa de 
aluminio. Experimcntalm<!ntc se encontró que en ciertos casos al estar tapado, el gas 
producto de la degradación y combustión de la proteína. genera una presión de vapor que 
provoca que exista ruido en la señal. Debido a lo anterior las muestras óseas. de HA y de 
colágeno se analizaron sin tapa. 
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Para el caso del Análisis Ténnico Gravimétrico. la Espectroscopia Infrarroja y la 
Cromatografía de Gases. se utilizaron en todos los experimentos muestras óseas 
pulverizadas y tamizadas que presentaban el mismo tipo de tratamiento previo al análisis. 

3.2. Muestras Óseas y de Colágeno Tipo l. 

En el estudio. se emplearon muestras óseas de distintas características que se dividen en 
tres grupos: 

a) Huesos humanos modernos. esto significa que no tienen más de 30 ai\os de antigüedad 
y provienen de individuos que no presentaban cnfcm1cdad ósea alguna. 

b) Huesos humanos de interés arqueológico. Son mucstms provenientes de 7 sitios 
diferentes de la cuenca del Valle de México que van de los 185 +/- 25 aftas hasta los 
3150 +/- 150 ai'los aproximadanlcntc y constan de fémures y húmeros. 

e) Huesos de distintos vertebrados de interés paleontológico. Son principalmente muestras 
que presentan entre 1 y 73 millones de ai\os. aunque también se estudiaron muestras 
entre 10 y 15 mil af\os. L-.s muestras consisten en diferentes huesos como vértebras. 
costillas, mandíbulas. cráneos. etc. 

Las muestras de huesos humanos modernos estudiadas fueron un cráneo y un radio. el 
radio corresponde a un adulto que falleció hace 30 ai\os. mientras el cráneo es de un joven 
de 16 ai\os fallecido a principios del ai\o 2001. Estas muestras, se trataron buscando retirar 
todo el tejido conjuntivo que rodea al tejido óseo mediante el uso de alcohol etílico, para 
evitar que esto pudiera afectar los resultados. 

En el caso de las muestras arqueológicas. estas fueron prcvian1cntc en el Instituto de 
Investigaciones Antropológicas de la UNAM. quien seleccionó las muestras de acuerdo a 
determinados criterios (Heju Jang, 2000), como a) la ausencia de patologías óseas: b) que 
las muestras pertenezcan a un adulto que haya completado la formación del crecimiento 
longitudinal del hueso; e) limitar el muestreo a una región climática bien definida para 
evitar variables como diferentes intervalos de tcmpcrntura y humedad. y d) que las muestras 
sean todas preferentemente de huesos largos como húmeros y fémures. Estas muestras 
habían sido limpiadas previamente por Hcju Jang por lo que se encontraban en perfectas 
condiciones para su análisis y corresponden a las siguientes localidades: 

a) Cuicuilco: pertenece al Preclásico Tardío (hace 2250 ± 350 ai\os). Se encuentra al 
sur de la Cuidad de México. junto a Villa Olímpica. 

b) Oztoyohualco: pertenece al Clásico Tardío (lrnce 1450 ± 100 ai\os). Se encuentra 
ubicado en el margen noroeste de la cuidad de Teotihuacan. 

e) Tlalocan: pertenece al Clásico Tardío (hace 1300 ± 100 ai\os). Son un conjunto de 
cuevas que se encuentran al oriente de la Pirámide del Sol. que al parecer servían de 
cementerio o un sitio donde se realizaban actividades rituales 

d) Xochimilco: pertenece del Preclásico Tardío hasta el Posclásico Tardío (desde 
614.5 ± 135.5 hasta 2250 ± 350 años). Se cncucntm en el área central del Foro 
Cultural Quctzalcoatl. en el Centro Histórico de Xochimilco. 
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e) Tlatclolco: pertenece al J>osclásico Tardío (hace 614.5 ± 135.5 años). Se ubica entre 
el Eje Central Lázaro Cárdenas y Manuel González. junto a la iglesia de Santiago 
Tlatclolco, en Ja zona denominada "Plaza de las Tres Culturas". 

f) Ex convento <le San Jerónimo: fechado entre 1626 y 1850 (lrncc 274.5 ± 99.5 ar1os). 
Se encuentra en el Centro Histórico <le la Ciudad de México en la cuadra limitada 
por las calles <le San Jerónimo. 5 de febrero, lzazaga e Isabel La Católica. también 
es llamado Claustro <le Sor Juana. 

g) Templo de San Pedro y San Pablo: fechado entre 1790 y 1840 (hace 185 ± 25 w1os). 
Se encuentra en el perímetro "A" de la zona del Centro Histórico de la Ciudad de 
México, en Ja esquina de Ja calle San lldcfonso, 3• del Carmen y 2• de Venezuela. 

h) Xcambo y Bonampak: muestras no analizadas por Jang Cho provenientes de los 
respectivos sitios arqueológicos, su antigüedad se calcula alrededor de 1350 ± 150 
años. 

Las muestras paleontológicas, fueron suministrados por el Doctor Francisco Ar.inda 
Manteca de Ja Facultad de Ciencias Marinas de Ja Universidad Autónoma de Baja 
California y consistieron en frngrnentos <le distintos huesos. En Ja mayoría de Jos casos los 
huesos se cncontrnban limpios y en otros se les retiró las impurezas que presentaban, ya 
fuera arena o tierra proveniente del estrato del cual fueron recolectados. Los ejemplares 
corresponden a diferentes formaciones geológicas dependiendo de su antigüedad: 

a) Crctúcico Tardío (73 millones de ai1os): estos cjcn1plares fueron coh.-ctados en la 
formación El Gallo, en Ja localidad ubicada al oeste del poblado del Rosario, Baja 
California. Los sedimentos muestran una alternancia de areniscas gruesas 
amarillentas, alternadas con lutitas color gris oscuro. Los sedimentos representan un 
ambiente deltaico, muy cercano a la linea de costa, las areniscas representan el 
aporte pluvial y las lutitas indican Ja depositación normal de baja encrgla. 

b) Mioceno Medio (15 millones de ai1os): los ejemplares corresponden a Ja fomiación 
Rosarito Beach. Miembro Los Indios, localidad Mesa La Misión. ubicada entre 
Tijuana y Ensenada. Baja Cali fornía. Dicha fomrnción. marca una secuencia 
sedimentaria que corresponde a un ambiente marino de baja cncrgla. como una 
plataforma continental. Los sedimentos están constituidos de areniscas medias a 
muy finas de color gris claro a café amarillento. Los sedimentos de color gris claro 
son de origen volcúnico piroclástico, mientras que los de color café amarillento 
tienen un origen terrigeno. siendo estos últimos menos abundantes. Estos materiales 
pcn11anecieron en un ambiente marino costero y postcriom1ente fueron depositados 
en aguas más profundas. 

e) Mioceno Tardio (9 111illones de ai1os): estos ejemplares fueron colectados en la 
fonnación Almejas Inferior. en la localidad al sur del poblado de Cedros en Isla de 
Cedros. B.C., fonnada por una secuencia de sedimentos que varían desde grano 
grueso (conglomerados) hasta areniscas muy finas de color rojizo y gris claro. El 
mnbicntc de dcpositación se asocia con una zona de n1ar profundo. tal \'C7. cercana a 
una o varias islas. 

d) Pleistoceno (1 millón de ai1os): estos restos fueron encontrados en Jos sedimentos de 
una secuencia sedimentaria no descrita, posiblemente asociada a la formación 
Rosarito Beach. l'vlicmhro Los Buenos. que afloran en la localidad conocida como 
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Los Buenos, al sur de la ciudad de Tijuana, Baja California caracterizada por 
areniscas y conglomerados, de tipo nuvial. 

Adcn1ás de las muestras óseas. se rcquiriú analizar otros cornpucstos que sirvieran pan1 
comparar y/o interpretar los resultados, como es el caso del col'1gcno extraído del tendón de 
Aquiles de bovino, fosfato de calcio trih:isico, ambos de Sigma-Aldrich Chcmie y colágeno 
extraído de hueso actual mediante dos métodos. Un método de extracción, que se aplicó en 
el hueso de Granada, consistió en hervir trozos de hueso en agua durante una hora, para 
posteriom1cntc decantar y desecar para separar la fase miner.il de la orgánica. Es importante 
señalar que esta metodología conlleva un tratamiento ténnico sobre el colágeno. 
Postcrionncntc se discutirá su efecto sobre los análisis tém1icos que se realizaron en esta 
muestra. El segundo método de extracción. consistió en dcsmincralizar trozos de huesos de 
2 x 2 x 2 mm de la muestra de México mediante el uso de EDTA 0.1 M a un pH de 7.4, 
durante 2 días, cambiando la solución cada 24 horas. 

A continuación se muestra la tabla con las características de todas las muestras 
analizadas: 

Tabla 2. Muestras anali:r.adas. En cada cnso se n1cncionan las caractcristlcas. tipo de muestra. edad. 
origen, método de extracción. 

Com ucstos: 
MUESTRA 

Colág~'!ª Tipo _L _ __ 1 

Fosfato de Calcio 1 

NUMERO DE PRODUCTO 
C-9879 

-----e:--=-s267 

Muestras de Colá 'eno Extraídos de Huesos Actuales: 

1 

r 
COMPAÑIA 

SIGMA-ALDRICH 
~:ffa"MA.-Aü)R.icH 

i --¡ 

MUESTRA· ORIGEN METO DO i 

CoJ!ig<o_no ____ . l Muestra Granad_a ____ --j-- Trat311!i_~t~__IÉ_i:t11ÍC0 _ _J 

Colá •cno l Muestra México Tratamiento con EDTA ! 

Muestras Humanas Actuales: 
l MUESTRA 
fQranada_ 
1 México 

HUESO 

_ --Í-- ____ Ra~~~ 
1 Cráneo 

EDAD (años) 
Adulto _ ___ J 

Joven 16 años 
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Muestras Ar ueoló •ieas: 
MUESTRA HUESO EDAD años 

t

Tl_:.!!_H_e __ o __ Ent. 27 / Fémur ___ j 3150 +/- 150 
Tlatilco Ent. 197 J Fémur t 31 50 +/- 150 
-cui~uilco A. Fémur r 2250 +/- 350 
¡ C-u.ie;,ilco l. ; Fémur 2250_~- _3_50 ____ ______¡ 

1~~~t~~t~aleo En~--~4-~ ~--- __ -!_--~-=- Fémur_ ---~~ L ___ J1~~:j;=-~-:=_-=--J 
Bonam~~-------------J--------- _____ ,___ ___ 1_3_5_9+1-_!~--

¡.:.~;~:H~- ·•••· •: : · .. +;;Jfü~= ·= :::= ifi~i~ if. Xoehi-¡-;Íife-~Enl.9- - - -- :f Fémur 614 5=-+--'¡_--1'3~=-5--5-----' --- -------- §----------- -------=- . Xoehimilco Ent. 13-B Fémur 614.5 +/- 135.5 
Xoehimilco Ent. 15 Fémur 614.5 +/- 135.5 
Tlatelolco c(;_-rg-_______ Húmero -- --- 614.5 +/- 135.5 

Xoehimilco~E'!_t_, 14-~------ -==¡__-=}émur_~ . 614.5 +/- 135.5 

~~~~J~=-=--~-~~~-=;r=---~--~-=--~~~;_______ ;~::~ :~= :::~ 
San Jerónimo 4 Fémur 274.5 +/- 99.5 ¡..-----·---·------------· -- ~--------------L.--------

San Pedro San Pablo UI Ent. 1 Fémur 185 +/- 25 
San Pedr() __ S;_t_n_J':_t_~()_l)l_En~,5 ___ ¡ ______ f~~l_!_i:_ _____________ 185 +/:_2~-
San Pedro San Pab_l()_Uj' Ent. 1 6 -j----- __ )'_é_mur _ ______ ___ _ _ J_8_~_ +'-'/'---'2,,.__,.5 ______ _, 
San Pedro San Pablo U7 Ent. 1 S Fémur 185 +/- 25 

Muestras Paleontológicas: 
MUESTRA 1 HUESO EDAD (años) 
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En el caso de las muestras paleontológicas se tiene infonnación del contenido 
inorgánico de cada uno de los huesos anali7A'ldos. El conocer el contenido inorgánico es de 
importancia debido a la relación que guarda en distintas prnporciom::s con la materia 
orgánica. Se presentan además de la hidroxiapatita. el cuar?n. la anortita y la calcita, como 
se muestra a continuación. 

Presencia de distintos minerales (en proporción) en las muestras paleontológicas: 

MUESTRA Hidroxianatita Cuar.o:o 1 Anortita 1 Calcita 
Hadrosaurio ·----- _______ 3~3~'X:_;º'-----¡-
-ciucloneo - -- ___ '--- 74 o/o _

1 
_ __ __ 26 °/o 

~A!:t:::ú,,_n_,_ _____ -----1------=5c:3:...:'X.::• ___ ~- _-2j~_'P~=-~--------
Cetácco O_c!~~t;,ccti '--------=l:cO::.O::..:'X:_:•:_ __ _ 

67 "¡'o __ _ 

24 '!-ú 

~ceo Misticcti 100 % 
Rava 100% i t..:..==----------'------"-"-'-'-"----"·------------------ -- ------------'"1-
Cetácco M_,_i"s0t,_,_ic=-c=-t"i'----'----=-l~O-'O_º.o.X=-º-----1- ¡ 
Sirenio 100 % Tiburón 100 % _____________ ,..,___ ·-t· ---·-----· , 

-----------l----"=:...:.::c. ___ ¡ __ ------------
Delfin 58 % 22% 20 o/o 
Thalassolcon m. 100 % 

--·-----, 
---------- j 

Pinincdo 6 % 54% 40% 
20% 

-1-
1 

---·----, 
Mastodonte 40 % 40°/o 

3.3. Calorimctria de Barrido Dircrcncial. 

La calorimetría se realizó en el equipo Thcrmal Analysis Systcm 9900, Du Pont 910 
Módulo DSC. Las muestras de hueso se colocan en un crisol de aluminio, en el analizador 
térmico se introducen las muestras de interés asi como la referencia. Los miligramos 
empicados durante los análisis variaron de acuerdo a la muestra. Para el caso de los huesos 
actuales y arqueológicos consistió de 2.0 mg de hueso en polvo, para las muestras de 
colágeno fue de 1 .O mg, mientras que para las muestras paleontológicas, como se menciono 
:mtcriom1cntc, se empicaron trozos de hueso de aproximadamente 1 O mg. En la mayoría de 
los casos, se utilizó una velocidad de calcntanlicnto de IOºC I min., desde temperatura 
ambiente hasta 600 ºC, temperatura máxima que el diseño del módulo permite alcan7.ar. En 
otros casos, se cambio la velocidad de calentamiento para evaluar su efocto en la forma de 
la curva del termogranrn, dichos casos se especifican en los resultados. 

También, se empicó la ecuación No. 9 para obtener el 611 de las muestras actuales y 
paleontológicas, así mismo se repitió cada análisis _, veces para comprobar su 
rcproducibilidad y obtener la desviación estándar. 
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3.4. Análisis Térmico Gravimétrico. 

Los análisis ténnico gravimétricos se realizaron en un Módulo TGA. Thermal 
Analysis Systcm 9900, Du Pont 951. La muestra de hueso en polvo. se introduce en una 
charola de platino que funciona como platina del analizador térmico gravimétrico. En todos 
los casos se utilizaron 20 mg. de muestra. La velocidad de calentamiento fueron de 10 ºC / 
min. hasta los 600 ºC y 900 ºC. Las muestras de huesos actuales y el colágeno se corrieron 
hasta 900 ºC, mientras que las muestras arqueológicas se analizaron hasta 600 ºC. 

3.5. Espectroscopia Infrarroja. 

Los análisis de espectroscopia infrarroja se realizaron en un equipo Nicolet 680. 
Para la realización de los análisis se fabricó una paslilla sobre la cual incide el haz del lascr 
de infrarrojo. La muestra de tejido óseo previamelllc molida, se mezcla con KBr en una 
proporción de 1:100. lo cual, resulta más que sulieiente para la oblención del espectro. Se 
requiere que tanto el KBr como la muestra estén finamente molidas para que la pastilla se 
obtenga lo más homogénea posible y delgada de tal manera que el haz pueda atravesarla y 
alcanzar el detector. Los análisis de espectroscopia infrarroja por lransfomtadn de Fouricr 
(FTIR) que se llevaron acabo se dividen en dos tipos: 

a) Aquellos donde se le aplicó a la pastilla un tratamiento tém1ico. 
b) Aquellos en los cuales In pastilla (y por ende la 111ucstra ósea) no tuvo tratamiento 

alguno. 

El tratamiento térmico consistió en introducir la pastilla n una mullan distintos valores 
de temperatura (200, 300, 400, 500 y 600 ºC) manteniéndola durante 5 minutos en dichas 
temperaturas, para inmediatamente ser introducida ni instrumento de medición obteniendo 
el espectro infrarrojo correspondiente. A di fcrencin de las demás técnicas de análisis. no se 
determinó una velocidad de calentamiento ni no poder controlar finamente In rampa de 
calentamiento de la nluíla. de ahí que se decidiera mantener la pastilla en un isoterma en 
cada temperatura ásignndn. 

3.6. Cromatografía de Gases. 

La cromatograf1a de gases se realizó en un equipo Trcmetrics lnstrument. Para esto 
se empicó una cantidad de 500 mg de hueso pulverizado. con lo cual se asegura que a panir 
de In reacción de combustión. se obtienen cantidades suticicntcs de gases desprendidos para 
que la columna pueda detectarlos. Sólo se analizó la muestra de D.F. con la cual, se 
realizaron 3 diferentes cromatograf1as. En lodos los casos. se aplicó un lratamiento témtico 
a la muestra que consistía en programar una velocidad de calentamiento e isotcm1as; en el 
momento en que se alcanzaba cada isotem1a. se realizaba una medida. Los intervalos de 
temperatura variaron con respecto a cada cromatograf1a. La atmósfera empicada en todas 
las cromalografias fue de 0 2 al 100% con un flujo de 10 mi por minuto y He al lOOo/o con 
flujo de 40 mi. por minuto. lo que origina una proporción final de 0 2 de ::?0°;<, y de He de 
80%. Se escogió esta relación. debido a la necesidad de tener una conccnlración de 0 2 

semejante a la de la atmósfera terrestre pero. sin la presencia de nitrógeno y otros gases que 
pudieran afectar las nlcdiciones (ver apéndice IV). La presencia de He como gas inene no 
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tiene ningún efecto sobre la combustión de la protcina. En cada medición. se obtienen lns 
unidades de área de los picos de gases retenidos para cada columna. los cuales sirven para 
comparar de forma cuantitativa los diferentes gases que se retienen en cada inyección. 

La columna Carboxcn 1000 es eap¡u de detectar la presencia de o,. 11 10 y N 20, 
mientras que también detecta pero no distingue entre C02 y N02 • y entre CO y NO. En este 
caso se tomaron mcdidns cada 50 ºC desde 250 ºC hasta 700 ºC. La columna Porapak N 
Porous Polymcrs detecta Ni. NO. C02• 0 2 y N 20 y es incapaz de detectar NO,, las 
respectivas medidas fueron cada 50 ºC desde 250 ºC a 500 ºC y cada 100 ºC desde 500 ºC 
hasta 800 ºC. La columna Sicvc 5s detecta 0 2• N 2• CO y NO y no detecta 11 20. CO,, N02 y 
N20, las medidas fueron cada 50ºC desde 250 ºC hasta 500 ºC. 
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4. RESULTADOS. 

4.1. Muestras Óseas Actuales 

4.1.1. Calorimetrín de Barrido Diferencial (CBD) 

En las muestras óseas de Granada y México (ver tabla 3). los tcnnogramas 
presentan un pico cndotém1ico entre 40 y 120 ºC que corresponde a la salida del agua 
fisiabsorbida ó agua superficial, de la muestra. Postcriom1entc se presenta un pico 
exotérmico con una T.,~, a -350 ºC con un hombro a -440 ºC {Fig. 6a y 6b), este proceso 
cxotém1ico inicia a los -230 ºC y finaliza completamente a los 550 ºC y corresponde a la 
degradación y combustión del colágeno. Una característica de los procesos térmicos 
estudiados en este calorímetro, es que una vez concluidos, la linea base regresa al valor en 
el cual se dio inicio el proceso, a excepción de aquellos procesos que conllevan un cambio 
de fase de la muestra como puede ser una transición vítrea. En el caso de la combustión, es 
de esperarse que se restablezca la linea base al tcnninar la degradación y combustión a un 
valor de flujo de calor cercano al inicial, como se observa en las figura (6a) y (6b), esto 
facilita la obtención del área bajo la curva. 

A 

100 200 300 400 500 000 

TEMPERATURA (ºC) 

I. 
g 
5 ' w 
o 
o 
:; o 

~ 

·2 

o 

B 

>00 300 500 

TEMPERATURA (ºC) 

Fig.6. Tcnnograntas de muestras óseas actuales. A) Granada y B) México. En todos los casos los picos 
endotém1icos se muestran hacia arriba y los picos cxoténn.icos hacia abajo. 

El valor de T 01_. se empica para caracterizar la estabilidad térmica del material 
analizado en el calorímetro, y corresponde al valor máximo de intensidad de flujo de calor 
de todo el proceso cxotém1ico. A partir del área bajo la curva de los picos cxotém1icos, se 
obtuvo el valor de la entalpía de la combustión del colágeno de cada muestra utilizando la 
ecuación 2.2.9 como se observa en la tabla 3. Para obtener el área bajo la curva. se utilizó el 
programa Orígin 4. 1 ajustándo previamente una línea base. Los valores de óH resultan muy 
semejantes y reproducibles, siendo que ambos huesos son recientes y presentan las mismas 
condiciones de tratamiento. 
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Tabla 3. Valores de entalpía para las muestras óseas actuales. 

Muestra 

México (radio) 
Granada (cráneo>' 

1 

No. de 
medid ns 

3 
3 

4.1.2. Análisis Térmico Gra,•imétrico. 

\ AH (k.J/g) Promedio ! 

-¡ -839 ± 0._15 
-8.42 ±o. 1 1 ----1 

En las figuras (9a) y (9b). se muestran las curvas tcnnogravimétricas de las dos 
muestras óseas actuales. en ellas se observa una primera pérdida de masa entre tcmperalura 
ambiente y 200 ºC, que corresponde al agua superficial y equivale aproximadamcnlc al 9% 
de la masa total. Entre los 200 ºC y hasta los 550 ºC hay una segunda pérdida de masa de 
23.80% y 28.62% del hueso Granada y México respectivamente que corresponde al proceso 
de combustión. que es el mismo intervalo de temperatura que se observa en los picos 
exotérmicos de los tcrrno¡,,'Tamas de la ealorimelría. 

u 

.. .. ~~~~ ..... ~~~~~~~~~~~~~~~~ 
o 200 •oo •oo 200 •OG eoo 

TEMPERATURA ("C) TEMPERATURA ("C) 

Fig. 9. Curvas tcnnogravimétticas de las muestras óseas A) Granada y B) MCxico. Las lineas punteadas 
muestran la primera derivada de cada una de las curvas. 

Finalmente, entre 600 a 800 ºC aparece una tercera pérdida de masa. que podría 
asociarse a los carbonatos presentes en la cstruclura de la hidroxiapalila que suslituyen a los 
grupos fosfato, siendo el 2.03% para la muestra de Granada y 2.22º/o de la mucstm del 
México. En la figura JO. se relaciona esta pérdida de carbonatos en la hidroxiapatita con el 
de la curva terrnogravimétrica del Oxalato de Calcio monohidratado, CaC20.·H20. L.'l 
razón de esta comparación, proviene de la hipótesis de que la hidroxiapatita se descarbonata 
a alta temperatura. Asl, si se compara el ATG del CaC20.·H20 donde la pérdida de A a B 
corresponde a la deshidratación del Oxalato. posteriormente de 400 a 550 ºC se da una 
descarbonilación (perdiendo CO) dando origen al (C) Carbonato de calcio, CaC03• Por 
último, de 620 a 780 ºC se da una descarboxilación (perdiendo CO,) originando (D) Óxido 

28 



de Calcio, CaO, dándose este último proceso en el mismo intervalo de temperatura que la 
dcscarboxilación del carbonato de hidroxiapatita en el hueso. 

o 

TEMPERATURA ("C) 

Fig. JO. Curva tennogravimétrica del Oxalato de Calcio. 

Respecto a los tennogramas de las muestras de huesos actuales, la masa restante de 
las figuras (9a) y (9b) corresponde a la hidroxiapatita del hueso (sin sustituciones de 
carbonatos) que es, de alrededor de 60 y 65% del total de la masa. El porcentaje de 
colágeno de cada muestra, se emplea en la ecuación 2.2.9 para nonnali7.ar el valor de la 
masa y así obtener el valor correcto de entalpía debida a la degradación y combustión del 
colágeno. En las mismas figuras se observa la primer derivada de la pérdida de masa, la 
cual, tiene mucha semejanza con la curva de la CBD, de ésta se obtienen los valores de 
temperaturas exactos en que inicia y temlina cada uno de los procesos. 

4.1.3. Espectroscopia Infrarroja. 

En la figura 1 1 se muestra el espectro IR de la muestra de México, aqul se 
encuentran juntas las bandas del colágeno y de la hidroxiapatita. Para su mejor 
comparación. se muestran los espectros por separado a las diferentes tcmperatur.is a las 
que se obtuvo la muestra, mientras que en la tabla 4 se muestran las asignaciones de las 
respectivas bandas de los grupos funcionales. 
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Fig. 11. Espectro IR de la muestra de México tratada n diferentes temperaturas. 
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Tabla 4. Asignaciones de las respectivas bandas de los grupos funcionales del espectro lR de la 
muestra ósea México. 

! Número de onda cm·1 TIPO DE ENLACE 

En la figura 1 1 se observa una disminución clara y b>r.idual de la banda a 3400 cm·1
• 

la cual, corresponde al modo de estiramiento del grupo 0-H del agua estructural desde los 
20 ºC hasta los 400 ºC donde prácticamente ha sido liberada toda el agua fisioabsorbida y 
quimioabsorbida. ésta última de los 200 ºC en adelante. La banda correspondiente al 
estiran1iento del enlace C-H, 2960 cm·•. disminuye gradualmente hasta 400 ºC, valor en el 
cual todavia es observable. siendo hasta los 500 ºC que desaparece por completo. 

Se observa que el pico de la banda del enlace c~o disminuye notoriamente hasta 
los 400 ºC, teniendo todavía a los 300 ºC una fonna de pico, mientras que a los 400 ºC 
continua disminuyendo pero en menor proporción. Por otro lado, la banda del enlace N-H 
ha perdido su fom1a de pico a los 300 ºC mientras que a 200 ºC pcrrnanecc. cuando todavía 
no se ha iniciado el proceso de degradación y/o combustión. y al ib'Ual que la banda del 
C=O sigue disminuyendo en menor proporción. 

Las bandas de la hidroxipatita corresponden a los grupos fosfato y carbonato y no 
cambian con respecto a la tempcmtura ya que como se vio en el A TG, los carbonatos salen 
después de los 600 ºC y con respecto a los grupos fosfatos, estos no presentan cambios 
hasta temperatums más altas (Fang. Y. et al. 1994 ). 

4.1.4. Cromatografía de Gases. 

Con la columna Carboxen 1000 se obtuvieron los mejores resultados como se 
observa en la Fig. (12). En todas las temperaturas se registró la presencia de 0 2 y de 
C021NO,. mientras que pam los otros gases que detectaba la columna (CO/N2 y N 20) sólo 
a dctcmlinadas temperaturas se registro su presencia. Se puede observar claramente un 
aumento de C02/N02 de los 300 a los 550 ºC. y en el mismo intervalo una disminución de 
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las· unidades de área del 02, lamentablemente esta columna no logra diferenciar entre el 
C02 y el N02. Por otro lado, se puede observar también la salida de CO!N2 aunque en 
menor proporción. A los 700 ºC se observa una vez más un aumento del C02!N02 
posiblemente debido a la salida de los carbonatos de la estmctura de la hidroxiapatita. 
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Fig. 12. Cromalografia de gases de la nmcstra México con Ja colunma Cnrhox.cn 1000. 

Con la columna Parapak N Porous Polymers únicamente se dct<.-ctó 02 y C02 desde 
los 250 ºC hasta los 800 ºC con un máximo de las unidades de área del C02 en 350 ºC, y 
otro aumento a los 500 ºC, teniendo el 02, como es de esperarse. el comportamiento 
inverso con dos mínimos a 350 y 500 ºC como se puede observar en la Fig. (13). Con la 
columna Sicve 5s sólo se observa el mismo comportamiento del Oi. ya que el CO y N 2 que 
se registraron fueron de unidades de área muy bajas en el intervalo de 350 a 400 ºC y de 
400 a 450 ºC respectivamente (Fig. 14). 
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Fig. 13. Cromatogralia de gases de la niucstra México con la colunma P:uapak ro.: Porous Polyrncrs. 
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Fig. 14. Cromatografía de gases de la rnucstra México con la colunma Sicvc 5s. 

4.2. Colágeno tipo l. 

4.2.1. Calorimetría de Barrido Diferencial. 

El colágeno tipo 1 eximido del hueso de Gmnada, presenta un tcnnogmma distinto 
al del hueso, siendo que en ambos casos la señal corresponde únican1cntc a la degradación 
y combustión de la proteina. En la figurn ( 15) se obscivan 3 picos exotérmicos, el primero 
de baja intensidad a los 340 ºC, mientras que los siguientes dos son picos bastante 
pronunciados y de una alta intensidad a los 485 y 530 ºC. El valor de T mu = 530 ºC es 
mayor que en el caso del hueso, lo cual muestra que se tiene una mayor estabilidad térmica. 

25 ..-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-. 

20 

§"' 
§.1s 
n:: 
o 
....J 5 10 

w 
Cl 

o 5 .., 
::> 
....J u._ 

o 

.. _.100 200 300 400 

TEMPERATURA (ºC) 

Fig. 1 S. Tem10grama del colágeno extraído de la muestra Gran:1da. 
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Para el caso del colágeno obtenido mediante el uso de EDT A. se observa así mismo 
un pico exotérmico (Fig. 16), con una Trnax a 500 ºC, que muestra al igual que en el 
anterior caso una alta estabilidad tém1ica. 
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Fig. 16. Tennograma del colágeno obtenido mediante EDT A. 

Si se observa la estabilidad térmica del colágeno Sigma. que proviene de tendón de 
Aquiles de bovino, se encuentra también una alta estabilidad (Fig. 1 7). T "'"' = 490 ºC, con 
3 picos exotérmicos fácilmente distinguibles a 180, 300 y 490 ºC. 
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Fig. 17. Tennograma del colágeno Sigma-Aldrich. 
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De las anteriores muestras, se obtuvo el valor de la entalpía de la degradación y 
combustión del colágeno (tabla 5). Estos valores resultan similares a los valores de las 
muestras de hueso. · 

Tabla 5. Valores de entalpía para las muestras de colágeno. 

Muestra No. de 
medidas 

1 i\11 {k.l/g) Promedio ¡ 
EXT-Colágeno 3 
EDTA-Colágeno ------ j 
~7"""--"-~=-·--- --
Sigma-Colágeno 3 

4.2.2. Análisis Térmico Gravimétrico de Colágeno. 

-8.89 ± 0.07 
-7.91±1.01 --- -- --

----¡ 
---1 

i 
• 7.39 ± 1.39 

En el análisis tém1ieo gravimétrico del colágeno extraido {Fig. 18) se observa una 
primera pérdida correspondiente al agua fisiabsorbida. Posteriormente, empieza la pérdida 
de masa n 165 ºC debida a In degradación y combustión del colágeno hasta los 600 ºC, 
quedando un 7.3% de masa que corresponde a In hidroxiapatita que no fue retirada por 
completo por el método de extracción. 

100 

~ 80 

(}j 
<( 
:lE 

., w 
Cl 

.<( 
Cl 
o 
o:: 
-w 
a. 20 

o 
o 

..... ,,....,....-._...- ..... -.......... 
/ 

.. -·· ..... 1 /' '-', : \ 

100 200 300 400 

TEMPERATURA (ºC) 

\"'\ 
\ 
\ 

500 

Fig. 18. Curva lermogravimc!trica del colágeno extraído de la muestra ósea Granada. 
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Para el caso del colágeno Sigma (Fig. 19) la pérdida de masa es total y termina hasta 
los 650 ºC, a diferencia de la calorimctria, donde acaba antes de los 600 ºC, esto 
posiblemente sea debido a un efecto de la cantidad de colágeno que se utilizó, 20 mg, en la 
prueba de ATG, en comparación con la de 1 mg que se utilizó en el calorimctro. 
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Fig. 19. Curva tem1ogravin1étrica del colágeno Sigtna-Aldrich. 

4.2.3. Espectroscopln Infrarroja de Colágeno. 

600 700 

La espectroscopia infrarroja del colágeno extrnido mediante tratamiento térmico 
(Fig. 20), tiene marcadas diferencias con respecto a la del colúgeno presente en hueso, estas 
diferencias son más claras en la región que va de 1500 a 400 cm·'. que corresponden a la 
región donde las vibraciones o bandas de absorción de los enlaces carncterislicos de la 
hidroxiapatita aparecen, como se mostró en la Fig. ( 1 1) y en la tabla 4, en la cual, se 
muestnm dichas asignaciones. Las vibrJcioncs desaparecen y/o disminuyen, cuando el 
cristal es retirado pcm1itiendo que aparezcan distintas sci\alcs de menor intensidad de la 
proteína que se encontraban ocultas. Además de las bandas correspondientes a la Amida 1 y 
11, aparecen a n1cnorcs nluncros de onda otras bandas del colúgcnn. siendo una de las ntás 
características, y que no se observan en el IR de hueso, la banda de la Amida 111 a 1240 
cm·•. Hay otras bandas que aparecen a 1450, 1400, 1330, 1240, 11(>(), 1120, 1080 y 1030 
cm·•. y aunque no para todos se tiene asignado a qué vibración de enlace corresponde, es 
caracteristico que la gran mayoría desaparezca aproximadamente a 300 ºC. 
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Fig. 20. Espectro IR de la n1ucstra Je colágeno extraído 
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4.3. Hidroxiapatira. 

4.3.1. Calorimctria de Barrido Diferencial. 

En el caso de la hidroxiapatita Sigma. se encontró que para la ealorimetria no existe 
ninguna señal por parte del cristal (Fig. 21 a). este mismo resultado se observa cuando se 
vuelve a meter por segunda vez al calorimetro una muestra de hueso (Fig. 21 h). Puesto que 
se supone que la totalidad de la masa del colágeno presente en el hueso se ha perdido por el 
proceso de combustión durante la primera corrida. toda sc11al que se obtenga en la segunda 
corrida corresponderá a la hidroxiapatita. 
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Fig. 21. Tcnnogramas de A) Hidroxiapatita Signta y ll) scgunda corrida de la muestra ós~a Gran3d:1 

4.3.2. Análisis Térmico Gravimétrico de Hidroxiapatita. 

El ATG de la hidroxiapatita Sigma (fig. 22) muestra una pérdida de masa de 3% 
desde temperatura ambiente hasta 200 ºC. debida al agua fisinbsorhida. postcriom1entc. no 
se observa prácticamente ningún cambio de masa hasta los 900 ºC. En este caso In 
hidroxiapatitn Sigma no presenta una alta sustitución de carbonatos como la hidroxinpatitn 
de origen biológico. 
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Fig. 22. Curva tennogravimétrica de la hidroxiapatita Sign1a. 
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4.3.3. Espectroscopia Infrarroja de llidroxiapatila. 

En la fig. (23) se 111uestran los espectros IR del cristal del hueso oblcnidas a 
diferentes temperaturas. donde se observan las bandas correspondienlcs a los carbonatos 
como el caso de la banda a 875 c111· 1

• los cuales, eo1110 fue 111encionado (Petcrs. et al. 2000) 
puede obtenerlos a panir del C02 atmosférico durante su síntesis y no desaparecen, ya que 
el tratamiento térmico se llevó hasta los 600 ºC, en si los espectros no presentan 
prácticamente cambio alguno. Las bandas que predominan corresponden a las difcrcmcs 
vibraciones del grupo fosfato, como son las de 560 y 1030 cm·'. ésta última. ha sido 
empleada (Pleshko, et al. J 991) para obtener indices de cristalinidad en huesos modernos y 
antiguos. Los cambios que se observan en la región de 3000 a 3600 cm·'. corresponden a la 
deshidratación de la muestra. 

4000 3000 2000 1000 
NÚMERO DE ONDA (cm-1) 

Fig. 23. Espi:ctro IR de la nuu:stra de hi<lroxiapatita Sigma. 
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4.4. Muestras Arc1ueológicas. 

4.4.t. Calorimetría de Barrido Diferencial. 

Prácticamente todos los tcnnogramas de las muestras arqueológicas son semejantes 
entre si en lo que respecta a su fom1a y la presencia de picos exo1ém1icos y endotém1ieos. 
En la figura 24, se comparan los tennogramas de todas las muestras urqucológicas y se 
observa la presencia de un primer pico exotérmico de mayor intensidad alrededor de los 
350 ºC y un hombro, en algunos casos muy disminuido, alrededor de los 440 ºC. 
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Fig. 24. Tcnnogramas de todas las muestras arqueológicas analizadas. Al lado derecho de cada figura se 
muestta la respectiva antigüedad de cada muestra. 

En la tabla 6 se muestran los valores de entalpía obtenidos parn las muestras 
arqueológicas así como sus respectivas antigüedades. En el caso de éstas muestras, se 
obtuvo el valor de la entalpía utilizando la masa total (2.0 mg) empicada en el calorímetro 
para poder eomparlas. Cabe mencionar. que todas las muestras fueron analizadas utilizando 
la misma masa. La desviación estándar, se obtuvo realizando tres repeticiones para cada 
muestra, a excepción de Xochimilco cnt. 17 debido a que no se contaba con suficiente 
muestra. 
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Tabla 6. Valores de entalpía por unidad de masa de muestra arqueológica anali7.ada y antigüedades 
de las muestrJs arqueológicas. 

! MUESTRA ENTALPÍA (J/s) 1 EDAD (ailos) 

~S::..;.;an.;.;....:P_c_d_r_o_S:;_;_a1~1-P_a~b~l~o-U.;;..;7_E~·~n~t.~18;;_,__~--~15::;..;..9~6~.7~9:....::±~2::..:..7~.1~4'--~-'-~~~~l-8_5_+/.25 

En la figura (25a) se observa la relación entre la entalpía de los huesos 
arqueológicos y su respectiva antigiledad. La figura (25b) muestra la misn•a gr.ifica que la 
(25a) pero sin las muestras adicionales con las que se trabajó en el CBD, c1· ambos casos se 
ajustó una curva de decaimiento exponencial del proceso de pérdida d.: colúgeno. Las 
muestras adicionales no fueron analizadas anteriormente debido a no sc1 originarias del 
Valle de México o porque Jang no las consideró adecuadas. Se puede .. hscrvar que en 
ambos casos, la curva presenta las mismas características. 
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Fig. 25. Relación de la cntalpla y la antigüedad de los huesos arqueológicos. A) Se anaJi7_.aron muestras óseas 
estudiadas previamente y en D) se adicionaron muestras no estudiadas que se encuentran en circulas. 

Con las muestras arqueológicas. se había realizado anterionnentc análisis de 
difracción de rayos X del cual se obtuvo una relación del número de cuentas con respecto a 
la antigüedad (Fig. 26) y así mismo se hizo un análisis elemental pam obtener la relación de 
Nitrógeno/Calcio con respecto a la antigüedad (Fig. 27). Estos análisis son de gran utilidad 
para comparar aquellos obtenidos mediante el Calorímetro, por ende se ajustaron también 
sus respectivas curvas de decaimiento exponencial que muestran la pérdida del colágeno. 
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Fig.26. Análisis de difracción de rayos X con respecto a la antigüedad de las muestras arqueológicas 
(llcrcdia, 2000). 
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Fig. 27. Análisis elen1ental donde se obtiene la relación N/Ca contra la antigüedad de (311;. muestras 
arqueológicas. La relación de N/Ca = 0.6 es considerando una fórn1ula de C 4 Hs.70 1.1NSo.os para e: colágeno 
con una proporción de 30% en peso en hueso seco nctual. 
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En la figura (28) se observan las comparaciones entre las cun:as ternto:malilicas a 
sus respectivas antigüedades. Es notable en la mayoría de las grúlicas que ciertas muestras 
se salen de lo esperado, éstas son las mismas que en la Fig. (25) se separan en mayor 
proporción de la curva que muestra la tendencia global de todos los puntos. 
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. , .... A· partir de los resultados que se muestran en la Fig. (25) se pueden ajustar 
'difcre.ntes eürvas de decaimiento exponencial para la pérdida de colágeno dependiendo del 
.conjunto, de muestras que se tomen. En la figura (29) se ajustaron 3 curvas las cuales, 
muestran un ritmo de pérdida distinto con respecto a la antigüedad. 
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Fig. 29. Gráfica de los valores de cntalpia Je las nmcstras arqueológicas contra la antigüedad Jonde ac 
muestran 3 curvas de decaimiento exponencial de la pérdida de colDgeno. 

4.4.2. Análisis Térmico Gravimétrico. 

El análisis térmico gravimétrico de los huesos arqueológicos (Fig. 30) muestra que 
la pérdida de colágeno hasta 600 ºC no depende de la antigüedad de la muestra. lo cual 
corrobora los resultados obtenidos mediante la calorimctria de barrido diferencial. 

TEMPERATURA (ºC) 

Fig. 30. Comparación de las curvas térmico gravimétricas de las muestras arqueológicas. 
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En la figura (3 1) se observa la relación entre las distintas proporciones de colágeno 
de las huesos arqueológicos obtenidos a partir de las curvas de la fig. (30) y la antig!lcdad 
~de dichas muestras, y se observa, que es similar a la figura (25). Asimismo, se le ajustó una 
curva de decaimiento exponencial que muestra gr:ificamcntc la pérdida del colágeno. 
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Fig. 31. Relación entre 1a masa de coloigeno obtenida n panir del ATG de cad;i muestra arqueológica con 
respecto a la antigiledu.d de las mismas. 

4.5. Muestras Paleontológicas. 

4.5.1. Calorimetrla de Barrido Diferencial. 

Las muestras paleontológicas como se mencionó previamente. fueron analizadas en 
trozos. La señal presenta poca intensidad y su interpretación resulta dificil, ya que en 
algunos casos estas presentan picos a temperaturas que otras muestras no tienen. lo cual 
lleva a considerar también el tipo de efectos que ha tenido el proceso de fosilización en 
dichas muestras. En la figura (32) se observan aquellas muestras paleontológicas de varios 
millones de afios en las que se obtuvo una sciial clara mientras que, en otras era de muy 
poca intensidad o resultaba complicado asignar la linea base para obtener el área bajo la 
curva. 
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Fig. 32. Tcnnogmmas de las mucstms pa1conrológicas. 

Para las muestras de mamut de 10000 ai'los de antigüedad, se obtuvieron los 
tennogramas que se muestran en la Fig. (33). Estas muestras fueron analizadas en polvo 
porque se obtenían señales que pcnnilían obtener el área bajo la curva. En la tabla 7, se 
muestran los valores de entalpía de las mucstrn.s paleontológicas analizadas. 
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Fig. 33. Tcnnogramas de las muestras de manmt de aproximadamente 10000 ai\os de antigüedad. 
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Tabla 7. Valores de entalpía de las muestras palcntológ1cas. 

MUESTRA ENTALPIA (J/ ') 

_!i_adros_a_ll!:io (lfa__<!rqsa11russp.) -116.8') 
Atí_l!1_(!"/_!~1111111_s_sp.}____ ____ _ -63. 71 
Cetáceo Odontoceti ' -58. 74 
C:Ctfu:Co-MY.siiCcli__________ !- -- -143.83 

-~Y2.Sf!!.'.Í.!!.~P..:l.__________ __

1 

__ _ -145.8 
~i_reni!!__@icliechus sp.) ____________ ..... --· -159.64 
Tibt!_~n_(§'q~_.:) __________ -1.Q5.68 
Otárido ("[~ialassoleon mexic'!11us)~ _ _____ ...:_@_.04 
M~tod_o_nte_(Gomp/wtlierium sp)___ __ _ ---~9_6.24 
M:u1~u_t ! (M_G_'!.'f11111hussi?:l____ __ _ _ _:129.68 
Mam_u_! ;?_(A_!amn111tlms~_.:) ____ ______ -137.8 

1 
Mar!!_ut_3_JMammutlius sp.) ______ _:'.!73__,08 _ 
Mamut 4 (Mammutlius sp.) -267.14 

EDAD (años 
73.000.000 
15.000.0ÓO 
15.000.oOO 

-~·¡, )_5.Q<>Q.o® 
. _ 1 ~.QOO.qQQ_ 

i - 1 s.000.000 
r · - -·9:000.-000 - · 
i=---·-·9·,000.000 -

·-, ·---1:000.000 -r ~ -·· -:@:(x)O 
' 10,000 1 ----
¡· - - -- -:ü:~ 

A partir de todas las muestras óseas estudiadas, se presenta en la figurn (34) la 
relación de la entalpía con respecto a la antigüedad. En este caso. se observa claramente 
que según aumenta la antigüedad la cantidad de colágena disminuye. Se introdujo un 
cambio de escala en el eje que marca la antigüedad, con el fin de poder observar el 
comportamiento de los valores de entalpia de las muestras de poca antigüedad. 
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Fig. 34. Comparación de los valores de entalpfa de todas las ntuestras anali?.adas con respecto a su 
antigüedad. 
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S. DISCUSIÓN 

5.1 Estabilidad Térmica dd Col:ígcno Tipo 1 

La estabilidad ténnica de distintas proteínas, en especial la del colágeno tipo 1, se ha 
estudiado ampliamente en lo referente al proceso de desnaturnli,...ación (Komsa-Pcnkova, 
R., 1999; Rochdi, A., 2000; Miles, C. A., 1995; Miles, C. A .• 1998) mediante el uso del 
calorímetro en un intervalo de temperatura de 20 a 80 ºC. En dichos trabajos, la estabilidad 
térmica se dctcm1ina a partir de la Tn~• a la cual. se origina la desnaturnli:t.ación. 
presentándose alrededor de los 60 ºC (ver apéndice 11). En lo concerniente al proceso de 
degradación y combustión del colágeno tipo 1, en el presente trabajo se ha empicado el 
mismo criterio parn establecer In estabilidad térmica mediante la T"ª' del pico cxoténnico 
de mayor intensidad. 

Los dos huesos actuales, Granada y México, presentan carnctcristicas semejantes en 
los tcm10gramas del calorímetro (Fig. 6), lo cual indica. que su estabilidad ténniea es 
similar. El proceso cxoténnico que tiene lugar de los 220 a los 530 ºC, corresponde a la 
degradación y combustión del colágeno, entendiendo cada uno como la ruptura de una 
molécula en fragmentos más pequeños y In oxidación total de una sustancia hasta 
determinados óxidos en fonna de gas (N02, NO, C02. CO, SOi. cte.) respectivamente. En 
el caso de los colágenos extraídos de huesos actuales (Fig. 15 y 16) y el colágeno Sigma 
(Fig.17) se observa que tienen una mayor estabilidad tcnnica en comparnción con la..'> 
muestras óseas, siendo que presentan unos T,.~, cercanos a 550 ºC micntr.is que par.i el 
colágeno presente en hueso el T m~ está alrededor de los 350 ºC. 

Se ha propuesto que el colágeno que se encucntrn en la matriz cxtracclular presenta 
cambios durante la fomiación de los cristales de hidroxiapatita, en otrns palabras. durante la 
mineralización, lo cual provoca el rompimiento de cntrccru ... ..amicntos entre las moléculas 
de colágeno de distintas triple hélices. Debido a lo anterior, la estabilidad tém1icn 
disminuye cuando la proteína se encuentra en el hueso (Sakae et ni. 1995). Pero esta 
explicación no resulta convincente bajo el resultado obtenido de que el colágeno extraído 
del hueso por ambos métodos es ténnicamente más estable, ya que es de suponerse que este 
colágeno ha perdido los entrecruzamientos y aun así su estabilidad aumenta al ser separado 
de la fase cristalina. En los casos en que estos enlaces no se pcrdicmn se requeriría una 
mayor energía para degradar la proteína, lo cual ocasionaría que la temperntura en la que se 
registran los picos cxoténnicos sea rnayor. 

Para el caso del colágeno extraído mediante el tratamiento térmico. se puede 
suponer que dicho tratamiento aporta la energía necesaria parn la fonnación de diferentes 
enlaces entre las moléculas, además de que pudiera provocar un estado <le agregación 
diferente al del colágeno en hueso, lo que trae como consecuencia cambios en In 
confonnación estructural de la proteína. Lo anterior, originaría un aumento de la estabilid.ad 
térmica <lel colágeno cuando este es deshidratado y postcrionncntc analizado. En el caso <le 
la obtención de colágeno mediante EDTA. no se puc<lc utilizar este mismo mzonamiento. 
en tal caso. sólo se puede argumentar un efecto del cristal sobre la estabilidad tém1ica de la 
proteína. ya que la extracción no debería de tener ningún efecto sobre esta. 
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La muestra de colágeno Sigma. sirve de comparación ya que proviene de un !ejido 
sin mincrali7.ar, y que naluralmcnlc no se mineraliza. Se observa que el colágeno si presenta 
una alta estabilidad anterior a la minerali7.ación. por lo que se podria pensar que el cristal si 
licnc algún efecto sobre su estabilidad, lo cual es baslanlc claro mcdianlc la Calorimclria. 

Los valores de ~11 de los huesos ac1ualcs obtenidos a panir del arca bajo la curva de 
los procesos cxolénnicos, resultaron scmcjan1cs y reproducibles, cslo es importante 
mencionarlo porque en algunas invcsligacioncs, se menciona 1;1 dificultad de obtener 
scílalcs que n1antcng~u1 el ntisrno con1porta1nicnto ténnic.:o para el caso especifico de huesos 
(Niclscn et al. 2000). En la lilcratura no existen valores de i\11 del col:igcno de hueso 
reproducibles obtenidos mediante calorimetría, relacionados con los resultados de 
tcnnogravimelría, de la cual se obtiene la proporción de colageno en hueso, que representen 
solamente la combustión de la proteína. Sakac et al. 1995. reporta valores de t\l l del 
colagcno de dentina, -13.86 ± 0.52 kJ/g, los cuales difieren de los valores obtenidos en el 
presente trabajo, -8.39 ± 0.15 y -8.42 ± O. 11 kJ/g, esto se puede deber al tratamiento o:¡uc se 
le dio a la muestra, lo que puede ocasionar distintos tipos de ser1alcs en el CBD. ya que 
realizaron su estudio con trozos de dentina y no con dentina en polvo. 

Los valores de 611 de las muestras de colagcno son similares a a..¡uellos de las 
muestras óseas actuales. Para el caso del colágeno eximido mediante tr.1ta1niento ténnieo, 
resulta ser de -8.89 ~= 0.07 kJ/g. El aumento en la entalpía. se puede deber a un estado de 
agregación distinto como bien se mencionó antcrionncntc. Micntr.1s que para el colágeno 
obtenido mediante EDTA es de -7.91 ± 1.01 kJ/g, la disminución de la entalpía, se puede 
deber a la presencia de cristales de hidroxiapatita que no fueron retirados mediante el 
EDTA. Estos cristales, afectan el valor de la musa estimada para el colágeno. es decir, del 
total de la masa considerada en la ecuación para obtener la entalpía. cierta proporción 
pertenecía al cristal, el cual no presenta ninguna sei\al exotém1ica en el rango de la 
combustión del colágeno y por ende el área bajo la curva del tennograma no representa la 
combustión de un 100'% de masa de la proteína. 

Las características de los tcnnogramas de las muestras óseas y de las muestras de 
colágeno tipo 1 extraído, junto con la scmejan7~"1 de los valores de entalpía de dichas 
muestras, sugieren que al desmincrali7~"lr el hueso, en el colágeno no se pierden y tampoco 
se originan algún tipo de enlaces nuevos o diferentes que alteren su estabilidad y por ende 
la entalpía de combustión Por lo cual, se le puede atribuir a la presencia del cristal. la baja 
estabilidad térmica que presenta el colágeno en el hueso en comparación de cuando se 
encuentra en ausencia del mineral. Se desconoce In fonna en que se lleva a cabo este efecto 
sobre la estabilidad, si la presencia de la fase mineral provoca c•11nbios estructurales en la 
proteína o los cristales actúan como núcleos de degradación al almacenar calor, son 
posibilidades a analizar para conocer a fondo este fenómeno. Asi mismo, estos resultados 
sugieren que durante el proceso de mineralización tampoco se afecta en gran medida al 
colúgcno respecto a los enlaces que se tienen entre las moléculas, ya que sí sucediera lo 
contrario. presentaría unos valores de entalpía muy diferentes entre el coli1gcno en 
presencia y en ausencia de la fase mineral. 
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5.2 Degradación y Combustión del Colágeno Tipo 1 

Mediante la Espectroscopia Infrarroja y la Cromatografia de Gases. se planteó la 
posibilidad de conocer el proceso de degradación y combustión del colágeno tipo 1 en 
presencia de la fase mineral con el lin de comprender la disminución de la estabilidad 
tén11ica. El espectro infrarrojo, muestra las diferentes bandas de absorción de los enlaces de 
determinada sustancia sobre la cual incide el haz. En el caso del hueso. se muestran las 
bandas de los enlaces característicos de la proteína y del cristal. El enlace C-H no es 
empicado comilnmcntc en la caracterización de moléculas. debido a que su vibración es 
débil e inestable. Aun asi, su presencia muestra que la degradación y combustión del 
colágeno termina aproximadamente a los 500 ºC, lo cual está de acuerdo con los resultados 
del Calorímetro y de los análisis ténnico gravimétricos. Las bandas del estiramiento del 
grupo C=O (Amida 1), del estiramiento del enlace C-N (Amida 111) y del desdoblamiento 
del enlace N-11 (Amida 11). son característicos del enlace pcptídico y por consiguiente su 
presencia o disminución reflejan cómo se ha ido degradando la estructura de la proteína, 
principalmente los enlaces C-N y N-H son señales de ese rompimiento. 

Los valores de transrnitancia muestran en ambos casos una disminución gradual de 
las bandas, pero la ausencia de la señal es un claro indicador de que el enlace del N-H se 
ha eliminado con respecto al C=O, de ahí que a una menor temperatura desaparece la señal 
de la banda del N-H, que tiene una energía de enlace de 391 kJ/mol mientras que para el 
C=O es de 725 kJ/mol. Para el caso del enlace C-11, se observa también una disminución 
gradual, hasta los 400 ºC siendo su energía de enluce de 415 kJ/mol, mayor que la del N-H 
y C-N, In cual es de 292 kJ/mol (Pauling, L. 1970). Es evidente entonces que la 
degradación depende de las energías de enlace entre los distintos átomos de la protcina, por 
lo cual se puede afinnar que la degradación se origina tanto en las cadenas laterales como 
en el esqueleto del colágeno, sin importar su distinta participación en las interacciones que 
la estabilizan. Por otra parte, resulta notorio el hecho de que el pico de N-11 desaparece 
antes de los de C=O y C-H por lo cual, se propone que en un periodo avanzado de la 
degradación y combustión es mayoritaria In presencia de pcqucilos fr.1gmentos de cadenas 
alifáticas, las cuales, posiblemente por su mayor energía de enlace, rcquicr.111 una mayor 
temperatura para oxidarse y puedan ser las causantes del hombro derecho a 440 ºC que se 
observa en la Calorimetría, aunque aíin faltan evidencias experimentales que lo conlinncn. 

De las tres cromatogrnfias de gases, se puede deducir que los principales óxidos 
producto de la combustión del colágeno son el C02 y el N02 • Para el caso del carbono 
presente en la molécula, este se elimina preferentemente en forma de COi ya que dicho gas, 
se produ.:c al quemar compuestos de carbono en exceso de aire, mientras que el CO se 
produce usando cantidades limitadas de aire. En las cromatogrnfias realizadas, la cantidad 
de oxigeno empicado fue de un 20% del total del flujo de aire, lo cual es semejante al 
porcentaje oxigeno atmosférico, de ahí que la producción de CO, se viera favorecida. El 
CO se produce en los intervalos de tcmpcrntura donde la combustión es mayor y por 
consiguiente la cantidad de oxigeno es baja al haberse producido una gran cantidad de C02 , 

como las unidades de úrea lo muestran, pcm1iticndo así la fonnación de CO en 
proporciones menores a las del COi. 
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En el caso del nitrógeno, se llegó a la conclusión de que no se libcrn en la fonna dd 
óxido nitroso (N20) ni del óxido nítrico (NO) ya que en las columnas no se encontró 
ningún valor en unidades de área siendo que podían detectar ambos gases. Además, el N 20 
se descompone en N2 y 02 a temperaturas elevadas, mientras que el NO reacciona con el 
oxigeno instantáncan1cntc: 

2 NO + 0 2 -> 2 N02 

Se deduce entonces que el dióxido de nitrógeno (NO,) es el único óxido de 
nitrógeno que se pudo haber formado, ya que otras opciones como son el trióxido de 
dinitrógcno (N 20 3), el tetróxido de dinitrógeno (N 204) y el pcntóxido de dinitrógeno 
(N20s) por sus earacteristicas. dificilmcntc serian derivados de la combustión de un 
polipéptido. El N 2 0J existe puro sólo en estado s<'>lido y en bajas temperaturas, en el líquido 
y en el vapor se encuentra disociado: 

El N 20 4 se encuentra relacionado con el N02 por el equilibrio 2 N02 <-> N 20 4 , el 
cual es dependiente de la temperatura; en estado sólido es N 20, puro, en estado liquido se 
produce una disociación parcial y arriba de 140 ºC es un gas completamente disociado en 
N02. El N10s es muy inestable, gran parte de las reacciones en fase gaseosa dependen de la 
disociación en N02 y N03 reaccionando luego este último como agente oxidante. Es de 
notarse que en la mayoría de los casos el N02 resulta ser el producto final de las reacciones. 
es por esto que se considcrn como el único óxido de nitrógeno presente en la combustión 
del coliígeno en las columnas y, por otro lado, no se puede descartar su aparición, ya que se 
traslapa con la C02. 

Para poder comprender la disminución de la estabilidad ténnica del colágeno. se 
requiere de un análisis más detallado. En este sentido, la espectroscopia infrarroja podría 
ser un pilar para el estudio del colágeno en presencia y ausencia de la fase mineral. Puesto 
que los intervalos de temperatura empleados resultaron muy grandes para poder interpretar 
correctamente el proceso de degrndación y combustión con respecto a los procesos 
ténnicos. 

5.3 Aplicación de la Calorimetría de Barrido Diferencial al Estudio de l\1uestras Óseos 
Arqueológicas 

Las curvas temtoanaliticas de las muestras arqueológicas, presentan el mismo 
comportamiento que aquellas de huesos actuales. En algunos casos. principalmente de las 
muestras más antiguas. existe una disminución del segundo pico que aparece como un 
hombro, el cual no se presenta bien definido, mientras que en las más recientes si se llega a 
observar más claramente pero no con la misma intensidad que en los huesos actunlcs. Otra 
diferencia entre los mismos huesos arqueológicos es la intensidad (m\V) de cada uno en sus 
respectivas curvas tcmtoanaliticas. lo cual se refleja en los valores del área bajo la curva y 
es dependiente de la cantidad de materia orgánica, en este caso eol:ígeno, que se conserva 
en su estructura. 
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La gráfica 26, muestra un estudio que se realizó en el laboratorio mediante 
difracción de rayos X. DRX, con muestras seleccionadas a partir de los resultados de Jang. 
2000 .• con el fin de evitar las posibles variables que hubicrnn afectado su lrahajo. aún usi se 
encontraron n1ucstras que tienden a salirse del patn.'111 esperado de dcgn1dación. Al 
comparar la figura (25a) con la obtenida previamente en el lahuralurio med1anlc di fracción 
de Rayos X (Fig. 26) y lu del unálisis clemcniul (Fig. 27) se observa una clara similitud 
cnlre los resultados obtenidos mediante las difcrcnlcs técnicas. Las diferencias observadas. 
clllre estas gníficas (en illgunas muestras especificas) pcnnilc distinguir aquellos huesos 
arqueológicos que presentan algún tipo de sustitución que pmlria alc..:tar la inteq>retación y 
por lo lanto. la curva ajustada en la figura (25a). 

A parlir de estos rcsulludos, se observa una mayor pérdida de colágeno en los 
huesos de mayor anligiicdad, mismo resultado que se obtuvo en la tesis de Jang. aunque 
tan1bién se obscrvn claramente. que algunas 111ucstras presentan una desviación rnuy grande 
con respecto a la curva obtenida. lo cual lleva a suponer que no tuvieron el mismo proceso 
de degradación que las dcrnús 111ucstras. 

Otro aspecto importante que hay que mencionar, es el hecho de que Jang no empica 
en su estudio !odas las muestras que se analizaron en el presente tr.ibajo, porque no las 
consideró adecuadas (las dos muestras de Tlulilco y Xochimilco en!. 9, ver tabla 2), 
mientras que olras (Xcambo y llonampak) se salen del conlcxlo arqueológico de la Cuenca 
del Valle de México. Aún así, en sus resultados cncucntrn también algunas discrcpanciiL~ 
con respecto al modelo propuesto de degradación. en especifico con las muestras de 
Xochimilco, San Pedro y San Pablo y San Jerónimo. Los resultados del presente trabajo 
muestran asi mismo que algunas muestras arqueológicas estudiadas y no estudiadas por 
Jang, licncn discrepancias con rcspcclo a la tendencia esperada del decaimiento 
exponencial que en Icaria, presenta la pérdida de colágeno en huesos antiguos, bajo las 
mismas condiciones lafonómicas (o de cnlcmunicnlo ). 

A partir de las curvas de ATG (fig. 30 y fig. 31) no se encuentra una relación del 
cutllcnido de colágeno con la anligiicdad, lo cual rcsulla coherenlc con los resultados de In 
calorimclria, ya que la intensidad y área de las curvas cslú en relación con la cantidad de 
cohigcno de los dislinlos huesos. 

En la figura (29) se observan todas las muestras analizadas y a partir de sus 
dil"cr..:nlcs valores de cntalpia y su respectiva antigüedad, se ajustaron tres curvas de 
decaimiento exponencial. Las curvas A y C se obtuvieron seleccionando un grupo de 
nHH!stras que tuvieran un con1porta111icnto característico que fuera distinto de las dcrnás. 
mi<:nlras qu<: la curva B se obtuvo empicando !Odas las muestras analizadas. Es importante 
rncncionar llllC cada grupo de tnucstras de las cuales se ajustaron las curvas no pertenecían 
a un tipo d<: ..:nlcrramicnto ni a un silio de cnlcrramicnto único. El hecho de ajustar distintas 
curvas responde a la idea de que delenninadas muestras (aquellas mediante las cuales se 
ajustaron las curvas A y C) estuvieron sujetas al mismo esquema de degradación como 
consecuencia de las caraclerislicas fisicoquimicas (humedad. pH y temperatura ambiental 
principalmcnlc) que en conjunto alcctaron el !ejido óseo, en especial al colágeno. Lo 
alllcrior ocasionó se obtuvieran valores de ctllalpia dislinlos y por ende distintos 
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comportamientos en la gráfica. Por otro ludo, hay que considerar que se requiere un mayor 
número de muestras a analizar para poder ajustar las curvas que correspondan a distintas 
características de enterramiento, asi mismo, es necesario evitar trabajar con muestrns que 
presenten patologías y tener un amplio conocimiento de la química del sucio donde se 
encuentren las restos óseos. 

Respecto a las gráficas obtenidas mediante difrncción de Rayos X (lig. 2<>) y análisis 
elemental mediante técnicas nucleares (fig. 27) también se ajustaron curvas de decaimiento 
exponencial. En el caso de la difracción de Rayos X el índice lndRX se obtuvo a partir del 
cociente 120/IMAX x 100, donde IMAX es la intensidad más alta difractada por la muestra, y 
está asociada a la fase minernl, mientras que 1,0 es la intensidad al ángulo 20 = 20° asociada 
a la fase orgánica (llcrcdia, 2000). En el análisis elemental se empica el cociente de N/Ca, 
por lo que se relaciona la materia orgánica mediante N. con Ju inorgánica, Ca. 

Se utilizó la siguiente ecuación de decaimiento exponencial para ajustar las distintas 
curvas: 

donde Yo es el valor que se obtiene cuando t -> oo y se interpreta como el valor de Ali, 
lndRX o N/Ca (dependiendo de la técnica empicada) que se tendría a antigüedades 
extremadamente grandes; mientras que A 1 es el valor que se obtiene cuando t = O más el 
valor de Yo y se interpreta como el valor de MI, lndRX o N/Ca que se tienen en una 
muestra ósea actual. Tanto Yo como A 1 son condiciones de frontera en la curva ajustada 
para cada técnica. En la difracción de Rayos X el valor de Ya resulta diferente de cero (ver 
tabla 8) debido a que el índice lndRX se obtuvo a partir del cociente ho/l.,... x 100 y ya que 
los valores de estas intensidades se ven afectados por diferentes factores (dispersión del 
aire. dispersión incoherente, etc.) no se logra obtener un valor del índice lndRX igual a cero 
para cuando no existe fase orgánica, es decir, colágeno en In muestra. Por esta razón se 
tomó como valor de Ya = 6.45, que resulta ser el menor valor del Indice lndRX que se 
obtuvo en una muestra arqueológica. 

Tabla 8. Condiciones de Frontcrn parn cada curva ajustada. 

lndRX 
óH (J/g) 

TGA ( 0/o ma<a) 
N/Ca 

J'o = i• ( t -->- oo ) 1 A 1 =y ( t = O ) + >'o 

6.45 n 1 15.0J JI -- ·a·----------¡-- 2051.19 

-g ------+------ 2g~48 _____ _:=~-
u IndRX de una muestrn que presenta el indice más bajo. 
~ IndRX de una muestra actual. 

De la ecuación de decaimiento exponencial se obtiene el valor de Tau (i:), definido 
como el tiempo de vida media. En el presente trabajo se empica i: de la misma forma en que 
se utiliza para obtener el valor del tiempo de vida media de isótopos radioactivos, por 
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ejemplo, el C 14 presenta un valor de -r de 5730 años. Se obtiene tcnicndo cn consideración 
quc el exponente de la función e es el cociente (-t I -r) y cuando T = t, entonces se tiene <' 1 

que es igual a 0.3678 ... , este número indica la proporción de A 1 que qucda cuando Yu =O y 
al ser evaluado sobre la curva de dccaimicnto exponencial se obtiene un valor cspccífico de 
t cl cual se dclinc como tiempo de vida media, T. 

En la tabla 9 se presentan los valores del tiempo de vida media para las curvas 
ajustadas en los distintos métodos. Los valores de T para las tres curvas de las mucstms 
arqueológicas obtenidas mediante el calorimetm (Fig. 29) muestran una disminución dcl 
valor del tiempo de vida media. Un menor valor de T implica que los factores ambientales 
(pH, humedad, temperatum, tipo de sucio) así como los factores estructurales del hueso 
(geomctria del hueso, tipo de hueso- compacto o esponjoso) que influyen en la diagéncsis 
del colágeno, tienen un mayor efecto sobre las muestras mediante las cuales se obtiene la 
curva, disminuyendo el tiempo que el colágeno se encucntra presente: en la estructura del 
hueso. 

Al comparar los valores de T para Rayos X y el análisis elemental (Técnicas 
Nucleares) se observa que es 1nayor para esta últirna técnica. Debido a que en an1hos casos 
se analizaron las mismas muestras, se puede alin11ar. que el análisis elemental resulta so:r 
una técnica n1ús sensible para n1cdir la presencia de n1atcria orgúnica. en este caso 
colágeno, con respecto a la materia inorgánica, hidroxiapatita. Al observar el valor de Ti, 

que proviene de la curva B de la figura (29) la cual se obtuvo a partir de todas las muestras 
analizadas, se muestra que la calorimetría resulta una técnica mucho más sensible parn 
medir materia orgánica en mucstrns antiguas, aunque a diferencia del análisis elemental no 
resulta especifica, es decir, no se puede detcn11inar si el valor de .1.11 corresponde 
únicamente al colágeno. 

Tabla 9. Valores del Tiempo de Vida Media. 

M E T o D o 
Calorimetria • 

1 

Termogravimctría 
1 

Difracción de 1 Técnicas Nucleares 
Rayos X 

"<1 = 4492.27 ' TTGA = 2321.29 j 
TRX = 589.80 ' 

"(~ = 1558.65 ! 

-r., = 845.53 
• Los valores de t 1, T2 y -r3 representan las curvas A. B y e de la figurn 29. 
T presenta unidades en ai\os. 

"<TN = 998.91 

El fin de ajustar diferentes curvas que muestren distintos ritmos de degradación del 
colúgeno es, el poder encontrar una relación entre dicho ritmo y las carnctcristicas químicas 
del sucio. y posteriormente, el poder predecir a partir de las características físicas del hueso, 
de sus valores de entalpía y de su antigüedad estimada dependiendo del estrato del cual 
proviene, las earacteristicas de cnlcrramiento y los factores que afectaron principalmente su 
estructura y provocaron su degradación. Sólo teniendo en claro lo anterior se podria 
predecir la antigüedad de un resto óseo mediante las técnicas utilizadas en el presente 
trabajo. Es irnportantc n1cncionar que 1nicntras se cn1plccn técnicas que aporten diferentes 
dalos en lo que se refiere a las características del colúgcno y la relación entre la fase 
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orgánica e inorgánica, se tendrá una mejor estimación de la antigüedad de un resto. siendo 
que la diagénesis del tejido óseo es un proceso multifactorial. 

5.4 Aplicación de la Calorimelria al Esludio de l\tueslras Óseas Palconlológicas. 

En los tcnnograrnas. las 1nucstras palconlológicas presentan un cornporta111icnto 
completamente distinto al de los restos óseos arqueológicos y actuales como bien se 
observó en la figura 32, lo cual dificulta la interpretación de las sci\alcs. Es característico de 
estas muestras que la intensidad (en m\V) es muy pcquciia aun habiendo trabajado con 
trozos de los restos fósiles, lo cual es indicador de una muy peque11a fmcciún de fose 
orgánica. Debido a la forma de los tcrmogramas rcsulla dificil aseverar que la lotalidad de 
la señal corresponda al colágeno, siendo que durante el tiempo (millones de ai\os) que 
estuvieron enterrados pudieron haber sufrido algún tipo de contaminación, por ejemplo la 
presencia de úcidos húmicos. que pueden provocar dichos cambios en la sci\al de las curvas 
tcm1oanalíticas. Aun asi el valor de la cntalpia corresponde a la suma del área bajo la curva 
de todos los picos cxoténnicos de cada tcnnograma. 

En el caso de las muestras de mamut, estas presentan predominantemente un pico 
cxoténnico alrededor de los 350 ºC. que se podría pensar corresponde al colágeno, pero la 
señal es distinta a la de los huesos arqueológicos. Cabe mencionar que en el labomtorio se 
han obtenido tcnnogramas de huesos actuales de origen animal dislintos al humano y su 
comportamiento es semejante a aquellos de las muestras óseas actuales, por lo que no cabe 
esperar una gran diferencia entre muestras óseas de diferentes organismos en lo referente a 
la calorimetría, como bien se observa en estas muestras de mamut. 

En estas mucstms paleontológicas resulta interesante obtener el valor de Tau (i:) el 
cual muestra un valor relativo del cicmpo de vida media de una muestra especifica. Se 
obtiene despejando i: de 

=y; + /).}{ . e-ti r o o 

teniendo entonces 

t 
r= 

En la tabla 10 se observan los valores de i: calculados para las muestras 
paleontológicas. El tiempo de vida media varia dependiendo de la anligilcdad de la muestra. 
Es importante mencionar que este valor de i: calculado se obtiene empicando un ólln = 
205 1 .19 (ver labla 8), que es valor de A 1 que se obtuvo cxpcrimentalmcnce de las muestras 
arqueológicas, mientras que el t>.H corresponde al valor de entalpía de cada una de la 
muestras paleontológicas. 
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Tabla 1 O. Valores de T calculados para las muestms paleontológicas. 

MUESTRA 1 T (años) EDAD (años) 

· 1 

A partir de estos valores. se debe considerar que en el caso de las muestras 
arqueológicas se obtuvo un valor de T de 1558.56 (ver tabla 9). muy por debajo de los 
valores de 't de las muestras paleontológicas. esto se puede deber a que en el caso de estas 
muestras, la curva de decaimiento exponencial no corresponde al ritmo de degradación que 
presentó el colágeno. Este razonamiento lleva a plantear el uso de otro tipo de curva. por 
ejemplo una curva sigmoidal. que represente de mejor fonna cómo se va perdiendo el 
colágeno en estos huesos fósiles. La curva sigmoidal responde a la idea de que estos huesos 
estuvieron sujetos a unas condiciones iniciales que favorecieron la pcmmnencia del 
cohígcno y retardaron su pérdida en fonna de un decaimiento exponencial. !'ara poder 
asegurar esto último. se requiere de infomrneión con respecto al ambiente en que estuvieron 
sujetas las muestras óseas. asi como las camcterislicas propias de los huesos. Otro aspecto 
que es importante considerar es la posibilidad de obtener valores de tJ.11 que no 
correspondan únicamente al colágeno. como ya se ha planteado pam las muestras 
arqueológicas. debido a la presencia de contaminantes como la presencia de compuestos 
hú1nicos. 

Finalmente en la figum (34) se ve el comportamiento global del valor de cntalpia de 
todas las mucstms óseas analizadas. si bien se puede observar una clara tendencia geneml a 
la disminución de la entalpía y por consiguiente al contenido de la fase orgánica. es obvio 
que se requicn: analizar un mayor número de mucstms para tener una tendencia más clara 
del comportamiento y poder ajustar una curva que represente dicha tendencia. Por otro 
lado. se debe considerar que las mucstms paleontológicas se analizaron en trozo. por lo cual 
se debe tener cuidado al compamrlas con las demás muestr.is. Cabe mencionar que la idea 
de ajustar diferentes curvas de decaimiento exponencial es aplicable a antigüedades de 
hasta unos cuantos miles de ai\os. ya que para mucstms de millones de at'los la proporción 
de fase orgúnica que presentan es mínima y diftcilmcme se podrían distinguir distintos 
ritmos de pérdida de colúgeno. 
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6. CONCLUSIONES 

1. A partir de los tennogramas del calorímetro, se encontró que el colágeno presente 
en los huesos actuales tiene una menor estabilidad ténnica en comparación con las del 
colágeno extraído mediante diferentes métodos de los mismos huesos actuaks. Esto se 
puede atribuir a un efecto del cristal sobre la proteina. 

2. Los valores de 611 de combustión de los huesos actuales obtenidos a partir de los 
procesos exoténnicos resultaron semejantes y reproducibles. Así mismo los valores de ._\JI 
de las muestms de colágeno son similares a aquellos de las muestras óseas actuales. lo cual 
sustenta la hipótesis que la disminución de la estabilidad ténnica del colágeno se ocasiona 
por efecto de la presencia del cristal en el hueso. Además. sugiere que durante el proceso de 
mineralización no se afecta en gran medida al col:igcno en lo que respecta a los 
entrecruzamientos que se tienen entre lus n1oléculas. 

3. Mediante el uso de la espectroscopia infrarroja. se observó que los valores de 
transmitancia n1ucstran en arnhos casos. una distninución gradual y diferente para l:is 
distintas bandas que le füeron asignadas al col:igcno. esta disminución es una clam sellal de 
las diferentes energías de enlace. Esto último, mediante un an:ilisis mas detallado, podría 
ser relacionado con la estabilidad tém1ica en presencia y ausencia del cristal. 

4. Respecto a las muestms arqueológicas, se observó una mayor pérdida de colágeno 
con la antigiledad, aunque al mismo, tiempo se observa claramente que algunas muestras 
presentan una desviación muy grande con respecto a la curva ajustada, lo cual lleva a 
suponer que no tuvieron el nlismo proceso de dcgmdación que las demás muestras. 

5. A partir de los diferentes valores de entalpía de las muestms arqueológicas y su 
respectiva antigilcdad se ajustaron diferentes curvas de decaimiento exponencial. Así 
mismo se obtuvo el valor de Tau ("e), el cual cstú definido como el tiempo de vida media, 
para el colágeno presente en hueso. Los valores de "C para las tres curvas de las muestras 
arqueológicas obtenidas mediante el calorímetro muestran una disminución del valor del 
tiempo de vida media, lo cual como se mencionó, se puede deber a la acción de los factores 
externos que provocan diferentes ritmos de pérdida de colágeno. 

6. En las muestras paleontológicas. se encontró que éstas muestran un comportamiento 
completamente distinto al de las muestras actuales y arqueológicas. Lo anterior dificulta su 
interpretación debido a que no se puede aseverar que la totalidad de la sc11al corresponda al 
colágeno, existiendo la posibilidad de que pudieran haber sufrido alguna contaminación. 

7. Se obtuvieron valores de -r para las muestras paleontológicas. concluyendo que la 
curva de decaimiento exponencial no corresponde al ritmo de dcgmdación que presentó el 
colágeno en las muestras arqueológicas. Debido a esto, se plantea la posibilidad de ajustar 
una curva sigmoidal, que represente de mejor fonna cómo se va perdiendo el colágeno en 
estos huesos fósiles. 
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8. Finalmente se encontró que la calorimetría resulta ser una técnica muy sensible paru 
medir materia orgánica en muestras anliguas, pero no resulta especifica. es decir. no se 
puede dctcn1linar si el valor de óH corresponde únicamente al colágeno. 
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APÉNDICE 1 

Como se mencionó anteriom1entc, la forma que presenta el 1em1ograma es 
dcpcndicnlc del tralamicnto de la muestra. Cuando se inlroducc un trozo de hueso en el 
módulo del calorímetro, en el tcm1ogruma se presentan dos picos exotérmicos fácilmente 
distinguibles. el primero a -355 ºC y el segundo a -455 ºC (lig. 35a), dando inicio la 
trunsición a 200 ºC y tcnninando a 550 ºC aproximadamente. Así mismo se observa que el 
pico cndolérmico se alarga hasta los 150 ºC siendo esto un efecto retardado tic la salida tic 
agua lisiabsorbida. La presencia tic un segundo pico cxoténnico se va incrementando con el 
tamaiio de trozo llegando a un punto donde la masa del trozo de hueso es !al que se origina 
prácticamente un solo pico que cnmascarn a los dos picos iniciales (lig. 35b). Esto es 
debido a que la trnnsmisión tic calor es distinta cuando el !rozo es más grnntlc, lo que 
ocasiona que el colágeno del cenlro del trozo larde más en degradarse, cuando la mucslm se 
muele y tamiza el segundo pico se transfonna en un hombro como se muestra en los 
resultados (lig. 6a y 6b). Es importante hacer notar esto, ya que dcpcntlicntlo tic la fonna en 
que se csludic la muestra se obtiene un termograma distinto. 
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Fig. 35. Efcclo del tratamiento 
de la tnuestm sobre la curva 
tc:m1oanaliticn. A) Tcnnogranta 
de un trozo de hueso actual. B) 
Comparacit.~n Je Jos 
tcnnogrnmas de trozos del 
mismo hueso actual de diferente 
masa. 



APENDICE 11 

La mayoría de los análisis térmicos sobre colágeno, se enfocan a la 
desnaturalización de la proteína y reportan que la T.,.,. de dicho fenómeno se encuentm 
alrededor de los 60ºC. Así, se investigó la presencia de dicho proceso en la colágena de 
hueso en polvo. La presencia del cristal de hidroxiapatita, puede afectar al proceso de 
degradación y combustión de la proteína, bien podría tener alguna influencia sobre la 
desnatumlización. En la Fig. (36) se observa el efecto de un exceso de agua en la mucstm 
en polvo u diferencia de la muestra seca, apareciendo un pico cndoténnico muy 
pronunciado con una T.,,u a 60ºC. En la fig. (36) se observa que los picos exoténnicos se 
encuentran recorridos hacia la izquierda teniendo su T., .. en 300 y 37ouc respectivamente 
debido al cambio de ritmo de calentamiento de 1 ºC x min. A partir de estos resultados no 
se puede asegurar que el pico endotérmico represente la dcsnatumlización del colágeno ya 
que la curva del agua destilada presenta las mismas características. El culügcno del hueso 
es poco soluble debido las interacciones que presenta y al tamai\o de la molécula. por lo 
que se puede afinnar que antes del proceso de degradación y combustión que "urge después 
de los 220ºC la proteína sólo presenta una deshidratación que no afecta a su estructura, es 
decir. la triple hélice se mantiene presente. Este fenómeno es de importancia cuando se 
estudia el colágeno presente en huesos antiguos ya que podría cambiar su estabilidad 
ténnica durante la combustión. 
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Fig. 36. Efecto del exceso de ngun en una muestra en polvo de un hueso actu;il. 
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APÉNDICE 111 

Con la muestra de colágeno Sigma se estudió el efecto de molienda sobre la 
proteina, ya que se ha reportado que la fricción que producen las bolas de ágata afecta la 
estabilidad tém1ica de las prolcinas (Niclsen, el al. 2000). En la figura (37) se pue<lc 
observar que el efecto de molienda de 1 hora de duración afecta considemhlemente al 
colágeno, al compararla con la figurn del recuadro superior derecho (figura 17). Presenta 
principalmente tres picos exotém1icos variando la posición y la intensidad de los mismos. el 
primero n 250 ºC es más tino e intenso; el segundo a 350 ºC tiene el mismo valor de Tnuo, 
que el segundo pico del colágeno sin moler pero presenta una mayor intensidad. mientras 
que el tercer pico pnieticamenle desaparece al compararlo con el del colágeno sin moler. 
Estas diferencias mucstmn que el efecto de molienda puede afeclar al colágeno presente en 
hueso, pero como anteriormenlc se ha mencionado. el trabajar con la mucslra en polvo 
pem1i1e efectuar un mayor número de análisis necesarios para la correcta interpretación del 
proceso de degradación y combustión. Por otro lado es importante mencionar que el tiempo 
de molienda para el caso de las muestras en polvo se encuentra alrededor de 1 O a 15 
minutos ya que la presencia del cristal favorece su rápida fragmenlación. 
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Fig. 37. Efecto del proceso de molienda sobre el colágeno Sigma. 
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APl~NDICE IV 

La proteína requiere obligatoriamente la presencia de oxigeno para poder oxidarse 
completamente. al ser expuesta a una atmósfera inerte de argón se observa una curva como 
la de la Fig. (38a), que presenta 3 picos endoténnicos, el primero correspondiente a la 
deshidratación a SO ºC, los siguientes a 350 y 500 ºC, en el primer caso se corresponde 
perfectamente con la T,,,., de la cxoterma del proceso de combustión. En la Fig. (38b) se 
observa una muestrn vuelta a correr en una atmósfcrn de aire después de haber sido corrida 
en una atmósfera de helio donde se encuentra ausente el oxigeno, se tiene entonces un sólo 
pico exoténnico a 400 ºC. 
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