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"RESUMEN

El tejido dseo resulta un material de interés en diferentes drcas de investigacion,
desde 1a biologia, la palcontologia, la medicina y la arqucologia hasta la ciencia de¢
materiales. Se encuentra compucsto principalmente de una fase organica y otra inorganica,
la primera constituida por colageno tipo 1 y la segunda por cristales de hidroxiapatita.
Mediante distintas técnicas, principalmentc calorimetria, se investigaron las propiedadces
térmicas del colageno cn relacion con los cristales de hidroxiapatita de muestras oscas
actuales, principalmente aqucllas que resultan de su degradacion y combustion  total.
Posteriormente, se¢ aplicé ¢l anterior anilisis a un conjunto de restos éscos de interés
arqueoldgico y palcontoldgico con ¢l fin de conocer la aplicacion de la técnica de
calorimetria al fechamiento de muestras dsecas de diferente antigiiedad.

Empleando la técnica de calorimetria y el andlisis térmico gravimétrico se analizé ¢l
colageno presente en muestras dscas actuales cn presencia y en ausencia de la fase
cristalina, obtcniéndose la temperatura Toy asociada al valor maximo dc la  sedal
exotérmica y su correspondiente Al de combustion. Asi mismo, mediante cromatografia de
gases y cspectroscopia infrarroja, sc estudioé el proceso de combustién de 1a proteina. Los
valores de Tau ¥ AH de combustion muestran que ¢l coligeno en presencia de la
hidroxiapatita tiene una menor cstabilidad térmica en comparacion con la del colageno
extraido, mediante distintos métodos, de las mismas mucstras dscas, lo cual se atribuye a un
cfecto del cristal sobre la proteina.

Al aplicar la técnica de calorimetria a los restos dscos de interés arqueolégico y
palcontoldgico se obtuvicron los valores de AH de combustién, los cuales variaron de
acuerdo a la antigiiedad de la muestra. En ¢l caso de las muestras arqueoldgicas sc ajustaron
distintas curvas de decaimiento exponencial que representan ¢l comportamiento global del
conjunto de muestras analizadas. De estas curvas se obtuvo ¢l valor de Tau (1), ¢l cual esta
definido como, cl ticmpo de vida media det colageno presente en un conjunto de mucstras
obtenido para cada una de las téenicas empleadas cn su medicidn, cs decir, ¢l valor de Tau
(1) csta en funcidn de la sensibilidad que tenga cada téenica para medir la presencia del
coldgeno en cl tejido 6sco. Este valor resulta util para comparar la calorimetria con otras
técnicas que sc han cmpleado en el laboratorio para ¢l anilisis de restos dscos, como son la
difraccion de rayos X y cl andlisis clemental mediante técnicas nuclcares. Dicha
comparacion demostré que la calorimetria resulta una técnica mis sensible para detectar ¢l
contenido de materia organica en ¢l material ésco, aunque no es especifica para cl caso del
coligeno.

Las muestras paleontoldgicas tuvicron un comportamicnto completamente distinto
de otras mucstras lo cual dificulté su interpretacion. Aun asi sc ajustd una curva dc
decaimiento exponencial y se obtuve el valor de Tau (1). Se encontré que la curva de
decaimicnto exponencial no corresponde al ritmo de degradacion del coldageno s cstas
mucstras, por lo cual se plantca la posibilidad de ajustar una curva distinta como scria el
caso de una sigmoidal.
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INTRODUCCION

El tcjido 6seo ¢s una estructura biolégica que ha estado sujeta a investigacion en
diferentes dreas como son arqueologia, mcdicina, biologia, ciencia de materiales, ete.
debido principalmente a que presenta funciones tanto cstructurales como fisiolégicas;
ticne la posibilidad de permanccer durante largos periodos de tiempo a diferencia de
otros tgjidos y ademas sirve de modelo en ¢l desarrollo de biomateriales para implantes,
protesis u otras aplicaciones. Se encuentra constituido por una fase organica y una
inorganica, que corresponden al coligeno tipo 1 y al carbonato de hidroxiapatita
[Cas(PO4,CO3);0H], (HAp), respectivamente. Existen un gran ntmero de estudios
sobre coliageno debido a su abundancia y la funcion estructural que desempena en los
organismos vivos y debido a que se encuentra asi mismo relacionado con diferentes
enfermedades humanas, algunas de cllas hereditarias. Por lo anterior, se requicre de un
conocimicnto profundo de la estabilidad estructural del colageno con el fin de entender
la rclacién que guarda con la fasc mincral, la hidroxiapatita. Lo cual permitiria
comprendcer las caracteristicas intrinsecas que presenta el hueso como un tejido ésco
junto con sus diferentes funciones.

Como técnica de caracterizacién se ha empleado la calorimetria en ¢l estudio de
proteinas para conocer su cstabilidad térmica ¢n solucién, centrandose la mayoria de las
investigaciones en el proceso de desnaturalizacion, cn cl intervalo de temperatura de los
20 a los 80 °C. Sin cmbargo ha sido poco empleada cn ¢l estudio de la degradacién y
combustion dc diferentes biomoléculas, por no dcecir sélo proteinas. El estudio del
proceso de degradacion y combustion del colageno mediante la calorimetria, ofrece la
posibilidad de conocer la relaciéon que guarda con la hidroxiapatita, debido a que la
estabilidad térmica de una proteina ticne una cstrecha relacidn con sus caracteristicas
estructurales, como son las intcracciones quimicas que estabilizan a la molécula asi
como ¢l ambiente que la rodeca. La estructura molecular del colageno tipo 1 ha sido
ampliamente investigada mediante diferentes téenicas (Prockop & Fertala 1998; Beck &
Brodsky 1998; Persikov ¢t al. 2000). De csta mancra la caracterizacidén térmica dcl
tejido Osco mediante el uso de otras técnicas analiticas tales como espectroscopia
infrarroja y cromatografia de gases abre la posibilidad de conocer la naturaleza y
comportamicnto del colageno prescnte cn muestras dscas de interés para distintas areas
como la medicina, la palcontologia, 1a arqueologia, cte.

En la arqueologia y la palcontologia, uno de los materiales de mis estudio son
los restos dscos quc sc encucntran ya sca ¢n enticrros o cn distintas formaciones
geoldgicas, segin sea ¢l caso. Respecto al estudio de hucsos arqueoldgicos, existe 1a
posibilidad de ecstablecer un método de fechamicnto que permita determinar la
antigiiedad dc las muestras halladas. Por otro lado, ¢n la palcontologia, cl establecer la
edad de un {Gsil es importante al determinar ciertas caracteristicas de la especie, a la
cual, corresponde el fésil en estudio. Determinar la estabilidad que presenta ¢l colageno
cn cl tcjido 6sco, permitirda mas adelante, analizar algunos factores, principalmente
ambicntales como pH, humedad, temperatura, tipo de suclo, cte., que presentan un
efecto sobre Ia diagénesis del colageno tipo 1 en el hueso.




Por lo anteriormente cxpuesto, los objetivos del presente trabajo son los

siguicntes:

a)

b)

)

d)

c)

Caracterizar la estabilidad térmica que prescnta ¢l coliageno tipo 1 cuando se
encuentra en presencia y en auscncia de la fase mincral, mediante ¢l uso de técnicas
calorimétricas.

Caracterizar el proceso de degradacién y combustion del coligeno tipo I en
presencia de la fase mineral, es decir en cl hucso.

Interpretar las posibles difcrencias en la estabilidad térmica de la proteina, mediante
cl uso de la Espectroscopia Infrarroja y la Cromatografia de Gasces.

Aplicar la Calorimetria al estudio de muestras de tejido 6sco de interés arqueolégico
y palcontolégico.

Obtener la relacién de los valores de entalpia de muestras de diferentes
antigiicdades.

Proponer una curva que represente las diferencias de entalpia con respecto al tiempo
para las muestras arqucoldgicas y palcontolégicas.



1. GENVERALIDADES DEL HUESO, COLAGENO E HIDROXIAPATITA.

El hucso y el cartilago, llamados también tejido dsco y tejido cantilaginoso, son dos
formas cspecializadas de tejido concectivo. Asi mismo, ¢l colageno denso es una variante de
tejido concctivo comun y por ende es no especializado. El tejido 6sco representa la parte
mis importante del esqueleto, a pesar de su durcza y resistencia, posee cierta clasticidad.
Como sc menciond anteriormente, al igual que ¢l cartilago, ¢l tejido 6sco es una forma
especializada de tejido conectivo denso, el cual, provee al esqucleto de la fuerza necesaria
para funcionar como sitio de insercion y sostén del peso para los musculos, asi como dar
cierta rigidez al organismo. Ademas, tienc funciones de proteccidon  al rodear al cercbro,
meédula espinal y parte de los 6rganos en el torax y ¢l abdomen.

1.1. Hueso.

El hueso, es una forma cspecializada de tejido conectivo en el cual, la matniz
cxtracelular sc encuentra mincralizada, otorgandole fuerza y rigidez al esqueleto, al mismo
ticmpo, participa cn la homeostasis del calcio en cl cuerpo. Esta compucsto de una matriz
orgdnica cn dondec se¢ dcpositan sales de calcio. El colageno tipo 1 constituye
aproximadamente ¢l 95% de dicha matriz, ¢l 5% restante, estd compucsto de protecoglicanos
y diferentes tipos de proteinas distintas al coligeno. Las sales cristalinas que sc depositan
sobre la matriz organica bajo control ccluliar, sc conforman principalmente de calcio y
fosfatos cn la forma de carbonato de hidroxiapatita.

Morfolégicamente, existen dos formas de hueso: el cortical o compacto y el
trabecular o esponjoso (ver Fig.1). En ¢l hucso cortical, las fibrillas dc colageno quc sc
cncucntran densamente empacadas, forman laminillas concéntricas, micntras que las
fibrillas cn las laminas adyacentes sc organizan de forma paralela. En ¢l hucso trabecular, la
matriz s¢ cncuentra poco organizada, lo cual, provoca que s genere una cstructura porosa;
las diferencias entre cstos dos tipos de huesos son de tipo estructural y funcional. Las
diferencias en los arreglos estructurales estan relacionados con sus respectivas funciones. El
hueso cortical tiene funciones mecianicas y de proteccion, micntras que ¢l hucso trabecular
prescnta funciones metabdlicas.

i
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B ‘_‘a?g\ e3P0 Hueso compacto
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Fig. 1. Esquema de hueso esponjoso y compacto.




En el hueso, sc¢ cncucntran presentes cuatro diferentes tipos celulares, los
ostcoblastos, ostcoclastos y células de revestimiento que se cncuentran presentes en la
superficie del hucso, micntras los ostcocitos s¢ hallan ¢l interior. Los ostcoblastos son los
responsables de la produccién de la matriz del hucso, scerctan la colageno tipo | y otras
proteinas. Asi mismo, regulan la mineralizacidon de la matriz. El osteocito se encarga del
mantenimicnto dec la matriz, ya que tienc la capacidad de sintetizarla v reabsorberla, Las
células de revestimiento, son células inactivas que cubren la superficic del hueso gque no se
encuentra ¢n formacion o rcabsorcidon. Por otro lado, los osteoclastos tienen {a funcion de
reabsorber el hucso. Entre todos sc lleva a cabo la coordinacién de las actividades celulares
durante el desarrollo y maduracion del hueso.

La formacién del tejido osco s¢ da mediante un proceso  directo  Hamado
intramembranoso o mediante un proceso indirecto conocido como endocondrial. Ambos
requieren de un sistema vascular bien desarrollado para claborar ¥ postenormente
mincralizar a Ia matriz extracclular. La osificacién intramembranosa, se lleva acabo durante
el desarrollo embrionario, mecdiante la transformacion directa de las  células  del
mescnquima cn ostcoblastos. Este tipo de osificacion para hucsos enteros esti restringida
para hucsos crancalcs, faciales, partes de 1a mandibula y la clavicula. Los hucsos que
participan en articulaciones y sosticnen cl peso del organismo, se forman a partir de
osificacién endocondrial, cn ecste caso, ¢l mesenquima embrionario s¢ transforma en
cartilago que rige la posicidn y la forma que ¢l futuro hueso tendra.

1.2. Colageno.

El colageno tipo I cs la protecina extracelular mas abundante en ¢l tejido dsco. La
familia dec los colagenos pucde ser definida como un grupo de proteinas cstructurales de la
matriz extracclular que conticnen uno o mis dominios que presentan ta conformacion de
triple hélice. El coligeno tipo I junto con la tipo 11, tipo III, tipo V y tipo IX forman el
grupo de los colidgenos fibrilares, su caracteristica distintiva es que consisten cn una extensa
y continua triple hélice que sc organizan cn fibrillas y fibras. Estas presentan una fucrza de
tension muy alta y proporcionan la base cstructural del hueso, la picl, arterias v venas,
intestinos y cdpsulas fibrosas dec algunos organos. El coliageno tipo 1 ¢s la protcina mas
abundante en vertebrados, encontrandosc en hueso, tendones, ligamentos y picl.

El coldgeno tipo I sc traduce como un propétido ¢l cual, por accion de proteasas
especificas picrde la region anterior y posterior de la molécula, dando origen a la molécula
de colageno, la cual, sc acomoda ¢n las fibras de forma paralcla, cada una con una longitud
de 300 nm y un espacio entre ¢l final de una ¢ inicio de otra, ¢l carboxilo terminal y amino
terminal respectivamente, de 40 nm. Este arreglo explica ¢l bandeado blanco y negro que
presenta la molécula al ser observada cn el microscopio clectronico.

Sc sabe que la estructura molecular de ¢l colageno tipo 1. estd compucsta por dos
cadenas al y una cadena a2 que juntas forman una triple hélice derecha, mientras que
individualmente forman hélices izquierdas. Cada cadena esta compucsta por una seric de
tres residuos de aminodcidos, Gly-X-Y. donde “X™ por lo comtin ¢s prolina ¥ Y™ por lo
comun es hidroxiprolina. Estos dos residuos se encuentran situados al exterior de la triple
hélice, mientras que la glicina, por ser ¢l aminodcido mas pequeio se¢ acomoda



adecuadamente en ¢l centro dc la estructura (Bilezikian, 1996). Existen paramctros
estructurales con respecto al coligeno (Beck and Brodsky, 1998):

Sccuencia (Gly-X-Y)n
Parametros dc hélices simples
Direccion de torsion izquierda
Residuos por cada vuelta 3.33
Altura por residuo (A) 2.86
Radio de Ia hélice, Ca (A) 1.5
Parametros dc triple hélice
Dircccion de torsion derecha
Radio de la triple hélice (A) 28
Longitud de la triple hélice (A) 85.5

El colageno tipo I ticne una alta estabilidad térmica debido principalmente al arreglo
estructural que presenta y a los enlaces quimicos, débiles y fuertes, como son los puentes de
hidréogeno miediados por las moléculas de agua. Los puentes de hidrégeno se encuentran
entre las cadenas que forman la triple hélice, formados entre los grupos amino y carboxilos
del esqueleto de la cadena polipeptidica. Existen enlaces covalentes entre las triple hélices
adyacentes cuando forman fibrillas, y cn 1a region de los espacios entre ¢l final de una triple
hélice y el inicio de la siguiente.

El alto contenido de Gly, Pro y Hyp en cl coligeno sugicre que la conformacion
polipeptidica del esqueleto se parezca a las hélices de poliprolina 11 vy poliglicina Il. La
molécula de colageno tipo 1 no ha podido ser cristalizada. Solamente se han podido
cristalizar péptidos tipo colageno sintctizados cspecificamente con ¢se propodsito (ver
Fig.2).

HIDROXIPROLINA
TRIPLE HELICE DE COLAGENO /
Q,
M&‘\*W
MOLECULA DE COLAGENO I
b PROLIN
GLICINA

Fig. 2. Esquemas de la molécula de coligeno.



El colidgeno de hucso presenta entrecruzamicentos caracteristicos de los tejidos a
base de colagenos. Dichos entrecruzamicntos, surgen a partir de 1a accion de Ia lisil oxidasa
que actiia oxidando los residuos de hidroxilisina y lisina que se encuentran presentes en la
region terminal de la triple hélice, lo cual, genera grupos aldehido en sus respectivas
cadenas laterales, lo que permite que interactuen con otros residuos de hidroxilisina y lisina
(Fig. 3). Estas Gltimas rcacciones que se Hevan acabo para originar ¢l entrecruzamiento se
menciona son espontancas (Eyre, 1990). Los entrecruzamicntos son de especial importancia
ya quc le otorgan una alta ecstabilidad a las fibrillas dc¢ coliageno. Se menciona quc
posteriormente puede llevarse a cabo un tercer entrecruzamicento, obteniéndose finalmente
dos clases de entrecruzamicentos tipo pirridinolina, como la hidroxilisil pirridinolina y la
lisilpirridinolina. Los entrecruzamicntos tipo pirridinolina son caracteristicos del colageno
dec hueso, aunque sc encuentran cn concentraciones bajas debido a que su formaciodn
requicre de un proceso denominado maduracion que no se lleva acabo facilmente debido al
proceso de mincralizacion de las fibras y a la constante reabsorcion y formacion detl tejido
osco.
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Fig. 3. Diagrama de la formacién de los entrecruzamientos entre moléculas de coligeno.



1.3. Hidroxiapatita

Con respecto a la estructura molecular y la nucleacién de cristales de carbonato de
hidroxiapatita sc partc de la estructura atémica de la hidroxiapatita (HAp), de la cual sc
postula que por medio de sustituciones de distintos grupos sc origina ¢l carbonato de HAp;
la estructura de la HAp sc obticne a partir de analisis de patrones de difraccion de rayos X,
la descripcidn del cristal se basa en la caracterizacion de la celda unidad, la cual tiene la
férmula Caio(PO4)e(OH)2, su estructura cristalina pertencce al sistema hexagonal con
simetria descrita por ¢l grupo espacial P63/m (Fig.4). Presenta dos tipos de calcio, Ca(1)
que forma policdro de coordinacion 9 y Cu(2) coordinado con 6 atomos de oxigeno y un
grupo OH- con ¢} cual este Gltimo Ca completa un poliedro de coordinacion 7. También
presenta fosfatos PO+> que unen las columnas de Ca(l) mediante tres oxigenos en una
columna y otro oxigeno en otra (Heredia, 1998). Se ha propucsto que la nucleacion de los
cristales de HAp pucde darsc a partir de precipitacion directa o mediada por cristales de
fosfato octocilcico (CagHz (PO4). H20) . Dichos cristales presentan gran similitud con los
de Hap; un hecho que ningiin otro tipo de cristal presenta cs la misma coordinacion 9 para
el Ca(l) y sicndo quec los cristales de fosfato de calcio presentan varias fases solidas sc ha
propuesto que a partir de los cristales de fosfato octocidlcico se forman cn su superficie
cristales de HAp (los cualcs posterionmente pucden sufrir sustituciones que den origen al
carbonato de HAp) micntras los primeros sc van disolviendo o hidrolizando en apatita
(Brown, 1962).

CALCIO (1)

FOSFATO

\ CALCIO (2) /

Fig. 4. Modclo de la estructura cristalina de la Hidroxiapatita con sus respectivos poliedros de coordinacién.



Asi mismo, sc ha propuesto que los grupos carbonatos ocupan los lugares de los
grupos fosfatos en la HAp con la ayuda de una molécula de agua. Otra posibilidad. no muy
clara, ¢s que los grupos carbonatos sustituyan a los OH-. Para ambos casos se ha reportado
la obtencién sintética de cristales de apatita carbonatada asi como su crecimiento a partir de
un flujo de CaCOs cn ausencia de agua y mediante un enfriamiento rapido (Sutsugu,
1999). Otros trabajos mencionan que el crecimiento de los cristales de carbonato de HAp,
no presentan un crecimiento preferencial en alguna direccion (LeGeros, 1967).

1.4. Trabajos Previos Realizados en ¢l Laboratorio.
1.4.1. Mucstras Oseas Actuales.

Se han realizado ¢n ¢l laboratorio de Metalurgia del Depto. de Estado Sélido del LLF.
cstudios dc tipo morfoldgico y cstructural en hucsos de distintas antigiledades y de
diferentes clases de vertecbrados, principalmente de la apatita biologica, la fase mineral,
presente en cllos. Asi mismo, s¢ han propuesto modclos para la estructura del carbonato de
hidroxiapatita a partir dc parimectros rcticulares obtenidos cxperimentalmente (Heredia,
2000). En cl mismo trabajo, se ha cmpleado la técnica de rayos X para cstudiar
estructuralmente fases cristalinas y hasta cierto punto fascs amorfas para implementar una
técnica que permita semicuantificar la fase orgénica con respecto a la inorganica, y obtener
una evaluacién dcl método de fechamicnto relativo por coligeno residual.

1.4.2. Muestras Oscas Arqueol6gicas.

Anterior al presente trabajo, Heju Jang habia realizado su tesis de maestria
cvaluando la aplicacién de un método de fechamiento por coligeno residual en las mucstras
arqueolégicas que sc emplearon en este cstudio. Establece un criterio para la seleccion de
mucstras que analizé, con el fin de obtencr un margen de crror minimo cn ¢l cdlculo de la
tasa de pérdida del coldgeno cn las mucstras 6scas y establccer, con esa medida, un método
de fechamiento relativo. Los requisitos para scleccionar una muestra cran, la ausencia de
patologia, que pertenecicra a una persona adulta, ¢l tipo de enterramiento, asi como, que sc
tengan las mismas condiciones climaticas, de humedad y temperatura para cvitar
variaciones que interfieran en los resultados. Por consiguicnte, Heju Jang limité el mucstreo
de restos Gscos a una sola regién climatica bien definida, como lo es la Cuenca de México,
por tratarsc de un dreca donde se han cfectuado estudios climatoldgicos completos y por
haber sido ocupada por ¢l hombre desde una época muy temprana, y ademas, porque
existen cn clla un gran nimero de sitios donde, durante la época prehispanica y colonial, se
cfectuaron entierros. Lamentablemente, menciona en su tesis, algunos de los restos dscos
no cumplen con los requisitos de sceleccion, sin embargo fucron analizados para tener un
suficiente niimero de muestras que resultaran representativas, micentras que otras muestras
definitivamente no fueron estudiadas. Esto implico que obtuvicra algunos resultados no
espcrados, los cuales pucden también cstar retacionados especificamiente con ¢l origen de
los cjemplarcs.



1.4.3. Muestras Oscas Palcontolégicas.

En cl laboratorio solamente se han estudiado mucstras palcontoldgicas cn ¢l trabajo
de Heredia, en especifico una muestra de costilla de Sirenio de 15 millones de anos. Esta
muestra s¢ analizé mediante difraccion de rayos X, DRX, microscopia clectrénica de
barrido, MEB, y calorimetria de barrido diferencial, CBD. Sc logré modclar la inclusion del
CO;3" en la estructura de la hidroxiapatita mediante la metodologia Rictveld, que ajusta un
patrén de difraccion calculado con otro experimental. Mediante la microscopia se obsernvo
que la muestra presenta una alta mineralizacion siendo que ha perdido la fase organica
ademds del hecho que los Sirenios presentan sus hucsos muy mincralizados. Con la
calorimetria s¢ obtuvo una curva termoanalitica de muy baja intensidad, pero que aun asi
muestra la presencia de material orgianico en el hueso.

1.5 Caracteristicas Generales del Colageno de Hueso Antiguo.

El tgjido o6sco, presenta la caracteristica de scr cn 1a gran mayoria de los casos la
estructura de origen biologica mcejor preservada con respecto al tiempo. Sobre estos restos,
se han realizado diversos estudios para conocer su estado de preservacion y obtener
informacion con respecto a su  antigiledad.  Estos  estudios van  desde  aspectos
macroestructurales hasta aquellos que implican los cambios quimicos, tanto en la fase
organica como la inorginica. A cste conjunto de cambios s¢ le denomina proceso
diagenético, cl cual, es resultado de las caracteristicas propias del hueso al momento de la
muerte del organismo junto con las condiciones ambicntales (condiciones de enterramiento)
a las cuales sc encuentra sujeto durante un dcterminado periodo de ticmpo. El proceso
diagenético varia de un ambicnte a otro y cs dependiente de una alta variedad de
interacciones, que incluyen factores biologicos, quimicos y fisicos.

Existen parametros cuantificables que muestran cl estado de preservacion del tejido
dsco que posibilitan dilucidar bajo qué condiciones ha estado sujcto ¢l hueso y asi mismo,
establecer su antigiiedad rclativa. Estos parimetros son principalmente la integridad
histolégica del tejido, la pérdida de colageno, €l aumento de la cristalinidad y ¢l cambio de
la porosidad (Hedges, ct al. 1995).

Para entender los cambios que presenta ¢l colageno en muestras arqueologicas y
paleontoldgicas, es importante tomar cn cucnta los factores que participan cn mayor
proporciéon ¢n su degradacion. Las proteinas presentes cn hucsos fosiles, consisten
usualmente en remanentes o fragmentos de la estructura original, que pueden ser desde
péptidos hasta aminodcidos libres. De cstas proteinas, la que se encuentra en mayor
proporcion es ¢l coligeno, habiendo una menor cantidad de proteinas diferentes al colageno
quc pueden preservarse, asi como proteinas que se menciona se incorporan al hueso durante
cl proceso diagenético y no son originarias de dicho tejido (Grupe, 1995). También cs
necesario mencionar ¢l papel que cl cristal tiene en proteger a las moléculas organicas del
tejido dsco, permiticndo que la degradacion de las mismas se vea retardada, de ahi que la
disolucion de la fase minecral y el aumento de la porosidad del hucso, tienen un cfecto
negativo sobre la permanencia de las proteinas, principalmente aqucellas que presenten
mayor solubilidad. Por esta razén, las moléculas orgdnicas solubles son dificilmente
cncontradas en los huecsos fosiles.



El factor inicial de la degradacién del colageno cs la descomposicién que originan
distintos organismos presentes en cl suclo proximo al tcjido, que son capaces de secretar
distintas proteasas y peptidasas que atacan cspecificamente a las proteinas. Esto se debe a
que ciertaus moléculas como ¢l coliageno, no pucden ser introducidas a través de la
membrana de dichos organismos descomponedores, por lo que requicren de exoenzimas
para degradar este tipo dec polimeros en moléculas de menor tamaiio (Childs, 1995).
Cuando cstas exocenzimas no pueden acceder al tejido 6sco debido a la presencia de 1a fase
mineral, sc origina un scgundo mecanismo dec degradacion, donde ¢l coliageno se va
lentamente hidrolizando hasta que las cadenas son dc un tamafo lo suficicntemente
pequefio para ir salicndo de la estructura del hueso (Collins, et al. 1995). Este scgundo
mecanismo sc lleva acabo durante largos periodos de tiempo, de miles a millones de afios, y
cs dependicnte de la humedad relativa del medio en el cual se encucntra ¢l tejido. Por esta
razén, sc menciona que la pérdida de colageno sc debe mas a la quimica del suclo
circundante al hueso que a la accién de los microorganismos, los cuales, sélo podrian actuar
sobre las moléculas superficiales que sc encuentran mias cxpuestas.

Durante la diagénesis del hueso, no todos los procesos son deletércos para las
proteinas, puesto quc se¢ han descrito algunos tipos de reacciones que introducen
entrecruzamicntos, en las moléculas del coldgeno. La formacidn de entrecruzamientos no
especificos s¢ gencra mediante diversos mecanismos quimicos (van Klinken, ct al. 1995).
Una clase cs la cual sc lleva a cabo con compuestos himicos cxégenos. Los compuestos
himicos son moléculas complejas, predominantemente aromdticas, hidrofilicas, que
presentan pesos moleculares de cientos a miles de daltones. Se forman a partir de
carbohidratos de origen animal y vegcetal, mediante una reaccién amino-carbonil de
azucares reducidas con grupos aminos libres de difcrentes proteinas. Se ha propuesto que
los compucstos hiimicos, también se pueden generar in situ con ¢l coliageno del tejido 6sco
de huesos antiguos, aunque no sc ticne bien cn claro el tipo de entrecruzamiento quc se
genera entre ambos, por 1o que pueden estar presentes intecracciones del tipo hidrofébicas y
Van der Waals, asi como uniones iénicas y covalentes, pero cstas deben de ser iguales de
fucrtes como las que estabilizan las interacciones cntre las triple hélices de coligeno (van
Klinken, ct al. 1995).
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2. ASPECTOS TEORICOS DE LLOS METODOS EXPERIMENTALES.
2.1. Aspectos Termodinamicos.

La termodindamica permite utilizar métodos generales para ¢l estudio y comprension
de los fendmenos fisicos compliejos. Los unicos conceptos y magnitudes que intervienen en
termodinamica son las propicdades macroscépicas de la materia que se pueden medir
experimentalimente, de modo que se puceden conocer y relacionar estas propiedades. Dentro
de estas magnitudes sc ecncuentran, entre otras, la presion, £; ¢l volumen, ¥; la temperatura,
7 la cnergia, E; las cuales se cmplean para cspecificar ¢l estado de un sistema
termodinamico, por lo cual, sc denominan como variables o funciones de estado, ya que sus
valores dependen solamente del estado del sistema termodinamico. Un aspecto importante
de las funcioncs de estado, cs que cuando se altera ¢l estado de un sistema, la variacion que
experimenta cualquicr funcion de estado depende solamente de los estados inicial y final
del sistcma.

La primera ley de la termodinimica cnuncia que cualquicr cambio de la encrgia
intema de un sistema es la suma del calor, O, comunicado al sistcma menos el trabajo, w,
realizado por ¢l sistema:

AE=Q - w (2.1.1)

El hecho de que la cnergia interna sca una funcién de estado, tienc una utilidad
inmediata en el estudio de procesos quimicos. El valor del cambio de energia, AE, para una
reaccién quimica rcalizada a temperatura constante ¢s una medida cuantitativa de los
valores relativos de las fucrzas de enlace y de las fuerzas intermoleculares de los reactivos
y productos. Teniendo en cuenta la ecuacién (2.1.1) y utilizando la expresién dcl trabajo
mediante presién y volumen, se puede hallar ¢l valor de AE para una rcaccién quimica
pucsto que:

dE = d(Q) - PdV (2.1.2)

En condiciones de volumen constante, la variacién de la energia interna cs igual al
calor absorbido por cl sistema. En condiciones de presién constante, que cs la forma mas
frecucnte en que se realizan las reacciones quimicas, la energia interma no es igual al calor
absorbido por ¢l sistema. Para poder caracterizar las rcacciones quimicas a presién
constante, sc emplea entonces ¢l concepto de entalpia, #, cl cual ¢s otra funcidn dc estado y
se define por la ecuacion:

H=E+PV (2.1.3)

Algunas de las propicdades de la entalpia sc pueden deducir hallando su diferencial dH a
partir de 1a ccuacién (2.1.3):

dH = dE + d(PV)
dH = dE + PdV + V dP (2.1.4)



Sicndo que sc estan considerando procesos bajo presion constante, ¢l término
V dP = 0, quedando la ecuacién de la siguiente forma:

dHf = dE+ Pdb (2.1.5)
Sius't‘iv‘l'uycnd‘() la cchaéién (2.1.2) en la ccuacién anterior, se obticne:
dH =dQ - PdV + P dV
Y ﬁénlmcmq:
| dH = dQ (2.1.6)

Esto nos lleva al hecho de que la variacion de 1a entalpia es igual al calor absorbido,
solamente cuando un proceso sc realiza a presion constante. Para cualquicr proceso a
presion constante en que cl sistema desprende calor, el valor de A/{ ¢s un numero negativo,
lo cual indica que ¢l estado final del sistema ticne una entalpia menor que ¢l cstado inicial,
y se llama proceso exotérmico. Por otra parte, si un sistcma absorbe calor, ¢l valor del A#
cs positivo y ¢l proceso sc dice que ¢s endotérmico.

2.2. Calorimetria de Barrido Diferencial.

La calorimetria de barmido diferencial, CBD, ¢s un método que permite la medicion
directa y precisa de distintos pardimectros termodinamicos, como la entalpia, la entropia, la
temperatura maxima y la capacidad calorifica, asi como la obtencidén de informacién
respectiva a mecanismos de transiciones dependientes de la temperatura.

Existen dos tipos de calorimetros de barrido diferencial, el de compensacién de
potencia y el de flujo de energia. El principio de opcracion de la CBD para ¢l caso de la
calorimetria de compensacion de potencia es ¢l siguiente: en ¢l instrumento se encuentran
dos ccldas idénticas, en la primera sc sitia un crisol de aluminio, en ¢l cual, sc introduce 1a
mucstra bajo investigaciéon, micntras que la scgunda celda sirve de referencia, por lo que sc
coloca un crisol de aluminio vacio. Ambas ccldas son calentadas por flujos de calor
similares y constantes, si las dos muestras presentan propicdades termodiniamicas idénticas,
la temperatura dentro de las ccldas cambiard idénticamente, 1o que da origen a la seial
conocida como linca basc que en condiciones ideales, a lo largo de todo ¢l intervalo de
temperatura del tratamiento, se presentard como una linea recta. Por otro lado, si las dos
muestras dificren en dichas propicdades, una diferencia de temperatura entre ambas surgira.
En ese instante, un sistema clectréonico cambia ¢l régimen de calentamicnto de las celdas de
forma que las temperaturas entre estas sc igualen. El valor del flujo de calor adicional
requerido para esta compensacion de temperatura, ¢s transformado mediante un jucgo de
termopares cn una sciial eléetrica, que cs medida por cl calorimetro en mW y graficada
contra la temperatura para obtener asi una curva termoanalitica, que refleja la diferencia de
las propicdades entre Ia muestra bajo investigacion y la referencia. Esto significa que existe
un cambio de la cnergia interna de la mucstra durante cl intervalo de temperatura en que se
aprecia dicho proceso.




'En el caso dc la calorimetria de barrido diferencial mediante flujo de calor, sélo
cxiste una sola celda de calentamiento, en la cual se introducen ambos crisoles. El
instrumento ticne instalado un programa de computo, que convierte la diferencia de voltaje
obtenida a partir del termopar, que anterionmente habia sido amplificada, en energia por
unidad dc tiecmpo, cn este caso miliwatts (mW), que ¢s graficada contra la temperatura
hasta la cual se rcalizé ¢l analisis. Esta técnica fue la empleada en ¢l presente trabajo
tenicndo el instrumento una sensibilidad de 10 pW.

Existen dos tipos de¢ curvas termoanaliticas, exotérmicas y endoténmicas. ambos
procesos s¢ representan como picos en ¢l termograma con una temperatura maxima de la
transicién que estin caracterizando. Asi mismo, existen también otras propicdades
termodindmicas que no s¢ presentan como picos, estas originan un cambio de la linca base
o un cambio de pendiente. Asi es posible caracterizar transicionces vitrcas y la capacidad
calorifica de un compuecsto.

El analizador térmico pemiite obtener distintos parimetros termodinimicos
experimentalmente, como la capacidad calorifica y 1a entalpia. A continuacion se presenta
una ccuacién para obtener la constante de cclda del instrumento, a partir de la cual, uno
puede obtener una ecuacidn para la obtencion de la cntalpia de un compuesto. La ecuacién
para obtencr la constantc de celda del Manual de Operacion del Calorimetro cs la siguiente:

AH -m
= ——————— 2.2.1
£ 60-4-B-AQs ( )

donde E es la constante de celda, AH cs la cnlalpm (J/g), m cs la masa de la muestra (mg),
A cs cl drea bajo la curva del termograma (cm?), B corresponde a los valores sobre ¢l ¢je de
las abscisas (min/cm) y AQs a los valorcs sobre el ¢je de las ordenadas (mW/cm). Como sc
observa, cl trabajar con centimetros presuponc la utilizacién de una impresion del
termograma sobre la cual realizar las medidas. Para simplificar este procedimicento, sc
empleé el programa Origin 4.1, mediante cl cual se obtiene ¢l drea bajo la curva en [mW x
°C], pero esto provoca los siguientes cambios en la ecuacién (2.2.1).

Flujo de
calor
Wi

51

T
1
Thempo [seg]

Fig. 5. Grifica donde se muestra un proceso térmica del calor liberado con respecto a la temperatura,
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». .- Como’se. muestra en la anterior figura 5, sc tienc un termograma de determinados
valores de q" en funcién del tiempo *“t”, donde

q'= IZI —» s¢-mide-en - [mu’all.\'] (2.2.2)

de ahi que la entalpia pueda scr medida a partir de la siguicnte integral,

(24
At = [q'ar (2.2.3)

Cuando se realiza un andlisis de calorimctria de barrido diferencial la muestra se
somete a una velocidad de calentamicento especifica [v], cl cual se especifica en [°C / seg],

AT dT

v= —Al_ = (2.24)
B del cual se obtiene,
1
dt = —‘;dT (2.2.5)
sustituycn_i_io (2.2.5) en (2.2.3) sc llega a,
1 [>]

= ; '_!'q'dT (22-6)

ahora los limites de integracién son Ty = T(t)) y T2 = T(f2) y lo que sc tiene dentro de la
integral corresponde a [mW x °C] quc es igual al érea [a) bajo la curva de la figura 5, dando
como resultado,

«
AH =— 2.7

v

En cl analisis de calorimetria de barrido diferencial 1a velocidad de calentamicnto se
da en unidades de [°C / min] y en la ccuacion (2.2.4) el At sc da en [scg] por lo cual resulta
necesario introducir en la ccuacién (2.2.7) un valor de 60 para obtener asi [min] como cs
utilizado en el instrumento. Ademas se debe introducir la constante de celda “E™ quc csta
relacionada con la obtencion del AH como se muestra ¢n la ecuacion (2.2.1). con lo cual s¢
obtienc,

AH = 60% E (2.2.8)



por ultimo, la entalpia quc hasta ahora se ha mancjado debe ser expresada en funcién de la
masa [m]de la muestra utilizada en la medicion, para tener un valor significativo del AH y
que pueda scr comparado con otras mucstras. Siendo csto cierto, tenemos que,

arr=2_ o4
m

E (2.2.9) -

myv

donde AH’ es justamente ¢l valor entalpia por unidad de masa dc la muestra. Las unidades
de esta AH’ son las siguientes,

‘ L AmwecCl
[mg]-[°C-min] g

Finalmente, se tienc la ccuacion (2.2.9) cn la cual, se utilizan los datos obtenidos del
area directamente a partir de la integracién de la curva hecha mediante ¢l programa Origin
4.1, junto con la masa y la velocidad de calentamicnto empleados en ¢l experimento.

2.3. Andlisis Térmico Gravimétrico

El andlisis térmico gravimétrico cs ¢l estudio de los cambios de peso de una muestra
cen funcién de la temperatura o el tiempo, ¢n presencia de una variedad de atmdsferas
controladas. La técnica es til en situaciones donde se dan transformaciones que conllevan
la absorcién o liberacién de gases de una mucstra que consiste de una fase condensada. La
muestra se sitiia en una charola de platino que sc encuentra en el horno y cstd suspendida de
una balanza de alta precision, el homo posce una resistencia de baja masa témmica que
pucde ser enfriada o calentada riapidamente. Un termopar se encucntra cercano a la charola
sin entrar cn contacto con clla para llevar cl registro de 1a temperatura dentro del homo. La
balanza cstd compensada clectrénicamente de modo que la cazucla no se mucva cuando la
muestra ganc o picrda peso.

La muestra sc somete a una velocidad de calentamicnto cn un intervalo de
temperatura que pucde ir desde temperatura ambiente hasta 1000°C. En ¢l analizador se
cmplea un fluyjo de gas, el cual mantienc a la muestra en una atmdsfera incrte, reductora u
oxidante scgin sea cl caso, que arrastra los productos volatiles de las distintas reaccioncs
que presente la muestra debido al tratamiento térmico. El flujo del gas es casi laminar, por
lo que no afecta las mediciones al provocar movimicnto de la charola. El flujo de gas, bajo
y constante también sirve para cvitar que los productos reaccionen o se impregnen en las
parcdes del ATG.

2.4. Espectroscopia Infrarroja

La radiacidén infrarroja, es una radiacion clectromagnética situada entre la regidn
visible (mas alld de la parte roja) y la region de microondas, formada por un campo
eléctrico y un campo magnético oscilantes con la misma frecuencia y perpendicular a la
direccién de propagacion de la radiacién. Se caracteriza por una frecucencia de oscilacién y
una longitud de onda, relacionadas a través de la formula
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c=vA

- donde ¢ es la velocidad de la luz en ¢l medio (en m/scg), v es la frecuencia (en Hz) y 2. es la
longitud dc onda (en m). El llamado nimcro de onda sc define como K = 2a/A y se expresa
en cm”. El uso de ntimero dc onda cs utilizado muy frecuentemente en espectroscopia
infrarroja. En ¢l intervalo de 10000-100 em’™ la radiacién infrarroja cs absorbida
tipicamente por las moléculas organicas y convertida en cnergia de vibracion molecular. El
nimero de onda de una linea del espectro es directamente proporcional a la variacion de
cnergia existente de los niveles encrgéticos de los diferentes estados en que pueden existir
los itomos o moléculas; por csto, en espectroscopia sucle considerarse ¢l em™ como una
unidad de cnergia.

La regidn del infrarrojo se divide en tres regiones conocidas como ¢l proximo o
cercano, ¢l medio o fundamcnlal y ¢l lgjano que abarcan a los niamero de ond.l desde
13,333 cm™ hasta 10 cm™. El infrarmrojo medio comprende entre 4000 - 400 cm™ y cn esta
regién aparccen las bandas dc absorciéon debidas a las vibraciones fundamentales de las
moléculas (estiramicento, flexiéon y balanceo) por lo que es la mas importantc y mas
cmpleada en espectroscopia infrarroja.

La cspectroscopia infrarroja, sc basa cn las reglas de scleccion cudnticas y en el
hecho de que la oscilacién o vibracion que presentan los atomos que conforman una
molécula, ticne una frecuencia de la misma magnitud que 1a de 1a radiacidn infrarroja por lo
que sc da una absorcién de la energia de la radiacién por parte de tas moléculas. El espectro
infrarrojo es el registro del porcentaje de la radiacidn absorbida por una sustancia en
funcién del niimero de onda de la radiacion infrarroja incidente. E) espectro de absorcidn,
se obticne por la irradiacion con luz infrarroja de sucesivas frecuencias y por la medida
simultanca de la intensidad dc la radiacién transmitida. Un espectrografo consta de tres
partes fundamentales. La fuente cmisora de radiaciéon infrarroja continua, el sistema
dispersivo quc sc encarga de scparar la radiacién segin su longitud de onda y proporciona
haces a frecuencias conocidas, y un detector que mide la intensidad de cada uno de estos
haces de radiacion infrarroja para ser posteriormente transformados en una seilal cléctrica
que nos da finalmente cl espectro.

Antcriormente sc¢ ha empleado ¢l FTIR para la determinacion de la estructura de
protcinas. Las primeras aplicaciones fucren en la determinacién cuantitativa de estructuras
secundarias por lo que este método ofrece infermacion aplicable al anadlisis de la estabilidad
de proteinas. Los cstudios rcalizados sc enfocan principalmente al analisis del enlace
peptidico siendo la regién de la Amida 1 entre 1600 y 1700 em’ la mas emplcada. La
absorcion de luz infrarroja por los cnlaces peptidicos en esta regién surge en primera
instancia por las vibraciones de estiramicnto del C=O y en scgundo de contribuciones
menores del csummlcmo de C-N y deformuacion del C-C-N. La region de la Amida II
(1500-1600cm™ ) es empleada de forma ocasional para los andlisis conformacionales v esta
representada principalmente por seiales del doblamiento del N-H y cn mienor proporcion
por cl cstiramicnto de C-N. Las bandas de Amida de mayor y menor frecuencia (Amida A,
Amida B y Amida I11-VIl) son de menor intensidad o estan menos caracterizadas por lo que
no son tan freccuentemente utilizadas.



En la tabla 1, sc muestran las asignacioncs de la regién de la Amida | aceptadas hoy
en dia para las respectivas bandas de absorcién de varias estructuras sccundarias. En
algunos casos, no se tiene la completa scguridad de la asignacion debido a la falta de un
mayor nimero de andlisis en diferentes proteinas, ademas de que sc deben de considerar las
contribuciones de las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos, aun asi se menciona
que sc han empleado estas asignaciones para el caso de la Amida I con bucnos resultados
(Middaugh, ct al. 1995). El emplco dc las asignaciones de la region de la Amida I ha
resultado mas dificil ya que las alfa hélices (1550 y 1520 em™) y las hojas beta (1530 y
1560 cm") producen bandas cn nimeros de onda cercanos, ademas las estructuras al azar

dc 1a proteina también aparccen en csta regién, por lo comin entre 1536-1550 cm™.

Tabla 1. Asignacion de las bandas de absorcion de Ia region de la Amida 1 para diferentes
estructuras sccundarias.

ESTRUCTURA SECUNDARIA | NUMERO DE ONDA (cin’)
o Hélices | 1650-1658
| 1630-1640 (posiblementc)

| ~1640 (posiblementc)

Hélices 3)0 Ei : o i
1 1660-1670 (poli-B-benzil-aspartato)

Hélices izquic

Hélices Poli(L-Pro) ~1630
I 1630,1644,1660 (colagena)
Hoja 3 1670-1680
77777 1620-1640 (varios componentes)
Vueltas 1680-1700 (varios componcntes)
Giros y Regionces desordenadas 1645-1655 (4 varios componentes?

2.5. Cromntogrni‘ia de Gases

La cromatografia, ¢s un método que permite scparar componentes estrechamente
relacionados en mezcelas complejas. La muestra se disuelve en una fase moévil, la cual sc
hace pasar por una fase cstacionaria inmiscible que se mantiene fija. Las dos fases sc cligen
de tal forma que los componentes de 1la muestra se distribuyen de modo distinto entre la
fasc movil y la fase estacionaria. En la cromatografia de gases especificamente, 1a muestra
se volatiliza y sc inyccla en la cabeza de una columna cromatogrifica. La elucion sc
produce por ¢l tlujo de una fase movil de un gas incrte, y a diferencia de la mayoria de los
tipos de cromatografia, la fase movil no interacciona con las moléculas de la mucestra
analizada, su inica funcién es la de transportar la mucstra a través de la columna.

La cromatografia de gas-solido, sc¢ basa en la adsorcién de sustancias gascosas sobre
superficies sélidas y es aplicable principalmente para la separacion de ciertas especies
gascosas de bajo peso molecular tales como ¢l sulfuro de hidrégeno, 6xidos de nitrégeno,
monoéxido de carbono, didxido de carbono y los gases nobles. Esta cromatografia se puede



llevar acabo en columnas de relleno que sc fabrican con tubos de vidrio, mctal (acero
inoxidable, cobre, aluminio), o de teflén con una longitud caracteristica de 2 a 3 m y un
didmetro interno de 2 a 4 mm. Estos tubos sc cmpaquetan densamente con un material de
relleno sélido, finamente dividido y homogénco que consiste en bolas de polimeros porosos
de tamafio uniforme quc se fabrican a partir de estireno polimerizado con divilbenceno. El
tamafio dc poro cn cstas bolas es uniforme y se controla por ¢l grado de polimerizacién.
Los polimcros porosos han encontrado una gran aplicacion cn la scparacién dc especies
polares gascosas.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1. Mancjo dcl Material Osco para su Analisis.

Las mucstras de hueso actuales y de origen arqueoldgico y palcontoldgico fucron
limpiadas de las impurczas externas, ya sea polvo, arena, tierra, restos de detritus, ctc., que
pudieran tracr cuando son adquiridas por cl laboratorio. En los casos de huesos actuales, cs
necesario aplicar un disolvente organico (alcohol ctilico) para extracr los fragmentos de
tejidos adyacentes. Posteriormente, son pulverizadas en un molino utilizando un mortero de
agata y tamizadas mediante una malla del 325 para obtener particulas de un tamafio
homogénco, atrededor de 40 micréometros.

En algunos casos no sc utilizaron muestras de hucso molidas, solamente se obtuvo
un fragmento de hueso de un peso aproximado a los 10 mg, sobre ¢l cual se rcalizaron las
prucbas, principalmente calorimetria de barrido diferencial. Esto es debido a que en las
mucstras dscas de mucha antigiicdad, la presencia de coligeno ¢s minima y se encuentra
bastante dcgradado, y durante ¢l proceso de pulverizacion sc pucede ocasionar la
fragmentacion de las moléculas de la proteina y asi se reducen al punto de presentarse una
sciial muy pobre cn ¢l termograma que dificulta su analisis. Sc ha mencionado en la
literatura que al moler ¢l hueso, ¢l coligeno se pucde ver afectado de cierta forma (ver
apéndice 1) por la friccion de las bolas de agata, dando origen a una modificaciéon y
posible pérdida parcial (Niclsen, et al. 2000). Por esta razén, ¢l empleo de fragmentos
ascgura que el coliageno residual, por minimo que sea, permanczea cn la estructura 6sca y
esto permite al equipo registrar cualquier diferencia térmica entre la muestra y la referencia
que indique la degradaciéon de la proteina. Este fue ¢l caso de las muestras de origen
palcontologico, que al ser de millones de aios de antigiiedad, presentaron muy poca
materia orginica. Por otro lado se tuvo ¢l cuidado de utilizar, en todos las mediciones,
trozos de la misma masa para cvitar que la scilal presentara un comportamiento distinto (ver
apéndice I). Cabe mencionar que cl analizador témmnico, presenta una sensibilidad bastante
alta como para detectar fracciones muy pequeilas dec compuestos que tengan algun tipo de
respucsta térmica’en cl intervalo de temperatura que se trabaje.

El material 6sco, sc puede tratar de distintas formas dependiendo del tipo de anilisis
al cual va a ser sometido para obtencr resultados que reflejen las caracteristicas del mismo
y que no favorezean la aparicidon de distintos tipos de sefales cada vez que sc analice una
misma mucstra, es decir, para obtener resultados reproducibles ¢ interpretables. En ¢l caso
de la calorimetria de barmrido diferencial (CBD) es preferible que la muestra tenga un
contacto supcrficial amplio con ¢l crisol de aluminio, por lo que la mcjor forma de ascgurar
esto cs trabajando con la muestra ¢n polvo, de modo que se distribuya homogéncamentc
sobre toda la superficie del crisol. De trabajar con la muestra en forma de trozo, se sugicre
que ésta tenga la mayor superficie de contacto y debe de presentar una alta difusion de calor
a traveés de su estructura para que ¢l tenmograma represente de mejor forma el proceso que
sc csté analizando. El crisol de aluminio se pucde utilizar en el mddulo con o sin tapa de
aluminio. Experimentalmente se encontréo que en ciertos casos al estar tapado, el gas
producto de la degradacion y combustion de la proteina, genera una presion de vapor que
provoca quc cxista ruido en la seiial. Debido a lo anterior las muestras oseas, de HA v de
colageno se analizaron sin tapa.



. Para cl caso dcl Analisis Térmico Gravimétrico, la Espectroscopia Infrarroja y la
Cromatografia de Gases, sc utilizaron c¢n todos los experimentos mucstras dscas
pulverizadas y tamizadas que prescntaban ¢l mismo tipo de tratamicento previo al andlisis.

3.2. Muestras Oseas y de Colfigeno Tipo 1.

En cl estudio, sc emplearon muestras éscas de distintas caracteristicas que sc dividen en
tres grupos:

a) Huesos humanos modemos, esto significa que no ticnen mas de 30 ados de antigliedad
y provienen de individuos que no prescntaban enfermedad dsca alguna.,

b) Hucsos humanos de interés arqucologico. Son muestras provenicntes de 7 sitios
difcrentes de la cucnca del Valle de México que van de los 185 +/- 25 afios hasta los
3150 +/- 150 aflos aproximadamente y constan de fémures y humeros.

c) Hucsos de distintos vertebrados dc interés palecontoldgico. Son principalmente mucstras
que presentan entre 1 y 73 millones de ados, aunque tambi¢én sc estudiaron muestras
entre 10 y 15 mil afos. Las mucstras consisten cn diferentes hucsos como vériebras,
costillas, mandibulas, crancos, ctc.

Las mucstras de huesos humanos modemos estudiadas fucron un crinco y un radio, el
radio corresponde a un adulto que fallecié hace 30 anos, mientras ¢l cranco es de un joven
dc 16 aitos fallecido a principios del afio 2001. Estas mucstras, sc trataron buscando retirar
todo cl tejido conjuntivo quc rodea al tejido 6sco mediante ¢l uso de alcohol ctilico, para
evitar que esto pudicra afcctar los resultados.

En cl caso de las muestras arqucolégicas, estas fucron previamente en el Instituto de
Investigaciones Antropoldgicas de la UNAM, quicn selecciond las mucstras de acuerdo a
determinados criterios (Heju Jang, 2000), como a) la ausencia de patologias dsecas; b) quec
las muestras pertenczcan a un adulto que haya completado la formacién del crecimiento
longitudinal del hueso; c) limitar cl muestrco a una regidn climatica bien definida para
evitar variables como diferentes intervalos de temperatura y humedad, y d) que las muestras
scan todas prefercntemente de huesos largos como himeros y fémures. Estas muestras
habian sido limpiadas previamente por Heju Jang por lo que sc encontraban cn perfectas
condiciones para su analisis y corresponden a las siguientes localidades:

a) Cuicuilco: pertenece al Preclasico Tardio (hace 2250 + 350 aftos). Se encucentra al
sur de la Cuidad de México, junto a Villa Olimpica.

b) Oztoyohualco: pertenece al Clisico Tardio (hace 1450 + 100 ailos). Sc¢ encuentra
ubicado cn ¢l margen noroeste de la cuidad de Tceotihuacan.

¢) Tlalocan: pertenece al Clasico Tardio (hace 1300 2 100 aifios). Son un conjunto de
cuevas que se encuentran al oriente de la Piramide del Sol, quc al parccer servian de
ccmenterio o un sitio donde se realizaban actividades rituales

d) Xochimilco: pertenece del Preclasico Tardio hasta ¢l Poscliasico Tardio (desde
614.5 + 135.5 hasta 2250 + 350 aiios). Se cncuentra cn ¢l drea central del Foro
Cultural Quetzalcoatl, en ¢l Centro Historico de Xochimilco.
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)

)]

g)

h)

Tlatelolco: pertencce al Posclasico Tardio (hace 614.5 + 135.5 anos). Se ubica entre
¢l Ejc Central Lazaro Cardenas y Manuel Gonzalez, junto a la iglesia de Santiago
Tlateloleo, en la zona denominada “Plaza de las Tres Culturas™.

Ex convento de San Jerénimo: fechado entre 1626 y 1850 (hace 274.5 £+ 99.5 afos).
Se encuentra en ¢l Centro Histérico de la Ciudad de México en la cuadra limitada
por las calles de San Jerénimo, 5 de febrero, 1zazaga ¢ Isabel La Catélica, también
es llamado Claustro de Sor Juana.

Templo de San Pedro y San Pablo: fechado entre 1790 y 1840 (hace 185 + 25 aios).
Sc encucentra en ¢l perimetro “A™ de 1a zona del Centro Histérico de la Ciudad de
Meéxico, en la esquina de la calle San Ildefonso, 3* del Carmen y 2* de Venezucla,
Xcambo y Bonampak: muestras no analizadas por Jang Cho provenientes de los
respectivos sitios arqueolégicos, su antigiicdad sc calcula alrededor de 1350 = 150
afos.

Las muestras palcontologicas, fucron suministrados por el Doctor Francisco Aranda
Manteca de la Facultad de Cicencias Marinas de la Universidad Auténoma de Baja
Califomia y consisticron cn fragmentos de distintos huesos. En la mayoria de los casos los
huesos se encontraban limpios y en otros sc les retird las impurczas que presentaban, ya
fucra arcna o ticrra proveniente del estrato del cual fucron recolectados. Los cjemplares
corresponden a diferentes formaciones geoldgicas dependiendo de su antigtiedad:

a)

b)

c)

d)

Creticico Tardio (72 millones de aios): cstos egjemplares fucron colectados en la
formacién El Gallo, en la localidad ubicada al ocste del poblado del Rosario, Baja
California. Los scdimentos muecstran una alternancia  de  arcniscas grucsas
amarillentas, alternadas con lutitas color gris oscuro. Los sedimentos representan un
ambiente deltaico, muy cercano a la linca de costa, las areniscas representan el
aporte pluvial y las lutitas indican la depositacidén normal de baja energia.

Mioceno Medio (15 millones de aflos): los ejemplares corresponden a la formacidn
Rosarito Beach, Micmbro Los Indios, localidad Mesa La Misién, ubicada entre
Tijuana y Enscnada, Baja California. Dicha formacién, marca una secuencia
sedimentaria que corresponde a un ambicnte marino de baja cnergia, como una
plataforma continental. Los sedimentos cstan constituidos de areniscas medias a
muy finas de color gris claro a café amarillento. Los sedimentos de color gris claro
son de origen volcdnico piroclastico, mientras que los de color café amarillento
ticnen un origen terrigeno, siendo estos ultimos menos abundantes. Estos materiales
permanecicron en un ambiente marino costero y posteriormente fueron depositados
cn aguas mis profundas.

Mioceno Tardio (9 millones de afos): estos ejemplarcs fucron colectados cn la
formacion Almejas Inferior, en la localidad al sur del poblado de Cedros en Isla de
Cedros, B.C., formada por una sccuencia de sedimentos que varian desde grano
grucso (conglomerados) hasta areniscas muy finas de color rojizo y gris claro. El
ambicnte de depositacion se asocia con unat zona de mar profundo, tal vez cercana a
una o varias islas,

Pleistoceno (1 millon de afos): cstos restos fucron encontrados en los sedimentos de
una secuencia sedimentaria no descrita, posiblemente asociada a la formacién
Rosarito Beach, Micmbro Los Buenos, que afloran en la localidad conocida como
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Los Bucnos, al sur de la ciudad dc Tijuana, Baja California caracterizada por
areniscas y conglomerados, de tipo fluvial.

Adcmads de las muestras éseas, sc requiria analizar olros compucstos quc sirvicran para
comparar y/o interpretar los resultados, como es ¢l caso del coligeno extraido del tendon de
Aquiles de bovino, fosfato de calcio tribisico, ambos de Sigma-Aldrich Chemie y colageno
extraido de hueso actual mediante dos métodos. Un método de extraceion, que sc aplicé en
cl hueso de Granada, consistié en hervir trozos de hueso en agua durante una hora, para
posteriormente decantar y desecar para separar la fase mineral de Ia orgidnica. Es importante
scilalar que esta mctodologia conlleva un tratamicnto ténmico sobre ¢l colageno.
Posteriommente se discutird su cfecto sobre los anilisis térmicos que se realizaron ¢n csta
mucstra. El segundo método de extraccion, consistié en desmincralizar trozos de huesos de
2 x 2 x 2 mm de la muestra de México mediante ¢l uso de EDTA 0.1 M a un pH de 7.4,
durante 2 dias, cambiando la solucion cada 24 horas.

A continuacién sc muestra la tabla con las caracteristicas dc todas las muestras

analizadas:

‘Tabla 2. Muestras analizadas. En cada caso se mencionan las caracteristicas, tipo de muestra, edad,
origen, método de extraccion.

Compucstos:

MUESTRA NUMERO DE PRODUCTO | COMPANIA |
ColigenaTipo | | _C-9879 | SIGMA-ALDRICH |
Fosfato de Calcio C-5267 |  SIGMA-ALDRICH |

Mugcstras de Colageno Extraidos de Hucsos Actuales:

MUESTRA - ORIGEN METODO
Colageno . Muestra Granada ___Tratamiento térmico
Coligeno Mucstra México Tratamicnto con EDTA

Mucstras Humanas Actuales:

MUESTRA HUESO | EDAD (aidos) :
Granada i~ Radio b Adulo ]
México | Cranco , Joven 16 anos i
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Muestras Arqucoldgicas:

MUESTRA HUESO EDAD (afos)
Tlatilco Ent. 27 . Fémur 3150 +/-150 |
Tlatilco Ent. 197 Fémur 3150 +/- 150
_C‘u"cuvllco A Fémur 2250 +/- 350
Cuicuilco 1. . Fémur 2250 ,*/,‘ 3570 o
Oztoyohu.xlco Ent. 14 . Féemur - 1450 +/- 100 _
| Xcambo _ T i
Bonampak .

Tlalocan Ent. 2 Fémur

Tlalocan Ent. 15 Fémur

Xochimilco Ent. 17 o Fémur 1250 +/- 150
Xochimilco Ent. 1 - . _Fémur _ 825 +/- 75
Xochimilco Ent. 9 “Fémur 614.5 +/- 135.5
Xochimilco Ent. 13-B Fémur 614.5 +/- 135.5
Xochimilco Ent, 15 Fémur 614.5 +/- 135.5
Tlatclolco C6 T8 Humero 614.5 +/- 135.5
Xochimilco Ent, 14-A Fémur 614.5 +/- 135.5
San Jerénimo 1 Fémur 274.5 +/- 99.5
San Jerénimo3 Fémur 274.5 +/- 99.5
San Jerénimo 4 Fémur 274.5 +/-99.5
San Pedro San Pablo Ul Ent. 1 Fémur 185 +/- 25
San Pedro San Pablo U7 Ent. 5~ __Fémur 185 +/- 25
San Pedro San Pablo U7 Ent. 16 | Fémur 185 +/-25
San Pedro San Pablo U7 Ent. 1§ Fémur 185 +/- 25
Mucstras Palcontoldgicas:

MUESTRA HUESO EDAD (ailos)
Hadrosaurio (Hadrosaurus sp.) Costilla 73,000,000
Quclonco Placa lateral 15,000,000

| Atan (Thunnus sp.) Vértcbra 15,000,000
Ceticco Odontoceti Disco intervertebral 15,000,000
Ceticco Misticeti . Cranco 15,000,000
Raya (Ra_/u sp.) Mandibula 15,000,000
Ceticco Misticeti Mandibula 15,000,000
Sirenio (Trichechus sp.) Costilla _ 15,000,000
{ Tiburon (Sywatinasp.)_ 1 _ Vértcbra 9,000,000
Qg)_l' n o . .Térax 9,000,000
Otarido (llmla;.soleon m 1€ " Disco mlcrvertebml 9,000,000
Pmlpulo _Cg_sulla 9,000,000
| Mastodonte (Gomphotherium sp) Vértebra 1,000,000

Mamut 1 (Almmnulhusgp) R 10,000

I e 10,000

I o 10,000

10,000
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.. En cl caso dc las muestras palcontolégicas se tienc informacién del contenido
inorganico de cada uno de los huesos analizados. El conocer ¢l contenido inorginico es de
importancia debido a la relacién que guarda en distintas proporciones con ia materia
organica. Se presentan ademas de la hidroxiapatita, ¢l cuarzo, la anortita y la caleita, como
se muestra a continuacién.

Presencia de distintos mincrales (en proporcion) en las mucstras palcontologicas:

MUESTRA Hidroxiapatita | Cuarzo { Anortita | Calcita

Hadrosaurio =~ | 33 % e .

Qucloneo 74 % I 26% SR

Atin 53% [ 23 % 28 %

Cetacco Odontoceti 100 % o . . e
Cectacco Misticeti 100 % . o L s
Raya 100 % : S
Cctaceo Misticeti 100 % R e b e
Sircnio 100 % S S S|
Tiburén 100 % . S e
Delfin 58 % 22 % , 20% - —
Thalassolcon m. 100 % e e j
Pinipedo 6% 54% A% S
Mastodontic 40 % 40 % i 20 % | |

3.3. Calorimetria de Barrido Diferencial.

La calorimetria se realizé en cl equipo Thermal Analysis System 9900, Du Pont 910
Médulo DSC. Las muestras de hucso sc colocan en un crisol de aluminio, cn ¢t analizador
térmico sc introducen las muestras de interés asi como la referencia. Los miligramos
cmpleados durante los analisis variaron de acuerdo a la muestra. Para el caso de los huesos
actuales y arqucolégicos consistié dc 2.0 mg de hueso ¢n polvo. para las muestras de
colageno fuc de 1.0 mg, mientras que para las muestras palecontologicas, como se menciono
anteriormente, sc emplearon trozos de hucso de aproximadamente 10 mg. En la mayoria de
los casos, sc utilizé una velocidad de calentamiento de 10°C / min., desde temperatura
ambicente hasta 600 °C, temperatura mdxima que el diseno del modulo permite alcanzar. En
otros casos, sec cambio la velocidad de calentamiento para evaluar su cfecto en la forma de
la curva del termograma, dichos casos se especifican cn los resultados.

También, se¢ empled la ecuacién No. 9 para obtener el AH de las muestras actuales y

paleontoldgicas, asi mismo sc repitidé cada anilisis 3 veces para comprobar su
reproducibilidad y obtencr la desviacién estandar.
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3.4. Anilisis Térmico Gravimétrico.

Los analisis térmico gravimétricos sc rcalizaron en un Mdédulo TGA, Thermal
Analysis System 9900, Du Pont 951, La muestra de hueso en polvo, sc introduce cn una
charola de platino que funciona como platina del analizador térmico gravimétrico. En todos
los casos sc utilizaron 20 mg. de muestra. La velocidad de calentamiento fucron de 10 °C/
min. hasta los 600 °C y 900 °C. Las muestras de huesos actuales y ¢l colageno se corricron
hasta 900 °C, mientras que las mucstras arqucoldgicas se analizaron hasta 600 °C.

3.5. Espectroscopia Infrarroja.

Los andlisis dc espectroscopia infrarroja sc realizaron en un cquipo Nicolet 680.
Para la realizacion de los andlisis sc fabricé una pastilla sobre la cual incide ¢l haz del laser
de infrarrojo. La muestra de tejido ésco previamente molida, se mezcla con KBr en una
proporcion de 1:100, lo cual, resulta mas que suficiente para la obtencion del espectro. Se
requicre quc tanto el KBr como la muestra cstén finamente molidas para quc la pastilla se
obtenga lo mis homogénca posible y delgada de tal manera que ¢l haz pueda atravesaria y
alcanzar el detector. Los analisis dc espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR) que sc llevaron acabo sc dividen en dos tipos:

a) Aaquellos donde sc Ic aplicé a la pastilla un tratamiento térmico.
b) Aqucllos en los cuales la pastilla (y por ende la muestra ésca) no tuvo tratamiento
alguno.

El tratamiento térmico consistié ¢n introducir la pastilla a una mufla a distintos valores
de temperatura (200, 300, 400, SO0 y 600 °C) mantcniéndola durante § minutos cn dichas
temperaturas, para inmediatamente ser introducida al instrumento de medicidén obteniendo
¢l espectro infrarrojo correspondiente. A diferencia de las demds técnicas de andlisis, no sc
determiné una velocidad de calentamiento al no poder controlar finamente la rampa de
calentamicento de la mufla, de ahi que se decidicra mantencer la pastilla en un isotcrma en
cada temperatura asignada.

3.6. Cromatografia de Gases.

La cromatografia de gascs se realizé en un cquipo Tremetrics Instrument. Para esto
se empled una cantidad de 500 mg de hueso pulverizado, con lo cual se asegura que a partir
de la reaccion de combustion, se obticnen cantidades suficicntes de gascs desprendidos para
que la columna pueda detectarlos. Solo se analizé la muestra de D.F. con la cual, se
rcalizaron 3 diferentes cromatografias. En todos los casos, sc aplicé un tratamicento térmico
a la muestra que consistia en programar una velocidad de calentamiento ¢ isotermas; en el
momento cn que sc alcanzaba cada isoterma, se realizaba una medida. Los intervalos de
temperatura variaron con respecto a cada cromatografia. La atmésfera empleada cen todas
las cromatografias fue de Oz al 100% con un flujo de 10 m! por minuto y He al 100% con
flujo de 40 ml. por minuto, lo que origina una proporcién final de O; de 20% y de He de
80%. Sc escogid esta relacidn, debido a la necesidad de tener una concentraciéon de Qs
semejante a la de la atmosfera terrestre pero, sin la presencia de nitrégeno y otros gases que
pudicran afcctar las mediciones (ver apéndice 1V). La presencia de He como gas inerte no
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tiene ningin cfccto sobre la combustién de Ia proteina. En cada medicion, sc obticnen las
unidades de arca de los picos de gases retenidos para cada columna, los cuales sirven para
comparar de forma cuantitativa los diferentes gases que sc retienen en cada inyeccion.

La columna Carboxen 1000 es capaz de detectar 1a presencia de O,, H,0 y N;O,
mientras que también detecta pero no distingue cntre CO: y NQO;, ¥ entre CO y NO. En cste
caso se tomaron mecdidas cada 50 °C desde 250 °C hasta 700 °C. La columna Porapak N
Porous Polymers detecta Nz, NO, CO;, O: v N2O y es incapaz de detectar NO;, las
respectivas medidas fucron cada 50 °C desde 250 °C a 500 °C y cada 100 °C desde 500 °C
hasta 800 °C. La columna Sicve 5s detecta O;, N, CO y NO y no detecta H.0, COz, NO» ¥y
N0, las medidas fueron cada 50°C desde 250 °C hasta 500 °C.

26 -



4. RESULTADOS.
4.1. Muestras Oseas Actuales
4.1.‘1. Calorimetria de Barrido Diferencial (CBD)

En las muestras dscas de Granada y México (ver tabla 3), los termogramas
presentan un pico endotérmico entre 40 y 120 °C que corresponde a la salida del agua
fisiabsorbida 6 agua superficial, dc la muestra. Posteriormente se presenta un pico
cxotérmico con una Thux a4 ~350 °C con un hombro a ~440 °C (Fig. 6a y 6b), cstc proceso
exotérmico inicia a los ~230 °C y finaliza complctamente a los 550 °C y corresponde a la
degradacion y combustién del colageno. Una caracteristica de los procesos térmicos
estudiados ¢n este calorimetro, es que una vez concluidos, la linca base regresa al valor cn
el cual se dio inicio ¢l proceso, a excepeidn de aquellos procesos que conllevan un cambio
de fase de la muestra como puede ser una transicién vitrea. En el caso de la combustién, cs
de esperarse que sc restablezea la linca base al terminar la degradacién y combustién a un
valor de flujo de calor cercano al inicial, como sc observa en las figura (6a) y (6b), csto
facilita la obtencién dcl drca bajo 1a curva.

FLUJO DE CALOR (mwW)
-] ~ »
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2 b

: L 2 . L " s 2 N " N 2 "

o 100 200 300 400 $00 600 o 100 200 300 400 300
TEMPERATURA (*C) TEMPERATURA (*C)

Fig.6. Tcrmogramas de as Oscas 1 A) Granada y B) México. En todos los casos los picos

endotérmicos s¢ muestran hacia arriba y los picos exotérmicos hacia abajo.

El valor de Thax s¢ emplca para caracterizar la cstabilidad térmica del material
analizado ¢n ¢l calorimetro, y corresponde al valor maximo de intensidad de flujo de calor
de todo cl proceso exotérmico. A partir del drea bajo la curva de los picos exotérmicos, se
obtuvo ¢l valor de la entalpia de la combustién del coliageno de cada muestra utilizando la
ccuacion 2.2.9 como sc observa cn la tabla 3. Para obtencr ¢l area bajo la curva, se utilizé el
programa Origin 4.1 ajustando previamente una linea base. Los valores de AH resultan muy
semejantes y reproducibles, siendo que ambos huesos son recientes y presentan las mismas
condiciones de tratamicnto.
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‘Tabla 3. Valores de entalpia para las mucstras dscas actuales.

Muestra No. de i |
medidas AH (kJ/g) Promedio ;

México (radio) 3 | 839015
Granada (cranco) | 3 | -8.42 +0.11 1

4.1.2. Anflisis Térmico Gravimétrico.

En las figuras (9a) y (9b), sc muestran las curvas termogravimétricas de las dos
muestras éscas actuales, cn cllas sc obscrva una primera pérdida de masa entre temperatura
ambiente y 200 °C, que corresponde al agua supcrficial y equivale aproximadamente al 9%
de la masa total. Entre los 200 °C y hasta los 550 °C hay una scgunda pérdida de masa de
23.80% y 28.62% del hueso Granada y México respectivamente que correspondce al proceso
de combustion, que es ¢l mismo intervalo de temperatura que sc observa cn los picos
exotérmicos de los termogramas de la calorimetria.
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Fig. 9. Curvas termogravimétricas de las mucstras 6scas A) Granada y B) México. Las lincas punteadas
mucstran la primera derivada de cada una de las curvas.

Finalmente, cntre 600 a 800 °C aparcce una tercera pérdida de masa, que podria
asociarse a los carbonatos presentes en la estructura de 1a hidroxiapatita que sustituyen a los
grupos fosfato, sicndo ¢l 2.03% para la muestra de Granada y 2.22% dc la muecstra del
México. En la figura 10, se relaciona esta pérdida de carbonatos en la hidroxiapatita con el
de la curva termogravimétrica del Oxalato de Calcio monohidratado, CaC:0,-H:0. La
razon de csta comparacion, provicne de la hipdtesis de que 1a hidroxiapatita se descarbonata
a alta temperatura. Asi, si se compara el ATG del CaC,04-H>O donde la pérdidadc A a B
corresponde a la deshidratacién del Oxalato, posteriormente de 400 a 550 °C sc da una
descarbonilacién (perdiendo CO) dando origen al (C) Carbonato de calcio, CaCO;. Por
ultimo, de 620 a 780 °C se da una descarboxilacién (perdiendo CO3) originando (D) Oxido
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de Calcio, CaO, déndose cste tltimo proceso cn ¢l mismo intervalo de temperatura que la
descarboxilacién del carbonato de hidroxiapatita en ¢l hueso.

120
&
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] L,
80 o
4 - 4
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-2
40 -
l-o
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.0 ) 200 400 800 so0 1000

TEMPERATURA CC)

Fig. 10. Curva termogravimétrica del Oxalato de Calcio.

Respecto a los termogramas de las muestras de huesos actualces, Ia masa restante de
las figuras (9a) y (9b) correcsponde a la hidroxiapatita del hueso (sin sustituciones dc
carbonatos) que es, de alrededor de 60 y 65% del total de la masa. El porcentaje de
coligeno de cada muestra, sc emplea en la ecuacién 2.2.9 para nommalizar cl valor d¢ la
masa y asi obtener cl valor correcto de entalpia debida a la degradacion y combustién del
colageno. En las mismas figuras sc observa la primer derivada de la pérdida de masa, la
cual, ticne mucha scmcjanza con la curva dec la CBD, dc ésta sc obticnen los valores de
temperaturas exactos en que inicia y termina cada uno de los procesos.

4.1.3. Espectroscopia Infrarroja.

En la figura 11 sec muestra el espectro IR de la muestra de México, aqui se
encuentran  juntas las bandas del colageno y de la hidroxiapatita. Para su mcjor
comparacion, se muestran los espectros por scparado a las diferentes temperaturas a las
que sc obtuvo la muestra, mientras que cn la tabla 4 se mucstran las asignaciones de las
respcctivas bandas de los grupos funcionales.
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Fig. 11. Espectro IR de 1a muestra de México tratada a diferentes temperaturas.



Tabla 4. Asignaciones dec las respectivas bandas de los grupos funcionales del espectro IR de la
mucstra 6sea México.

| Numero dec onda cm™ | TIPO DE ENLACE i
L 560 Desdoblamiento del grupo (PO.)" e
;_¢, . 890-840 ___ Carbonato (COy)" i !
. .1030 ~  Estiramicento dcl cnlacc P O decl L.rupo (P04))

L l 100 o . Asimétrico carbonato (CO;)'
l"SO o ‘_lzg_sd blnmn nto N-H, (Amida 3) estiramiento C-N y C-C
- . 1340 o Dcformacnon P- OH
] 1'%70 ___..i Carbonato (CO,f' / blcarbonalo (HCO;)

l Asimétrico carbon.uo (QO;)‘
| Estiramiento carbonnlo (COy)

Esuranucmo C (A[mdq_) Y. C dcsdoblam:cnlo N-H (Amida 2)

'Esummtcnlo C=0 (Amida 1)
Estiranmicnto « cnlacc C-C

" Estiramicnto O- H

En la figura 11 sc observa una disminucién clara y gradual de la banda a 3400 cm™',
la cual, corresponde al modo de estiramiento del grupo O-H del agua estructural desde los
20 °C hasta los 400 °C donde pricticamente ha sido liberada toda el agua fisioabsorbida y
quimioabsorbida, ésta ultima de los 200 °C e¢n adelante. La banda correspondiente al
estiramiento del enlace C-H, 2960 cm™', disminuye gradualmente hasta 400 °C, valor en el
cual todavia es observable, siendo hasta los 500 °C que desaparcece por completo.

Sc¢ obscrva que ¢l pico de la banda del enlace C=0 disminuyc notoriamente hasta
los 400 °C, tenicndo todavia a los 300 °C una forma de pico, mientras que a los 400 °C
continua disminuyendo pero en menor proporcion. Por otro lado, la banda del enlace N-H
ha perdido su forma de pico a los 300 °C micentras que a 200 °C pcrmanece, cuando todavia
no se¢ ha iniciado el proceso de degradacion y/o combustion, y al igual que la banda del
C=0 siguc disminuyendo en menor proporcion.

Las bandas de la hidroxipatita corresponden a los grupos fosfato y carbonato y no
cambian con respecto a la temperatura ya que como sc vio en ¢l ATG, los carbonatos salen
después de los 600 °C y con respecto a los grupos fosfatos, estos no presentan cambios
hasta tempceraturas mas altas (Fang, Y. ct al. 1994).

4.1.4. Cromatografia de Gases.

Con la columna Carboxen 1000 se obtuvicron los mejores resultados como se
observa cn la Fig. (12). En todas las temperaturas se registrd la presencia de O; y de
CO./NO:, mientras que para los otros gascs que detectaba la columna (CO/N; y N2O) sélo
a determinadas temperaturas se registro su presencia. Se puede observar claramente un
aumento de CO2/NOa: de los 300 a los 550 °C, v en ¢l mismo intervalo una disminucién de



_las unidades dec drca del Oa, lamentablemente csta columna no logra diferenciar entre ct
CO; y cl NO;. Por otro lado, sc pucde obscrvar también la salida de CO/N»> aunque cn
menor proporcién. A los 700 °C sc observa una vez mas un aumento del CO2/NO:
posiblemente debido a la salida de los carbonatos de la estructura de la hidroxiapatita.
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Fig. 12. Cromatografia de gases de la muestra México con la columna Carboxen 1000.

Con la columna Parapak N Porous Polymers inicamente sec detecté Oy y CO; desde
los 250 °C hasta los 800 °C con un méximo dc las unidades de drca del CO; en 350 °C, y
otro aumecnto a los 500 °C, teniendo ¢l Oz, como e¢s de esperarse. el comportamicento
inverso con dos minimos a 350 y 500 °C como sc puedce observar en la Fig. (13). Con la
columna Sicve 5s sélo se observa cl mismo comportamiento del O;, ya que ¢! CO y N: que
se registraron fueron de unidades de area muy bajas en ¢l intervalo de 350 a 400 °C y de
400 a 450 °C respectivamente (Fig. 14).
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Fig. 13. Cromatografia de gases de la muestra México con 1a columna Parapak N Porous Polymers.
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Fig. 14, Cronialogﬁfia de gases de la }1|ucslm México con la columna Sicve Ss.
4.2. Coliageno tipo 1.
4.2.1. Calorimetria de Barrido Diferencial.

El colageno tipo I extraido del hueso de Granada, presenta un tenmograma distinto
al del hueso, siendo quc en ambos casos la seial corresponde dnicamente a la degradacion
y combustién dc la proteina. En la figura (15) sc observan 3 picos exotérmicos, ¢l primero
de baja intensidad a los 340 °C, micntras que los siguicntes dos son picos bastante
pronunciados y dc una alta intensidad a los 485 y 530 °C. El valor de Trux = 530 °C es
mayor quc cn cl caso del huceso, lo cual muestra que se tiene una mayor cstabilidad térmica.
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Fig. 15. Termograma del colageno extraido de la muestra Granada.
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Para el caso del coliageno obtenido mediante cl uso de EDTA, sc observa asi mismo
un pico exotérmico (Fig. 16), con una Tmax a 500 °C, que mucstra al igual que en el
anterior caso una alta estabilidad térmica.
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Fig. 16. Termograma del coligeno obtenido mediante EDTA.
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Si se observa la estabilidad térmica del colageno Sigma, que provicne de tendén de
Aquiles de bovino, se encuentra también una alta estabilidad (Fig. 17), Thus = 490 °C, con
3 picos exotérmicos facilmente distinguibles a 180, 300 y 490 °C.
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Fig. 17. Tcnnogﬁ:mn del coligeno Sigma-Aldrich.
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Dec las anteriores muecstras, sc obtuvo el valor de la entalpia de la degradacién y
combustién del coligeno (tabla 5). Estos valores resultan similares a los valores de las
muestras de hucso. ’

Tabla 5. Valores de entalpia para las muestras de colageno.

Mucstra No. de > . )
medidas All (kJ/g) Promedio i

EXT-Coligeno 3 i -8.891007 !
EDTA-Colageno 3 : 791101 |
Sigma-Colageno 3 g 73911.39 ]‘

4.2.2. Anilisis Térmico Gravimétrico de Colageno.

En cl andlisis térmico gravimétrico del coligeno extraido (Fig. 18) sc observa una
primera pérdida correspondiente al agua fisiabsorbida. Posteriormente, empicza la pérdida
de masa a 165 °C dcebida a la degradacidon y combustion del colageno hasta los 600 °C,
quecdando un 7.3% de masa que corresponde a la hidroxiapatita que no fuc retirada por
complcto por ¢l método de extraccidn,
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Fig. 18. Curva termogravimétrica del colageno extraido de la mucstra dsca Granada.

as



. Para cl caso del colageno Sigma (Fig. 19) la pérdida de masa cs total y termina hasta
los 650 °C, a diferencia dec la calorimetria, donde acaba antes de los 600 °C, ecsto
posiblemente sea debido a un efecto de la cantidad de coliageno que sc utilizé, 20 mg, en la
prucba de ATG, cn comparacién con la de 1 myg que se utilizé en ¢l calorimetro.
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Fig. 19. Curva termogravimétrica del colageno Sigma-Aldrich.
4.2.3. Espectroscopia Infrarroja de Colégeno.

La espectroscopia infrarroja del colageno extraido mediunte tratamicento térmico
(Fig. 20), tienc marcadas diferencias con respecto a la del coligeno presente en hucso, estas
diferencias son mas claras en la regién que va de 1500 a 400 cm™, que corresponden a la
rcgion dondc las vibraciones o bandas de absorcion de los enluces caracteristicos de la
hidroxiapatita aparecen, como se¢ mostré en la Fig. (11) y en la tabla 4, en la cual, s¢
muestran dichas asignacioncs. Las vibraciones desaparccen y/o disminuyen, cuando el
cristal cs retirndo permitiendo que aparezcan distintas seitales Jde menor intensidad de la
proteina quce se encontraban ocultas. Ademas de las bandas correspondicntes a la Amida l y
11, aparecen a menores niimeros de onda  otras bandas del colageno, siendo una de las mas
caracteristicas, y que no sc¢ obscrvan en el IR de hueso, 1a banda de la Amida 111 a 1240
cm’'. Hay otras bandas que aparecen a 1450, 1400, 1330, 1240, 1160, 1120, 1080 y 1030
cm’!, y aunque no para todos sc ticne asignado a qué vibracion de enlace corresponde, cs
caracteristico que la gran mayoria desaparczca aproximadamente a 300 °C.
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Fig. 20. Espectro IR de la muestra de coligeno extraido
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4.3. Hidroxiapatita.
4.3.1. Calorimetria de Barrido Difcrencial.

En cl caso dc 1a hidroxiapatita Sigma, se encontrd que para la calorimetria no existe
ninguna sefial por parte del cristal (Fig. 21a), estc mismo resultado sc¢ observa cuando se
vuelve a meter por segunda vez al calorimetro una mucstra de hucso (Fig. 21b). Pucsto que
sc suponce que la totalidad de 1a masa del colageno presente en ¢l hueso sc ha perdido por el
proceso de combustion durante la primera corrida, toda senal que sc obtenga en la segunda
corrida correspondera a la hidroxiapatita.
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Fig. 21. Termogramas de A) Hidroxiapatita Sigma y B) segunda corrida de la muestra ésea Granada
4.3.2. Anilisis Térmico Gravimétrico de Hidroxiapatita.
El ATG dec la hidroxiapatita Sigma (fig. 22) muestra una pérdida de masa de 3%
desde tcmperatura ambiente hasta 200 °C, dcebida al agua fisiabsorbida, postcriorente, no

sc observa pricticamente ningin cambio de masa hasta los 900 °C. En cstc caso la
hidroxiapatita Sigma no prescnta una alta sustitucidén dc carbonatos como Ia hidroxiapatita

de origen biolégico.
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Fig. 22. Curva termogravimétrica de la hidroxiapatita Sigma.
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4.3.3. Espectroscopia Infrarroja de Hidroxiapatita.

En la fig. (23) sc mucstran los cspectros IR del cristal del hueso obtenidas a
difcrentes temperaturas, donde se obscrvan las bandas correspondientes a los carbonatos
como ¢l caso de la banda a 875 cm’™', los cuales, como fue mencionado (Peters, et al. 2000)
puedc obtenerlos a partir del CO; atmosférico durante su sintesis y no desaparecen, ya quc
el tratamicnto térmico sc llevo hasta los 600 °C, en si los espectros no presentan
pricticamente cambio alguno. Las bandas que predominan corresponden a las diferentes
vibraciones del grupo fosfato, como son las de 560 y 1030 cm’', ésta altima, ha sido
cmpleada (Pleshko, et al. 1991) para obtener indices de cristalinidad en huesos modemos y
antiguos. Los cambios que sc observan cn la regién de 3000 a 3600 cm™, corresponden a la
deshidratacion de la mucstra.
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Fig. 23. Espectro IR de la muestra de hidroxiapatita Sigma.
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4.4. Muestras Arqueol6gicas.
4.4.1. Calorimetria de Barrido Difercncial.

Priacticamente todos los termogramas de las muestras arqueoldgicas son semejantes
entre si en lo que respecta a su forma y la presencia de picos cxotérmicos y endotérmicos.
En la figura 24, sc comparan los tcrmogramas de todas las mucstras arqucoldagicas y se
observa la presencia de un primer pico exotérmico de mayor intensidad alrededor de los
350 °C y un hombro, cn algunos casos muy disminuido, alrededor de los 440 °C.
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Fig. 24. Termogramas de todas las muestras arqueoldgicas analizadas. Al lado derecho de cada figura se
muestra la respectiva antigiiedad de cada muestra.

En la tabla 6 se muecstran los valorcs dc cntalpia obtenidos para las muecstras
arqueolégicas asi como sus respectivas antigiledades. En el caso de éstas mucestras, se
obtuvo cl valor de 1a entalpia utilizando la masa total (2.0 mg) empleada en ¢l calorimetro
para poder comparlas. Cabe mencionar, que todas las mucstras fucron analizadas utilizando
la misma masa. La desviacion estiandar, se obtuvo realizando tres repeticiones para cada
muestra, a excepcion de Xochimilco ent. 17 debido a que no se contaba con suficiente
muestra.
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Tabla 6. Valores de entalpia por unidad de masa de muestra arqueolégica analizada y antigiiedades

dc las muestras arqucoldgicas.

MUESTRA ENTALPIA (J/p) EDAD (aios) !
‘Tlatilco Ent. 27 B ~ -688.1+27.11 3150+/- 150 :
Tlatilco Ent. 197 -1202.27 + 86.64 3150 +/- 150 o

Cuncuxlco A,

-422.06 + 70.60

Cuicuilco I, o 31333 +35.84 2250+/-350
Oztoyohualco Ent. 14 ) " -1586.86 £ 27.90 1450 +- 100
Xcambo =~ -688,34 £ 31.29 | 1350 +/-'150
Bonampak ' -315.06 +37.29 ~ T Ti3s0 +/- s
Tlalocan Ent. 2 -471.61 + 124.91 71300 /- 100
Tlalocan Ent. 15 __-418.88 +33.49 1300 44- 100 |
Xochimilco Ent. 17 i B -te1316 17 1250 +/-150
Xochimilco Ent. 1 -983.36 + 56.37 825 +/-75

9

Xochimilco Ent.

-529.32 + 29.58

614.5 +/- 135.5

Xochimilco Ent.

-997.83 + 31.29

614.5 +/- 135.5

Xochimilco Ent. 15

-1400.13 + 62.50

614.5+/-135.5

Tlatelolco C6 T8

-1431.14 £ 197.70

614.5 +/- 135.5

Xochimilco Ent. 14-A -1476.43 1+ 93041 614.5 *’- 135.5
San Jerénimo 1 -2224.56 + 82.51 274.5 ' 99.5
San Jerénimo 3 -2522.86 + 14.11 274.5 +/-99.5
San Jer6énimo 4 -1883.65 + 5.35 274.5 +/- 99.5
San Pedro San Pablo Ul Ent. 1 -2153.66 % 159.91 185 +/- 25
San Pedro San Pablo U7 Ent. 5§ -814.96 + 90.03 185 +/- 25
San Pedro San Pablo U7 Ent. 16 -1860.98 £ 115.64 185 /- 25
San Pcedro San Pablo U7 Ent, 18 -1596.79 + 27.14 185 +/- 25
En la figura (25a) sc observa la relacion entre la entalpin Jde los huesos

arquecoldgicos y su respectiva antigiledad. La figura (25b) muestra la misn:a grifica que la
(25a) pero sin las muestras adicionales con las que sc trabajé en ¢l CBD, c1- ambos casos s¢
ajusté una curva de decaimiento exponencial del proceso de pérdida de colageno. Las
muestras adicionales no fucron analizadas anteriormente debido a no sci originarias del
Valle de México o porque Jang no las consideré adecuadas. Se pucde abservar que en
ambos casos, la curva presenta las mismas caracteristicas.
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Fig. 25. Relacién de la entalpia y la antigiiedad de los huesos arqueologicos. A) Se analizaron muestras éscas
estudiadas previamente y en B) se adicionaron muestras no estudiadas que se encuentran en circulos.

Con las muestras arqucolégicas, sc habia rcalizado anteriormente andlisis de
difraccion de rayos X del cual se obtuvo una relacién del nimero de cuentas con respecto a
la antigiiedad (Fig. 26) y asi mismo sc¢ hizo un analisis elemental para obtener la relacién de
Nitrégeno/Calcio con respecto a la antigiiedad (Fig. 27). Estos anilisis son de gran utilidad
para comparar aquellos obtcnidos mediante ¢l Calorimetro, por ende sc ajustaron también
sus respectivas curvas de decaimiento exponencial que mucestran la pérdida del colageno.
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En la figura (28) sc observan las comparacioncs entre las curvas termoanaliticas a
sus respectivas antigitedades. Es notable en la mayoria de las graficas que cicrtas muestras
se salen de lo esperado, éstas son las mismas que en la Fig. (25) sc separan en mayor
proporcién de la curva que muestra la tendencia global de todos los puntos.

similares. A) 185-274 aiios, B) 6I4-825 aﬂos. C) 1250-1450 aiios, D) 2250 aios y E) 3150 aios.
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A parllr de los resultados que se mucstran cn la Fig. (25) sc¢ pucden ajustar

Adlfcrcnlcs' curvas de deccaimiento exponencial para la pérdida de colageno dependiendo dei
con_]umo de. muestras que se tomen. En la figura (29) se ajustaron 3 curvas las cualces,
mueslmn un ritmo de pérdida distinto con respecto a la antigiiedad.
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Fig. 29. Grifica dc los valorcs de entalpia de las a 1ogi contra la igtiedad donde se
muestran 3 curvas de d exp ial de la pérdida de colﬁgcno

4.4.2. Andlisis Térmico Gravimétrico.

El andlisis témmico gravimétrico de los huesos arqueolégicos (Fig. 30) muestra que
la pérdida de coligeno hasta 600 °C no depende de la antigiiedad de la muestra, lo cual
corrobora los resultados obtenidos mediante 1a calorimetria de barrido diferencial.
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Fig. 30. Comparacion de las curvas térmico gravimétricas de las muestras arqueolégicas.
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En la figura (31) sc observa la relacion entre las distintas proporcioncs de colageno
de las huesos arqucoldgicos obtenidos a partir de las curvas de la fig. (30) y la antigiledad
~de dichas muestras, y se obscrva, que cs similar a Ia figura (25). Asi mismo, se lc 4justé una
curva de decaimiento exponencial que muestra grificamente la pérdida del colageno.
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Fig. 31. Relacion entre 1a masa de coligeno obtenida a partir del ATG de cada muestra arqueoldgica con
respecto a la antigiedad de las mismas.

5. Muestras Paleontolégicas.
4.5.1. Calorimetria de Barrido Diferencial.

Las muestras palcontoldgicas como s¢ menciond previamente, fucron analizadas en
trozos. La scial presenta poca intensidad y su interpretacion resulta dificil, ya que en
algunos casos cstas presentan picos a temperaturas que otras muestras no tienen, lo cual
lleva a considerar también cl tipo de¢ efectos que ha tenido ¢l proceso de fosilizacion en
dichas muestras. En la figura (32) se obscrvan aquellas muestras palcontologicas de varios
millones de afios en las que sc obtuvo una sciial clara mientras que, en otras cra de muy
poca intensidad o resultaba complicado asignar la linca basc para obtener ¢l arca bajo la
curva.
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Fig. 32. Termogramas de las mucstras palcontolégicas.

Para las muestras de mamut de 10000 anos de antigiledad, se obtuvicron los
termogramas que se mucstran cn la Fig. (33). Estas muestras fucron analizadas en polvo
porque sc obtenian sefiales que permitian obtener cl drea bajo la curva. En la tabla 7, se
muestran los valores de entalpia de las muestras palcontolégicas analizadas.
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Fig. 33. Termogramas de las muestras de mamut de aproximadamente 10000 afos de antigiiedad.
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‘Tabla 7. Valores de entalpia de las muestras palentologicas.

MUESTRA [ ENTALPIA (J/g) ] EDAD (aios)
Hadrosaurio (H{adrosaurus sp.) -116.89 : 73,000,000
Alun Q‘Immms LS N -63.71 ¢ 15,000,000
‘Cetaceo Odontoceti I R -58.74 i 15,000,000
Ceticco Mysticeti T 143,83 R
Raya (Raja sp.) T T aass T R
Sircnio (Trichechus sp.) | S F-1- X T R o
Tiburén (Squatina sp.) T 10s.68 i
Otarido (Thalassoleon mexicanus) -68. 04 R i

Mastodonte (Gomphotherium sp)
Mamut 1 (Mammuthus sp.)
Mamut 2 (Mammuthus sp.)
Mamut 3 (Mammuthus sp.)
Mamut 4 (Mammuthus sp.)

A partir de todas las muestras 6scas estudiadas, sc presenta en la figura (34) la
relaciéon dc la entalpia con respecto a la antigiledad. En este caso, se¢ observa claramente
que segin aumenta la antigiledad la cantidad de coliagena disminuye. Sc introdujo un
cambio dc escala en ¢l ¢je que marca la antigiledad, con el fin de poder obscervar el
comportamicnto de los valores de entalpia de las mucstras de poca antigiicdad.
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Fig. 34 Comparacnon de los valores dc entalpia de todas las muestras analizadas con respecto a su
amlgﬂcdad
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5. DISCUSION
5.1 Estabilidad Térmica del Coligeno Tipo

La estabilidad térmica de distintas proleinas, en especial la del coligeno tipo 1, sc ha
estudiado ampliamente cn o referente al proceso de desnaturalizacion (Komsa-Penkova,
R., 1999; Rochdi, A., 2000; Miles, C. A., 1995; Miles, C. A., 1998) mediante ¢l uso del
calorimetro en un intervalo de temperatura de 20 a 80 °C. En dichos trabajos, la cstabilidad
térmica se determina a partir d¢ la Tha @ la cual, se origina la desnaturalizacion,
preseéntandose alrededor de los 60 °C (ver apéndice ). En lo concerniente al proceso de
degradacion y combustion del colageno tipo I, en el presente trabajo sc ha empleado ¢l
mismo criterio para establecer la estabilidad térmica mediante fa T, del pico exotémico
de mayor intensidad.

Los dos hucsos actuales, Granada y México, presentan caracteristicas semejantes cn
los termogramas dcl calorimetro (Fig. 6), lo cual indica, que su cstabilidad térmica es
similar. El proceso exotérmico que tiene lugar de los 220 a los 530 °C, corresponde a la
degradacion y combustion del colageno, entendiendo cada uno como la ruptura de una
molécula cn fragmentos mas pequeiios y la oxidacion total de una sustancia hasta
determinados Oxidos en forma de gas (NOz, NO, CO», CO, SO;, ctc.) respectivamente. En
¢l caso dc los coliagenos extraidos de hucsos actuales (Fig. 15 y 16) y ¢l coligeno Sigma
(Fig.17) se observa que ticnen una mayor cstabilidad ténmica en comparacion con las
muestras Oscas, siendo que presentan unos Tua, cercanos a 550 °C mientras que para el
coligeno presente en hueso ¢l Toa estid alrededor de los 350 °C.

Se ha propucesto que ¢} coligeno que se encuentra en la matriz extracclular presenta
cambios durante la formacion de los cristales de hidroxiapatita, en otras palabras, durante la
mincralizacion, lo cual provoca cl rompimicnto de entrecruzamientos entre las moléculas
de coldgeno de distintas triple hélices. Debido a lo anterior, la cstabilidad térmica
disminuye cuando la proteina s¢ encuentra en ¢l hueso (Sakac et al. 1995). Pero esia
explicacion no resulta convincente bajo ¢l resultado obtenido de que el colageno extraido
del hueso por ambos métodos es térmicamente mas estable, ya que es de suponerse que este
coligeno ha perdido los entrecruzamicntos y aun asi su cstabilidad aumenta al ser separado
de la fase cristalina. En los casos en que cstos enlaces no se perdicran se requeriria una
mayor energia para degradar la proteina, lo cual ocasionaria que la temperatura en la que se
registran los picos exoténmicos sea mayor.

Para ¢l caso del colageno extraido mediante ¢l tratamiento térmico, se pucde
suponcer que dicho tratamicnto aporta la energia necesaria para la formacion de diferentes
enlaces entre las moléculas, ademas de que pudicra provocar un estado de agregacion
diferente al del coligeno en hueso, lo que trac como consccuencia cambios en la
conformacion estructural de la proteina. Lo anterior, originaria un aumento de la cstabilidad
térmica del colidgeno cuando este ¢s deshidratado y posterionmente analizado. En ¢l caso de
la obtencidn de coligeno mediante EDTA, no sc puede wtilizar este mismo razonamiento,
en tal caso, solo se puede argumentar un cfecto del cristal sobre la estabilidad térmica de la
proteina, ya que la extraccion no deberia de tener ningin efecto sobre esta.
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La muestra de coliageno Sigma, sirve de comparacion ya que proviene de un tejido
sin mineralizar, y que naturalimente no se mineraliza. Sc observa que el colageno si presenta
una alia estabilidad anterior a la mineralizacion, por lo que se podria pensar que ¢l cristal si
tiene algin cfecto sobre su estabilidad, lo cual es bastante claro mediante la Calorimetria.

Los valores de AH de fos hucsos actuales obtenidos a partir del drea bajo la curva de
los procesos exotérmicos, resultiron semejantes y reproducibles, esto es importante
mencionarlo porque en algunas investigaciones, se¢ menciona la dificultad de obtener
sefiales que mantengan ¢l mismo comportamiento térmico para ¢l caso especifico de huesos
(Niclsen et al. 2000). En la literatura no cxisten valores de Al del coligeno de hueso
reproducibles  obtenidos mediante  calorimetria, relacionados con  los  resultados  de
termogravimetria, de la cual sc obtiene la proporcion de coligeno en hueso, que representen
solamente la combustion de la proteina. Sakac et al. 1995, reporta valores de AH del
colageno de dentina, -13.86 £ 0.52 kJ/g, los cuales difieren de los valores obtenidos en ¢l
presente trabajo, ~8.39 £ 0.15 y -8.42 + 0.11 kJ/g, csto se pucde deber al tratamiento que sc
le dio a la muestra, 1o que pucde ocasionar distintos tipos de senales cn el CBD, ya que
realizaron su estudio con trozos de dentina y no con dentina en polvo.

Los valores de AH de las muestras de coligeno son similares a aquellos de las
mucestras oscas actuales. Para ¢l caso del colageno extraido mediante tratamicento ténmico,
resulta ser de -8.89 1 0.07 kJ/g. El aumento en la entalpia, sc pucde deber a un estado de
agregacion distinto como bien se menciond anteriormente. Mientras que para ¢l coligeno
obtenido mediante EDTA ¢s de -7.91 + 1.01 kJ/g, la disminucion de la entalpia, se puede
deber a la presencia de cristales de hidroxiapatita que no fucron retirndos mediante cl
EDTA. Estos cristales, afectan cl valor de la masa estimada para ¢l colageno, es decir, del
total de la masa considerada en la ccuacion para obtener la centalpia, cierta proporcion
pertenccia al cristal, ¢l cual no presenta ninguna seftal exotérmica en ¢l rango de la
combustion del coligeno y por ende ¢l drea bajo la curva del termograma no representa la
combustion de un 100% de masa de la proteina.

Las caracteristicas de los termogramas de las muestras Oscas y de las mucstras de
colageno tipo I extraido, junto con la semejanza de los valores de entalpia de dichas
muestras, sugicren que al desmineralizar el hueso, en el coldgeno no se pierden y tampoco
se originan algin tipo de enlaces nucvos o diferentes que alteren su estabilidad y por ende
la entalpia de combustion Por lo cual, se le puede atribuir a la presencia del cristal, la baja
estabilidad térmica que prescenta el coligeno en ¢l hueso en comparacion de cuando sc
cncuentra en ausencia del mineral. Se desconoce la forma en que se leva a cabo este efecto
sobre la estabilidad, si la presencia de la fase mineral provoca cambios estructurales en la
proteina o los cristales actian como nucleos de degradacion al almacenar calor, son
posibilidades a analizar para conocer a fondo este fendmeno. Asi mismo, cstos resultados
sugicren que durante ¢l proceso de mincralizacion tampoco se afecta en gran medida al
coligeno respecto a los enlaces que se tienen centre las moléculas, ya que si sucediera lo
contrario, presentaria unos valores de entalpia muy diferentes entre ¢l coligeno en
presencia y en auscencia de la fase mineral.
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5.2 Degradacion y Combustiéon del Coliageno Tipo 1

Mediante la Espectroscopia Infrarroja y la Cromatografia de Gases, sc planted la
posibilidad de conocer ¢l proceso de degradacion y combustion del coldgeno tipo I cn
presencia de la fase mineral con cl fin de comprender la disminucion de la estabilidad
térmica. El espectro infrarrojo, muestra las diferentes bandas de absorcion de los enlaces de
determinada sustancia sobre la cual incide el haz. En ¢l caso del hueso, se muestran las
bandas dc los enlaces caracteristicos de la proteina y del cristal. El enlace C-H no cs
empleado cominmente ¢n la caracterizacion de moléculas, debido a que su vibracion es
débil e inestable. Aun asi, su presencia muestra que la degradaciéon y combustion del
coligeno termina aproximadamente a los 500 °C, lo cual esta de acuerdo con los resultados
del Calorimetro y de los analisis ténmico gravimétricos. Las bandas del estiramiento del
grupo C=0 (Amida 1), de! estiramiento del enlace C-N (Amida HI) y del desdoblumiento
del enlace N-11 (Amida II), son caracteristicos del enlace peptidico y por consiguicnte su
presencia o disminucion reflejan como se ha ido degradando la estructura de la proteina,
principalmente los enlaces C-N y N-H son seiales de ese rompimiento.

Los valores de transmitancia muestran cn ambos casos una disminucion gradual de
las bandas, pero la auscncia de la scilal es un claro indicador de que ¢l enlace del N-H se
ha climinado con respecto al C=0, de ahi que a una menor temperatura desaparcce la seilal
de la banda del N-H, que tienc una energia de enlace de 391 kJ/mol mientras que para ¢l
C=0 cs de 725 kJ/mol. Para ¢l caso del enlace C-H, sc observa también una disminucion
gradual, hasta los 400 °C siendo su cnergia de enlace de 415 kJ/mol, mayor que ta del N-H
y C-N, la cual e¢s de 292 kJ/mol (Pauling, L. 1970). Es cvidente cntonces que la
degradacion depende de las encergias de enlace entre los distintos dtomos de la proteina, por
lo cual se puede afirmar que la degradacion sc origina tanto en las cadenas laterales como
en ¢l esqueleto del colageno, sin importar su distinta participacidn en las interacciones que
la estabilizan. Por otra parte, resulta notorio ¢l hecho de que cl pico de N-H desaparece
antes de los de C=0 y C-H por lo cual, s¢ proponc que en un periodo avanzado de la
degradacion y combustion ¢s mayoritaria la presencia de pequeiios fragmentos de cadenas
alifiticas, las cuales, posiblemente por su mayor cnergia de enlace, requicran una mayor
temperatura para oxidarse y pucdan ser las causantes del hombro derecho a 440 °C que s¢
obscrva en la Calorimetria, aunque aun faltan evidencias experimentales que lo confirmen.

De las tres cromatografias de gases, se puede deducir que los principales oxidos
producto de la combustion del colageno son ¢l CO2 y ¢l NOa. Para ¢l caso del carbono
presente en la molécula, este se elimina preferentemente en forma de CO; ya que dicho gas,
s¢ produce al quemar compucstos de carbono en exceso de aire, mientras que el CO se
produce usando cantidades limitadas de aire. En las cromatografias realizadas, la cantidad
de oxigeno empleado fue de un 20% del total del flujo de aire, lo cual ¢s semcjante al
porcentayje oxigeno atmosférico, de ahi que la produccion de CO; se viera favorecida. El
CO sc produce en los intervilos de temperatura donde la combustién ¢s mayor y por
consiguicnte la cantidad de oxigeno es baja al haberse producido una gran cantidad de COa,
como las unidades de arca lo muestran, permitiendo asi la formacion de CO en
proporciones menores a las del COa.



En ¢l caso del nitrégeno, se llegd a la conclusion de que no se libera en la forma del
oxido nitroso (N20) ni del oxido nitrico (NO) ya que en las columnas no sc cncontrd
ningin valor en unidades de drea siendo que podian detectar ambos gases. Ademas, ¢l N;O
se descompone en Nz y O: a tempersturas clevadas, micntras que el NO reacciona con el
oxigeno instantincamente:

2NO + 02— 2NO;

Sc deduce cntonces que ¢l didxido de nitrogeno (NOz) ¢s ¢l unico oxido de
nitrégeno que se pudo haber formado., ya que otras opciones como son el tridoxido de
dinitrogeno (N203), cl tetroxido de dinitrégeno (N2Oa) y ¢l pentdxido de dinitrdgeno
(N2Os) por sus caracteristicas, dificilmente serian derivados de la combustion de un
polipéptido. El N2O; existe puro sdlo en estado solido y en bajas temperaturas, en el liquido
y en el vapor se encuentra disociado:

N:0:(g) < NO(g) + NO2(g)

El N204 se encuentra relacionado con ¢l NO; por cl equilibrio 2 NOz > N:O,, ¢l
cual es dependiente de la temperatura; en estado solido es N2Qyg puro, en estado liquido sc
produce una disociacién parcial y arriba de 140 °C es un gas completamente disociado ¢n
NOa:. El N2Os es muy inestable, gran parte de las reacciones cn fase gascosa dependen de Ia
disociacion en NO; y NO; rcaccionando luego este altimo como agente oxidante. Es de
notarse que ¢n la mayoria dc los casos ¢l NO; resulta scr ¢l producto final de las reacciones,
cs por esto que sc considera como ¢l unico 6xido de nitrégeno presente en la combustion
del coldgeno en las columnas y. por otro lado, no se puede descartar su aparicidn, ya que s¢
traslapa con la COas.

Para poder comprender la disminucion de la estabilidad térmica del colageno, sc
requierc de un analisis mas detallado. En este sentido, la espectroscopia infrarroja podria
ser un pilar para el estudio del colageno en presencia y auscncia de la fase mineral. Puesto
que los intervalos de temperatura empleados resultaron muy grandes para poder interpretar
corrcctamicnte el proceso de degradacion y combustion con respecto a los procesos
térmicos.

5.3 Aplicacién de la Calorimetria de Barrido Diferencial al Estudio de Muecstras Oseas
Arqucoldgicas

Las curvas termoanaliticas de las muestras arqucoldgicas, presentan el mismo
comportamicnto que aquellas de huesos actuales. En algunos casos, principalmente de las
muestras mas antiguas, existe una disminucion del scgundo pico que aparcce como un
hombro, ¢l cual no se presenta bien definido, mientras que en las mas recientes si se llega a
obscervar mas claramente pero no con la misma intensidad que en los hucsos actuales. Otra
diferencia cntre los mismos huesos arqueoldgicos cs la intensidad (mW) de cada uno cn sus
respectivas curvas termoanaliticas, 1o cual se refleja en los valores del drca bajo la curva y
es dependiente de la cantidad de materia orginica, en este caso coligeno, que se conserva
en su estructura.

]
(8]



La grifica 26, muestra un cstudio que sc realizé en ¢l laboratoric mediante
difraccion de rayos X, DRX, con muestras seleccionadas a partir de los resultados de Jang,
2000., con ¢l fin de evitar las posibles variables que hubicran afectado su trabajo, adn asi se
cncontraron muestras que  tienden a salirse del patron esperado  de degradacion. Al
comparar la figura (25a) con la obtenida previamente en ¢l laboratorio mediante difraccion
de Rayos X (Fig. 26) y la dcl analisis clemental (Fig. 27) s¢ observa una clara similitud
entre los resultados obtenidos mediante las diferentes téenicas. Las diferencias observadas,
entre estas grificas (en algunas mucstras especificas) permite distinguir aquellos hucsos
arqueologicos que presentan algan tipo de sustitucion que podria afectar Ia interpretacion y
por lo tanto, la curva ajustada ¢n la figura (25a).

A partir de estos resultados, se observa una mayor pérdida de colageno en los
hucsos de mayor antigiiedad, mismo resultado que se obtuvo en la tesis de Jang, aunque
también sc observa claramente, que algunas muestras presentan una desviacion muy grande
con respecto a la curva obtenida, 1o cual lleva a suponer que no tuvieron ¢l mismo proceso
de degradacion que las demas mucestras.

Otro aspecto importante que bay que mencionar, ¢s ¢l hecho de que Jang no emplea
en su cstudio todas las muestras que se analizaron en ¢l presente trabajo, porque no las
considerd adecuadas (las dos muestras de Tlatilco y Xochimilco ent. 9, ver tabla 2),
mientras que otras (Xcambo y Bonampak) sc salen del contexto arqueologico de la Cuenca
del Valle de México. Aun asi, en sus resultados encuentra también algunas discrepancias
con respecto al modelo propuesto de degradacion, en especifico con las muestras de
Xochimilco, San Pedro y San Pablo y San Jerénimo. Los resultados del presente trabajo
muestran asi mismo que algunas muestras arqueologicas cstudiadas y no estudiadas por
Jang, ticnen discrepancias con respecto a la tendencia esperada del  decaimiento
exponencial que en teoria, presenta la pérdida de coligeno en huesos antiguos, bajo las
mismas condiciones tafondémicas (o de enterramicento).

A partir de las curvas de ATG (fig. 30 y fig. 31) no se¢ cncuentra una relacién del
contenido de colageno con la antigiiedad, lo cual resulta coherente con los resultados de la
calorimetria, ya que la intensidad y arca de las curvas esta en relacion con la cantidad de
coliageno de los distintos hucsos.

En la figura (29) sc obscrvan todas las muestras analizadas y a partir de sus
diferentes valores de entalpia y su respectiva antigiledad, se ajustaron tres curvas de
decaimiento exponencial. Las curvas A y C sc obtuvicron seleccionando un grupo de
muestras que tuvicran un comportamicnto caracteristico que fuera distinto de las demas,
micntras que la curva B sc obtuvo empleando todas las muestras analizadas, Es importante
mencionar que cada grupo de mucstras de las cuales se ajustaron las curvas no pertenccian
a un tipo de enterramicento ni a un sitio de enterramiento unico. El hecho de ajustar distintas
curvas responde a la idea de que determinadas muestras (aquellas mediante las cuales se
ajustaron las curvas A y C) estuvicron sujetas al mismo esquema de degradacion como
consccuencia de las caracteristicas fisicoquimicas (humedad, pH y temperatura ambiental
principalmente) que en conjunto afectaron el tejido osco, en especial al colageno. Lo
anterior ocasiond sc obtuvieran valores de entalpia distintos vy por ende  distintos
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comportamientos c¢n la grafica. Por otro lado, hay que considerar que se requicre un mayor
nimero de muestras a analizar para poder ajustar las curvas que correspondan a distintas
caracteristicas de cnterramiento, asi mismo, cs necesario evitar trabajar con muestras que
presenten patologias y tener un amplio conocimicento de la quimica del suclo donde se
cencuentren las restos Oscos.

Respecto a las grificas obtenidas mediante difraccion de Rayos X (fig. 26) y analisis
clemental mediante técnicas nucleares (fig. 27) también se ajustaron curvas de decaimicnto
cxponencial. En ¢l caso de la difraccion de Rayos X el indice IndRX se obtuvo a partir del
cociente l20/lmax x 100, donde Iyax es la intensidad mas alta difractada por la muestra, y
csta asociada a la fase mineral, micntras que Izo es la intensidad al angulo 20 = 20° asociada
a la fase organica (Heredia, 2000). En el analisis ¢clemental s¢c emplea ¢l cociente de N/Ca,
por lo que se relaciona ta materia orgianica mediante N, con la inorginica, Ca.

Sc utilizoé la siguiente ccuacion de decaimicnto exponcencial para ajustar las distintas
curvas:

y=Y°+A|-e"’r

donde Yp cs ¢l valor que sc obticne cuando ¢+ — o y sc interpreta como cl valor de A#,
IndRX o N/Ca (dependicndo de la técnica empleada) que sc tendria a antigiledades
cxtremadamente grandes; mientras que A4, ¢s ¢l valor que sc obtiene cuando ¢ = 0 mis ¢l
valor de Yp y se interpreta como ¢l valor de AH, IndRX o N/Ca que se ticnen cn una
muestra 6sca actual. Tanto Y, como 4, son condiciones de frontera cn la curva ajustada
para cada técnica. En la difraccion de Rayos X cl valor de Yy resulta diferente de cero (ver
tabla 8) debido a quc ¢l indice IndRX sc obtuvo a partir del cociente I2o/lnax x 100 y ya que
los valores de estas intensidades se ven afectados por diferentes factores (dispersion del
aire, dispersion incoherente, etc.) no se logra obtener un valor del indice IndRX igual a cero
para cuando no existe fase orginica, es decir, colageno en la muestra. Por esta mzon se
tomd como valor de Yy = 6.45, quec resulta ser ¢l menor valor del indice IndRX que se
obtuvo c¢n una muestra arqucologica.

Tabla 8. Condiciones de Frontera para cada curva ajustada.

a=y(t—>x) A=y(t=0)+Y,
IndRX  645™ 15.03 ¥
AH (J/g) o 0 2051.19 _
TGA (Yo masa) . ... 0 23.08 U
N/ Ca 0 0.64

* IndRX de una muestra que presenta ¢l indice mas bajo.
¥ IndRX de una muestra actual.

De la ecuacion de decaimiento exponencial se obticne ¢l valor de Tau (t), definido

como cl ticmpo de vida media. En ¢l presente trabajo se emplea t© de la misma forma en que
sc utiliza para obtener el valor del tiempo de vida media de isdtopos radioactivos, por
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cjemplo, el C' presenta un valor de T de 5730 afios. Se obticne tenicndo en consideracion
que ¢l exponente de la funcién e es el cociente (—f / 1) y cuando t = 1, entonces s tiene ¢
que es igual a 0.3678..., este nimero indica la proporcion de «f; que queda cuando Yy = 0y
al ser evaluado sobre la curva de decaimiento exponencial se obtiene un valor especifico de
¢ ¢l cual se define como ticmpo de vida media, ©

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 muestras
arqueoldgicas obtenidas mediante ¢l calorimetro (Fig. 29) muestran una disminucion del
valor dcl ticmpo dc vida media. Un menor valor de t implica que tos factores ambientales
(pH, humedad, temperatura, tipo de suclo) asi como los factores estructuriles del hueso
(geometria del hueso, tipo de hueso- compacto o esponjoso) que influyen en la diagénesis
del colageno, ticnen un mayor cfecto sobre las mucstras mediante las cuales s¢ obtience la
curva, disminuyendo c¢l tiecmpo que ¢l colageno se encuentra presente en la estructura del
hucso.

Al comparar los valores de t para Rayos X y cl andlisis elemental (Técnicas
Nucleares) se observa que es mayor para esta Gltima téenica. Debido a que en ambos casos
se analizaron las mismas muestras, se puede afirmar, que ¢! anilisis clemental resulta ser
una téenica mas sensible para medir la presencia de materia orgianica, en ecste caso
coligeno, con respecto a la materia inorgdnica, hidroxiapatita. Al obscrvar ¢l valor de 1,
que proviene de la curva B de la figura (29) la cual sc obtuvo a partir de todas las muestras
analizadas, s¢ muestra que la calorimetria resulta una técnica mucho mis scnsible para
medir materia orgdnica en muestras antiguas, aunque a diferencia del analisis elemental no
resulta especifica, es decir, no s¢ puede determinar si ¢l valor de AH corresponde
unicamente al colageno.

Tabla 9. Valores del Tiempo de Vida Media.

METODO
Calorimetria * Termogravimetria Difraccion de Técnicas Nucleares
Rayos X
T, = 449227 ! Trca = 2321.29 Trx = S89.80 ' TN = 998.91
T2 = 1558.65 : : '
Ty = 845.53 ;

* Los valores de tl, 12 y t3 representan las curvas A, By C de la figura 29,
T presenta unidades en ados.

El fin de ajustar diferentes curvas que muestren distintos ritmos de degradacion del
coligeno es, ¢l poder encontrar una relacion entre dicho ritmo y las caracteristicas quimicas
del suclo, y posteriormente, ¢l poder predecir a partir de las caracteristicas fisicas del hueso,
de sus valores de entalpia y de su antigiledad estimada dependiendo del estrato del cual
proviene, las caracteristicas de enterramiento y los factores que afectaron principalmente su
cstructura y provocaron su degradacion. Sdlo teniendo en claro lo anterior se podria
predecir la antigiiedad de un resto 6seco mediante las téenicas utilizadas en cl presente
trabajo. Es importante mencionar que mientras s¢ empleen téenicas que aporten diferentes
datos en lo que se refiere a las caracteristicas del colageno y la relacion entre la fase
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organica ¢ inorganica, se tendrd una mejor estimacion de la antigitedad de un resto, siendo
que la diagénesis dcel tejido 6sco es un proceso multifactorial.

5.4 Aplicacién de la Calorimetria al Estudio de Muestras Oscas Palcontolégicas.

En los termogramas, las muestras palcontologicas presentan un comportamiento
completamente distinto al de los restos Oscos arqueologicos y actuales como bien se
observao en la figura 32, lo cual dificulta la interpretacion de las senales. Es caracteristico de
estas muestras que la intensidad (en mW) es muy pequena aun habicndo trabajado con
trozos de los restos fosiles, 1o cual es indicador de una muy pequena fraccion de fase
orginica. Dcbido a la forma de los termogramas resulta dificil aseverar que la totalidad de
la seial corresponda al coligeno, siendo que durante el tiempo (millones de ailos) que
estuvieron enterrados pudicron haber sufrido algan tipo de contaminacion, por ejemplo la
presencia de dcidos himicos, que pucden provocar dichos camibios en la seial de las curvas
termoanaliticas. Aun asi el valor de la entalpia corresponde a la suma del drea bajo la curva
de todos los picos exotérmicos de cada termogramia,

En ¢l caso de las muestras de mamut, ¢stas presentan predominantemente un pico
exotérmico alrededor de los 350 °C, que se podria pensar corvesponde al coldgeno, pero la
seital es distinta a la de los huesos arqueoldgicos. Cabe mencionar que ¢n ¢l laboratorio sc
han obtenido termogramas de hucsos actuales de origen animal distintos al humano y su
comportamiento c¢s semcjante a aqucllos de las mucstras dscas actuales, por lo que no cabe
esperar una gran diferencia entre mucstras dscas de diferentes organismos cn lo referente a
la calorimetria, como bicn sc observa en cstas muestras de mamut.

En estas mucstras palcontoldgicas resulta interesante obtener el valor de Tau (1) ¢l
cual muestra un valor rclativo del tiempo de vida media de una muestra especifica. Se
obtiecne despejando t de

AH =Y, +AH,-e™"'"

teniendo entonces

En la tabla 10 sec observan los valores de t calculados para las mucstras
paleontologicas. El tiempo de vida media varia dependiendo de la antigiiedad de la muestra.
Es importante mencionar que estc valor de t calculado sc obticne empleando un AHy =
2051.19 (ver tabla 8), que cs valor de 4, que sc obtuvo experimentalmente de las mucestras
arqucoldgicas, mientras que cl AH corresponde al valor de entalpia de cada una de la
muestras paleontologicas.
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Tabla 10. Valores de T calculados para las mucestras palcontologicas.

MUESTRA T (ailos) | EDAD (afios)
{Hadrosaurio ___ . . . ...25.48x 10° ] 73,000,000 :
L Atin 4.32x10° g 15,000,000 i
iCetiiceo Odontoceti |~ 7 4.22x10° | 15,000,000 !
CcldCLQ‘Mlbllccll o ‘§_,64, x _l_()(' - 15,000,000 :
iRaya T T Us67x10° ) 15,000,000 :
Sirenio ] Cs®7x106 15000000 |
T]bu(qu 3.03x 106 N . ]
Thalassolcon Mexicanus 2.64x 10° o ]
Mastodonte 0.52x 10° NN B
Mamut 1 L 362073 b
Mamuw2 _..3703.19
Mamut 3 5867.23 -
Mamut 4 4905.80

A partir de cstos valores, sc debe considerar que en ¢l caso de las muestras
arqueoldgicas s¢ obtuvo un valor de t de 1558.56 (ver tabla 9), muy por debajo de los
valores de t de las mucstras palcontologicas, csto se pucde deber a que en el caso de estas
muestras, la curva de decaimicnto exponencial no corresponde al ritmo de degradacion que
presento cl coligeno. Este razonamiento lleva a plantear el uso de otro tipo de curva, por
cjemplo una curva sigmoidal, que represente de micjor forma cémo se va perdiendo ¢l
coligeno en cstos huesos {osiles. La curva sigmoidal responde a la idea de que estos hucsos
cstuvicron sujetos a unas condiciones iniciales que favorecicron la permanencia del
coligeno y retardaron su pérdida en forma de un decaimiento exponencial. Para poder
ascgurar esto ltimo, se requicre de informacion con respecto al ambicente en que estuvicron
sujetas las mucestras Oscas, asi como las caracteristicas propias de los huesos. Otro aspecto
que es importante considerar es la posibilidad de obtener valores de AH que no
correspondan unicamente al colageno, como ya se ha plantcado para las mucstras
arqueologicas, debido a la presencia de contaminantes como la presencia de compucstos
himicos.

Finalmente en la figura (34) se¢ ve ¢l comportamicento global del valor de entalpia de
todas las muestras dscas analizadas, si bien se puede observar una clara tendencia general a
la disminucion de la entalpia y por consiguicnte al contenido de la fase organica, s obvio
que se requicere analizar un mayor nimero de muestras para tener una tendencia mas clara
de!l comportamicnto y poder ajustar una curva que represente dicha tendencia. Por otro
lado, se debe considerar que las muestras palcontologicas se analizaron en trozo, por lo cual
se debe tener cuidado al compararias con las demds muestras. Cabe mencionar que la idea
de ajustar diferentes curvas de decaimiento exponcncial es aplicable a antigiicdades de
hasta unos cuantos miles de afios, ya quc para muestras de millones de ailos la proporcidon
de fase organica que presentan es minima y dificilmente se podrian distinguir distintos
ritmos de pérdida de colageno.

57



6. CONCLUSIONES

| A parur de los termogramas del calorimetro, se encontré que cl cola;,t.no presente
cn los huesos actuales ticne una menor cstabilidad térmica en comparacion con las del
colageno extraido mediante diferentes métodos de los mismos huesos actuales. Esto se
puede atribuir a un efecto del cristal sobre la proteina,

2. Los valores de AH de combustidon de los huesos actuales obtenidos a partir de los
proccsos exotérnmicos resultaron semgejantes y reproducibles. Asi mismo los valores de AH
de las muestras dc coldgeno son similares a aquellos de las muestras oscas actuales, lo cual
sustenta la hipétesis que la disminucion de la estabilidad térmica del coligeno se ocasiona
por efecto de la presencia del cristal en el hueso. Ademas, sugiere que durante el proceso de
mincralizacion no sc¢ afecta en gran medida al coligeno en lo que respecta a los
entrecruzamicntos que sc tienen centre las moléculas.

3. Mediante ¢l uso de la espectroscopia infrarroja, se observo que los valores de
transmitancia muestran en ambos casos, una disminucion gradual y diferente para las
distintas bandas que le fucron asignadas al colageno, esta disminucion es una clara sedal de
las difcrentes cenergias de enlace. Esto ultimo, mediante un andlisis mas detallado, podria
ser relacionado con la estabilidad térmica en presencia y ausencia del cristal,

4. Respecto a las muestras arqueologicas, se observé una mayor pérdida de coligeno
con la antigiicdad, aunque al mismo, ticmpo sc observa claramente que algunas muestras
presentan una desviacion muy grande con respecto a la curva ajustada, lo cual lleva a
suponer que no tuvicron ¢l mismo proceso de degradacion que lus demais muestras.

S. A partir de los diferentes valores de entalpia de las mucstras arqucolégicas y su
respectiva antigiiedad se ajustaron diferentes curvas de decaimicnto cxponencial. Asi
mismo sc¢ obtuvo ¢l valor de Tau (1), ¢l cual esta definido como ¢l ticmpo de vida media,
para ¢l colageno presente en hucso. Los valores de t para las tres curvas de las mucestras
arqueoldgicas obtenidas mediante el calorimetro muestran una disminucién del valor del
ticmpo de vida media, lo cual como se mencionod, se puede deber a la accidn de los factores
externos que provocan diferentes ritmos de pérdida de coliageno.

0. En las muestras paleontoldgicas, sc encontrd que €stas muestran un comportamicnto
completamente distinto al de las muestras actuales y arqueoldgicas. Lo anterior dificulta su
interpretacion debido a que no se pucde ascverar que la totalidad de la seial corresponda al
coliageno, existiendo la posibilidad de que pudieran haber sufrido alguna contaminacion.

7. Sc obtuvicron valores de T para las muestras palcontologicas, concluyendo que la
curva dc decaimiento exponencial no corresponde al ritmo de degradacion que presento cl
colageno en las muestras arqueoldgicas. Debido a esto, se plantea la posibilidad de ajustar
una curva sigmoidal, que represente de mejor forma como se va perdiendo ¢l colageno en
cstos huesos fosiles.



8. Finalmente se encontré que la calorimetria resulta ser una téenica muy sensible para
medir materia organica en muestras antiguas, pero no resulta especifica, es decir, no sc
puede determinar si ¢l valor de AH corresponde tnicamente al coliageno.
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APENDICE I

que sc estudice 1a muestra sc obtiene un termograma distinto.

Como se¢ menciond anteriormente, la forma que presenta el termograma cs
dependiente del tratamiento de la mucestra. Cuando se introduce un trozo de hucso en ¢l
modulo del calorimetro, en ¢l termograma se presentan dos picos exoténmicos ficilmente
distinguibles, ¢l primero a ~355 °C y ¢l scgundo a ~455 °C (fig. 35a), dando inicio la
transicion a 200 °C y terminando a 550 °C aproximadamente. Asi mismo sc observa que ¢l
pico endotérmico sc alarga hasta los 150 °C siendo esto un efecto retardado de la salida de
agua fisiabsorbida. La presencia de un segundo pico exotérmico se va incrementando con ¢l
tamaiio de trozo llegando a un punto donde la masa del trozo de hueso es tl que se origina
pricticamente un solo pico que enmascara a los dos picos iniciales (fig. 35b). Esto es
debido a que la transmision de calor es distinta cuando ¢l trozo ¢s mds grande, o que
ocasiona que el coligeno del centro del trozo tarde mas en degradarse, cuando la mucstra se
muele y tamiza ¢l segundo pico se transforma cn un hombro como st mucstra en los
resultados (fig. 6a y 6b). Es importante hacer notar esto, ya que dependicendo de 1a forma en
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Fig. 35. Efecto dcl tratamiento
de la mucstm sobre la curva
termoanalitica. A) Termograma
de un trozo de hueso actual. B)
Comparacion de los
termogramas  de  trozos  del
mismo liucso actual de diferente
masa.



APENDICE 11

La  mayoria de los andlisis térmicos sobre coligeno, sc enfocan a la
desnaturalizacion de la proteina y reportan que la Thae de dicho fenémeno se encuentra
alrededor de los 60°C. Asi, sc investigd la presencia de dicho proceso en la coligena de
hueso en polvo. La presencia del cristal de hidroxiapatita, puede afectar at proceso de
degradacion y combustion de la proteina, bien podria tener alguna influencia sobre la
desnaturalizacion. En la Fig. (36) s¢ observa ¢l efecto de un exceso de agua en la muestra
en polvo a diferencia de la muestra seca, apareciendo un  pico  endotérmico  muy
pronunciado con una Tha @ 60°C. En la fig. (36) sc obscerva que los picos exotémucos se
cncuentran recorridos hacia la izquicrda teniendo su Toaa ¢n 300 y 370°C respectivamente
debido al cambio de ritmo de calentamiento de 1°C x min. A partir de estos resultados no
se pucde ascegurar que ¢l pico endotérmico represente la desnaturalizacion del colageno ya
que la curva del agua destilada presenta las mismas caracteristicas. El coliigeno del hueso
¢s poco soluble debido las interacciones que presenta y al tamaiio de la molécula, por lo
que sc puede afirmar que antes del proceso de degradacion y combustion que surge después
de los 220°C la proteina solo presenta una deshidratacion que no afecta a su estructura, es
decir, la triple hélice se mantiene presente. Este fenomeno es de importancia cuando se
estudia ¢l coligeno presente en huesos antiguos ya que podria cambiar su estabilidad
térmica durante la combustion.
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Fig. 36. Efecto del exceso de agua en una muestra en polvo de un hueso actual.

65



APENDICE III

Con la muestra de coligeno Sigma sc cstudid ¢l efecto de molienda sobre la
proteina, ya que sc ha reportado que la friccidon que producen las bolas de agata afecta Ia
cstabilidad térmica de las protcinas (Niclsen, ¢t al. 2000). En la figura (37) se puede
observar que el efecto de molicnda de 1 hora de duracion afecta considerablemente al
colageno, al compararla con la figura del recuadro superior derecho (figura 17). Presenta
principalmente tres picos exotémmicos variando la posicion y la intensidad de los mismos, ¢l
primero a 250 °C ¢s mas fino ¢ intenso; ¢l segundo a 350 °C tiene ¢l mismo valor de T,
que ¢l segundo pico del colageno sin moler pero presenta una mayor intensidad, mientras
que ¢l tercer pico practicamente desaparcce al compararlo con el del coliigeno sin moler.
Estas diferencias muestran que el efecto de moliecnda puede afectar al coligeno presente en
hueso, pero como anteriormente se ha mencionado, cl trabajar con la muestra ¢n polvo
permite efectuar un mayor numero de andlisis necesarios para la correcta interpretacion del
proceso de degradacion y combustion. Por otro lado es importante mencionar que ¢l tiempo
de molicnda para cl caso de las muestras en polvo sc encucntra alrededor de 10 a 15
minutos ya que la presencia del cristal favorece su ripida fragmentacion.
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Fig. 37. Efecto del proceso de molicnda sobre ¢l colageno Sigma.
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APENDICE IV

La proteina requicre obligatoriamente la presencia de oxigeno para poder oxidarse
completamente, al ser expuesta a una atmésfera inerte de argon se observa una curva como
la de la Fig. (38a), que presenta 3 picos endotérmicos, ¢l primero correspondiente a ia
deshidratacion a 50 °C, los siguicntes a 350 y 500 °C, en ¢l primer caso sc corresponde
perfectamente con la Ty, de la cxoterma del proceso de combustion. En 1a Fig. (38b) se
observa una muestra vuelta a correr en una atmésfera de aire después de haber sido corrida
en una atmaosfera de helio donde se encuentra ausente ¢l oxigeno, sc ticne entonces un solo

pico exotérmico a 400 °C.
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Fig. 38. Sc¢ muestran los
termogramas para cf caso de
A)una corrida de muestra
osea actual con atmdsfera
inerte de argdn y B) otm
muestra osca actual corrida
con atmdsfera de oxigeno
después  de haber  sido
comrida con una atmoésfera
de helio.
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