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RESUMEN 
 
Los cascarones de huevo son estructuras compuestas por biominerales que contienen 
información reproductiva de grandes especies como los vertebrados. Por lo tanto, su estudio 
ofrece una oportunidad para investigar los taxones extintos debido a la diversa información que 
se encuentra plasmada en los cascarones de huevo, la cual no está disponible en huesos o en 
algún otro rastro propio del reino animalia. Además, la información geológica que alguna vez fue 
puramente biogénico, ya que los cascarones de huevo han experimentado el proceso de 
fosilización, puede compartir diversas metodologías con otros campos como lo es la mineralogía. 
Por lo tanto, este trabajo está enfocado en la microestructura y cristalografía de los cascarones 
de huevo de fósiles colectados en el área de El Rosario, Baja California en México, y de especies 
modernas utilizando SEM-EDS, XRF, XPS, XRD, entre otras, técnicas utilizadas en la ciencia de 
materiales y geología estructural.  
 
En primer lugar, la morfología del área superficial, así como los microagregados y los conos 
mamilares observados en el área transversal de cascarones de huevo fosilizados de las especies 
ornitópodas (Spheroolithus y Lambeosaurinae) y terópodas (Prismatoolithus) son diferentes entre 
sí, lo que nos indica que no corresponden al mismo orden. A diferencia de las observadas en los 
cascarones de especies modernas (emú, avestruz y cocodrilo) que permite identificar la linealidad 
de los límites de las partes que componen al cascarón. En segundo lugar, la composición química 
de los cascarones de huevos fosilizado permitió identificar principalmente minerales como: 
calcita, albita y cuarzo. Además, también se identificaron elementos como P, S, K, Mn, Fe, Sr, Cr, 
Cu, y Zn, los cuales son un indicativo de que los cascarones sufrieron alteraciones diagenéticas, 
mientras que, de los cascarones de las especies modernas, se determinó que están compuestos 
únicamente de calcita. Así mismo, la posible identificación de vibraciones causadas por 
aminoácidos mediante el uso de FTIR, nos proporciona información acerca de la función de la 
estructura biomineralizada, ya que probablemente haya cumplido la función de escudo, 
proporcionando un ambiente adecuado para la conservación de las proteínas, presentes en los 
cascarones de huevo fosilizados. En tercer lugar, el estudio del área superficial y de la rugosidad 
de los cascarones de diferentes especies, se realizó utilizando el análisis de dimensiones 
fractales obtenidas de la información de imágenes de AFM y SEM de las dos superficies, externa 
e interna. Este tipo de caracterizaciones tanto estructurales como ópticas, contribuye fuertemente 
al campo de investigación paleontológica, principalmente porque este tipo de muestras son únicas 
debido a la relevancia biológica en México que permitirá comprender las especies que se han 
extinguido millones de años atrás. En cuarto lugar, la purificación de proteínas de cascarones de 
huevo de especies modernas se llevó a cabo utilizando le técnicas de FPLC mediante el método 
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de exclusión molecular, permitiendo obtener dos proteínas del cascarón de huevo de avestruz 
(SCA-1 y SCA-2) y emú (DCA-1 y DCA-2), y una del cascarón de huevo de cocodrilo (CCA-2).  
 
Adicional, se llevó a cabo la caracterización de las proteínas presentes dentro del mismo orden 
(Struthioniformes); de los grupos de función de acuerdo con las características estructurales 
determinadas in-silico; y de los homólogos en diferentes organismos, con la finalidad de ver la 
relación filogenética presente en todas las clases de especies. Este estudio demostró que las 
proteínas del orden Struthioniformes y Anseriformes presentaron regiones altamente 
conservadas en comparación con los demás órdenes, incluso de las especies de tortugas, 
cocodrilo, pez y erizo, obtenidos durante el Blast de partida.  Por lo tanto, se sugiere que esta 
región altamente conservada en todas los órdenes de especies se haya conservado 
evolutivamente. 
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ABSTRACT 
 
Eggshells are structures composed of biominerals that contain reproductive information for large 
species such as vertebrates. Therefore, their study offers an opportunity to investigate extinct taxa 
due to the diverse information that is plastered in eggshells, which is not available in bones or in 
any other trace typical of the animal kingdom. In addition, geological information that was once 
purely biogenic, since eggshells have undergone the process of fossilization, can share various 
methodologies with other fields such as minerology. Therefore, this work is focused on the 
microstructure and crystallography of the eggshells of fossils collected in El Rosario, Baja 
California in Mexico, and of modern species using SEM-EDS, XRF, XPS, XRD, among other 
techniques used in materials science and structural geology. 
 
First, the morphology of the surface area, as well as the microaggregates and the mammillary 
cones observed in the cross-section area of fossilized eggshells of the ornithopod (Spheroolithus 
and Lambeosauriane) and theropod (Prismatoolithus) species are different from each other, which 
indicates that they do not correspond to the same clade. Unlike those observed in the eggshells 
of modern species (emu, ostrich, and crocodile) that allows to identify the linearity of the limits of 
the parts that make up the eggshell. Second, the chemical composition of the fossilized eggshells 
made it possible to identify mainly minerals such as calcite, albite and quartz. In addition, elements 
such as P, S, K, Mn, Fe, Sr, Cu, Cr, and Zn were also identified which are an indication that the 
eggshells have diagenetic alteration, while the eggshells of modern species are determined that 
they are composed solely of calcite. Likewise, the possible identification of vibrations caused by 
aminoacids using FTIR, provides us with information about the function of the biomineralized 
structures, since it has probably fulfilled the function of a shield, providing a suitable environment 
for the conservation of proteins, present in fossilized eggshells. Third, the study of the surface 
area and the roughness of the eggshells of different species was carried out using the analysis of 
fractal dimensions obtained from the information of the AFM and SEM images of both surfaces, 
external and internal. This type of structural and optical characterization contributes strongly to the 
field of paleontological research, mainly because these types of samples are unique due to the 
biological relevance in Mexico that will allow us to understand the species that have become 
extinct millions of years ago. Fourth, the purification of proteins from eggshells of modern species 
was carried out using FPLC techniques by means of the molecular exclusion method, allowing to 
obtain two proteins from the ostrich (SCA-1 and SCA-2), emu (DCA-1 and DCA-2), and on from 
the crocodile eggshells (CCA-2). 
 
Additionally, the characterization of the proteins presents within the same order (Struthioniformes) 
was carried out; of the groups of function according to the structural characteristics determined in-
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silico; and of the homologues in different organisms, in order to see the evolutionary and/or 
phylogenetic relationship present in all kinds of species. This study showed that the proteins of 
the order Struthioniformes and Anseriformes presented highly conserved regions in comparison 
with the other orders, including the species of turtles, crocodile, fish, and hedgehog, obtained 
during the starting BLAST. Therefore, it is suggested that this highly conserved region in all 
species orders has been evolutionarily conserved.  
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Figura 4-12. Morfología de los poros de los cascarones de huevo de dinosaurio bajo estudio 
y de las especies filogenéticamente relacionados. A. Spheroolithus muestra 1; B. 
Lambeosaurinae; C. Spheroolithus muestra 2; D. Prismatoolithus; E. Ootaxon no identificado; 
F. Avestruz; G. Emú; H. Cocodrilo……………………………………………………………………. 
Figura 4-13. Diseño de los poros presentes en cascarones de huevo de dinosaurio. A. 
Angusticanaliculato; B. Tubocanaliculato; C. Multicanaliculato; D. Prolatocanaliculato; E. 
Rimocanaliculato; F. Obliquicanaliculato…………………………………………………………….. 
ANEXO 4.1: Determinación de la rugosidad y el tamaño del poro mediante SEM y AFM 
Figura 4-14. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los 
poros de la superficie externa del cascarón de huevo de la familia Lambeosaurinae. A. Perfil 
A; B. Perfil B……………………………………………………………………………………………... 
Figura 4-15. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los 
poros de la superficie interna del cascarón de huevo Lambeosaurinae. A. Perfil A; B. Perfil B… 
Figura 4-16. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los 
poros de la superficie externa del cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 2. A. Perfil A; 
B. Perfil B………………………………………………………………………………………………… 
Figura 4-17. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los 
poros de la superficie interna del cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 2. A. Perfil A; 
B. Perfil B………………………………………………………………………………………………… 
Figura 4-18. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los 
poros de la superficie externa del cascarón de huevo del Prismatoolithus. A. Perfil A; B. Perfil 
B…………………………………………………………………………………………………………... 
Figura 4-19. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los 
poros de la superficie interna del cascarón de huevo del Prismatoolithus. A. Perfil A; B. Perfil 
B…………………………………………………………………………………………………………... 
Figura 4-20. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los 
poros de la superficie externa del cascarón de huevo del ootaxon no identificado. A. Perfil A; 
B. Perfil B………………………………………………………………………………………………… 
Figura 4-21. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los 
poros de la superficie interna del cascarón de huevo del ootaxon no identificado. A. Perfil A; 
B. Perfil B………………………………………………………………………………………………… 
Figura 4-22. Topografías y perfiles del tamaño de poro en las superficies del cascarón de 
huevo de la familia Lambeosaurinae. SE. Superficie externa; SI. Superficie interna; 1. Imagen 
de AFM; 2. Perfiles de las estructuras superficiales; A. Perfil correspondiente al eje X; B. Perfil 
correspondiente al eje Y……………………………………………………………………………….. 
Figura 4-23. Topografías y perfiles del tamaño de poro en las superficies del cascarón de 
huevo del Spheroolithus muestra 2. SE. Superficie externa; SI. Superficie interna; 1. Imagen 
de AFM; 2. Perfiles de las estructuras superficiales; A. Perfil correspondiente al eje X; B. Perfil 
correspondiente al eje Y……………………………………………………………………………….. 
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Figura 24. Topografías y perfiles del tamaño de poro en las superficies del cascarón de huevo 
del ootaxon no identificado. SE. Superficie externa; SI. Superficie interna; 1. Imagen de AFM; 
2. Perfiles de las estructuras superficiales; A. Perfil correspondiente al eje X; B. Perfil 
correspondiente al eje Y……………………………………………………………………………….. 
Capítulo 5. Relación de los Cascarones de Aves y Reptiles con Otras Especies 
Figura 5-1. Ejemplo de un árbol filogenético. Se puede observar los puntos de ramificación 
(puntos cafés) obtenidos por duplicación génica o especiación, y el ancestro común de las 
secuencias (punto morado)……………………………………………………………………………. 
Figura 5-2. A. Cromatograma correspondiente al cascarón de huevo de cocodrilo. B. Gel de 
SDS-PAGE al 12% de la purificación de las CCA-1 (fracción 2) y CCA-2 (fracción 3) usando 
fase reversa. El marcador de peso molecular corresponde a BLUEstainTM 2 Protein ladder, 5-
245 kDa………………………………………………………………………………………………….. 
Figura 5-3. Espectros de masa de las proteínas CCA-1 (A) y CCA-2 (B). I.M. Ion molecular….. 
Figura 5-4. DLS de las proteínas crococalcina-1 (CCA-1, A) y crococalcina-2 (CCA-2, B). d. 
Diámetro hidrodinámico………………………………………………………………………………… 
Figura 5-5. Cromatograma (A) y gel SDS-PAGE al 12% (B) de la separación de las proteínas 
intraminerales del cascarón de huevo de avestruz mediante el método filtración en gel 
utilizando citratos 50 mM pH 3.6 como fase móvil y una velocidad de flujo de 0.5 mL/min. La 
línea verde indica las fracciones que se tomaron para el gel, las cuales se encuentran 
tabuladas con su respectivo volumen. El marcador de peso molecular corresponde a 
BLUEstainTM 2 Protein ladder, 5-245 kDa……………………………………………………………. 
Figura 5-6. Cromatograma (A) y gel SDS-PAGE al 12% (B) de la separación de las proteínas 
intraminerales del cascarón de huevo de avestruz mediante el método filtración en gel 
utilizando citratos 50 mM pH 3.6 como fase móvil y una velocidad de flujo de 0.3 mL/min. Los 
números indican las fracciones que se tomaron para el gel. El marcador de peso molecular 
corresponde a BLUEstainTM 2 Protein ladder, 5-245 kDa………………………………………….. 
Figura 5-7. Cromatograma (A) y gel SDS-PAGE al 15% (B) de la separación de las proteínas 
intraminerales del cascarón de huevo de emú mediante el método intercambio catiónico 
utilizando como fase móvil citratos 50 mM pH 3.6 como buffer A y citratos 50 mM pH 3.6 + 1.0 
M NaOH como buffer B, a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min. Los números indican las 
fracciones que se tomaron para el gel. El marcador de peso molecular corresponde a 
BLUEstainTM 2 Protein ladder, 5-245 kDa……………………………………………………………. 
Figura 5-8. Cromatograma (A) y gel SDS-PAGE al 12% (B) de la separación de las proteínas 
intraminerales del cascarón de huevo de emú mediante el método filtración en gel utilizando 
acetato de amonio 100 mM pH 5.0 + 1.0 M guanidina como fase móvil y una velocidad de flujo 
de 0.3 mL/min. Los números indican las fracciones que se tomaron para el gel. El marcador 
de peso molecular corresponde a BLUEstainTM 2 Protein ladder, 5-245 kDa……………………. 
Figura 5-9. Cromatogramas (A, B, C) y gel SDS-PAGE al 15% (D) de la separación de las 
proteínas intraminerales del cascarón de huevo de cocodrilo mediante el método filtración en 
gel utilizando fosfatos 10 mM pH 7.55 (A), bicarbonatos 50 mM pH 7.8 (B) y tris-HCl 50 mM 
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pH 8.0 (C) como fase móvil, a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min. Los números indican las 
fracciones que se tomaron para el gel. El marcador de peso molecular corresponde a 
BLUEstainTM 2 Protein ladder, 5-245 kDa……………………………………………………………. 
Figura 5-10. Gráfico de correlación del PI vs PM de las proteínas obtenidas del QuickBLAST 
tomando como referencia la SCA-1 y SCA-2………………………………………………………... 
Figura 5-11. Alineamiento pareado de las 40 secuencias e identificación de bloques asociados 
con el porcentaje de identidad. El bloque superior corresponde a especies de aves 
relacionadas con la SCA-2. El bloque del centro corresponde a especies del orden Testudines. 
El bloque inferior corresponde a especies relacionadas con la SCA-1. P83515.1. Struthio 
camelus (SCA-2); XP_025926949.1. Apteryx rowi; XP_013801306.1. Apteryx mantelli; 
P84618.2. Rhea americana (RCA-2); P84616.2. Dromaius novaehollandiae (DCA-2); 
XP_025977246.1. Dromaius novaehollandiae; XP_035425211.1. Cygnus atratus; 
XP_032037982.1. Aythya fuligula; XP_038024161.1. Anas platyrhynchos; XP_035169392.1. 
Oxyura jamaicensis; XP_040394638.1. Cygnus olor; XP_005443542.1. Falco cherrug; 
XP_037244175.1. Falco rusticolus; XP_010564359.1. Haliaeetus leucocephalus; 
XP_029872161.1. Aquila chrysaetos chrysaetos; XP_014817435.1. Calidris pugnax; 
XP_026512179.1. Terrapene carolina triunguis; XP_023966471.1. Chrysemys picta bellii; 
XP_039376632.1. Mauremys reevesii; XP_039376633.1. Mauremys reevesii; 
XP_037745434.1. Chelonia mydas; XP_034619350.1. Trachemys scripta elegans; 
XP_042716842.1. Chrysemys picta bellii; P83514.1 Struthio camelus (SCA-1); P84617.2. 
Rhea americana (RCA-1); P84615.2. Dromaius novaehollandiae (DCA-1); XP_032041511.1. 
Aythya fuligula; XP_038021737.1. Anas platyrhynchos; XP_040400689.1. Cygnus olor; 
XP_035425210.1. Cygnus atratus; XP_035169393.1. Oxyura jamaicensis; XP_029871070.1. 
Aquila chrysaetos chrysaetos; XP_033918754.1. Melopsittacus undulatus; XP_030327925.1. 
Strigops habroptila; XP_041261516.1. Onychostruthus taczanowskii; XP_014746250.1. 
Sturnus vulgaris; XP_030816725.1. Camarhynchus parvulus; XP_019334710.1. Alligator 
mississippiensis; XP_038144619.1. Cyprinodon tularosa; XP_041484247.1. Lytechinus 
variegatus. Los códigos se encuentran en orden de superior/izquiera a inferior/derecha………. 
Figura 5-12. Árbol filogenético de las 40 secuencias de proteínas organizadas por el orden de 
la especie a la que corresponden. Secuencias externas: Rojo. Cocodrilia: XP_019334710.1. 
Alligator mississippiensis. Amarillo oscuro. Temnopleuroida: XP_041484247.1. Lytechinus 
variegatus. Verde grisaseo. Cyprinodontiformes: XP_038144619.1. Cyprinodon Tularosa. 
Secuencias relacionadas a la SCA-2: Morado. Struthioniformes: P83515.1. Struthio camelus 
(SCA-2); XP_025977246.1. Dromaius novaehollandiae; P84616.2. Dromaius novaehollandiae 
(DCA-2); P84618.2. Rhea americana (RCA-2). Naranja. Apterygiformes: XP_013801306.1. 
Apteryx mantelli; XP_025926949.1. Apteryx rowi. Verde. Anseriformes: XP_040394638.1. 
Cygnus olor; XP_035425211.1. Cygnus atratus; XP_035169392.1. Oxyura jamaicensis; 
XP_038024161.1. Anas platyrhynchos; XP_032037982.1. Aythya fuligula. Azul. 
Charadriiformes: XP_014817435.1. Calidris pugnax. Rosado oscuro. Falconiformes: 
XP_037244175.1. Falco rusticolus; XP_005443542.1. Falco cherrug. Rosado claro. 
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Accipitriformes: XP_010564359.1. Haliaeetus leucocephalus; XP_029872161.1. Aquila 
chrysaetos chrysaetos. Amarillo claro. Testudine: XP_042716842.1. Chrysemys picta bellii; 
XP_034619350.1. Trachemys scripta elegans; XP_039376633.1. Mauremys reevesii; 
XP_039376632.1. Mauremys reevesii; XP_037745434.1. Chelonia mydas; XP_023966471.1. 
Chrysemys picta bellii; XP_026512179.1. Terrapene carolina triunguis. Secuencias relacionas 
a la SCA-1: Rosado claro. Accipitriformes: XP_029871070.1. Aquila chrysaetos chrysaetos. 
Gris. Psittaciformes: XP_030327925.1. Strigops habroptila; XP_033918754.1. Melopsittacus 
undulatus. Morado claro. Passeriformes: XP_030816725.1. Camarhynchus parvulus; 
XP_014746250.1. Sturnus vulgaris; XP_041261516.1. Onychostruthus taczanowskii. Morado 
oscuro. Struthioniformes: P84615.2. Dromaius novaehollandiae (DCA-1); P84617.2. Rhea 
americana (RCA-1); P83514.1 Struthio camelus (SCA-1). Verde. Anseriformes: 
XP_038021737.1. Anas platyrhynchos; XP_032041511.1. Aythya fuligula; XP_035169393.1. 
Oxyura jamaicensis; XP_040400689.1. Cygnus olor; XP_035425210.1. Cygnus atratus. Los 
bootstrap se muestran para una de las ramas………………………………………………………. 
Figura 5-13. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden 
Struthioniformes (P83514.1. SCA-1) y del orden Cocodrilia (XP_019334710.1. Alligator 
mississippiensis). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; 
Morado: Dominio………………………………………………………………………………………. 
Figura 5-14. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden 
Struthioniformes (P83515.1. SCA-2), del orden Temnopleuroida (A) (XP_041484247.1. 
Lytechinus variegatus) y del orden Cyprinodontiformes (B) (XP_038144619.1. Cyprinodon 
Tularosa). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: 
Dominio………………………………………………………………………………………………….. 
Figura 5-15. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden 
Struthioniformes (P83514.1. SCA-1; P84615.2. DCA-1; P84617.2. RCA-1). Verde: Cisteínas 
conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: 
Dominio…………………………………………………………………………………………………... 
Figura 5-16. Alineamiento de las secuencias primarias entre las especies del orden 
Struthioniformes (P83514.1. SCA-1) y del orden Anseriformes (XP_038021737.1. Anas 
platyrhynchos; XP_032041511.1. Aythya fuligula; XP_035169393.1. Oxyura jamaicensis; 
XP_040400689.1. Cygnus olor; XP_035425210.1. Cygnus atratus). Verde: Cisteínas 
conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio…………………………... 
ANEXO 5.1: Agentes precipitantes utilizados en la prueba de cristalización 
Figura 5-17. Agentes precipitantes utilizados en las pruebas de cristalización de las proteínas 
obtenidas del cascarón de huevo de cocodrilo……………………………………………………… 
ANEXO 5.2: Identificación de las regiones conservadas de las secuencias obtenidas 
mediante QuickBLAST 
Figura 5-18. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden 
Struthioniformes: XP_025977246.1. Dromaius novaehollandiae; P84616.2. Dromaius 
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novaehollandiae (DCA-2); P83515.1. SCA-2; P84618.2. (RCA-2). Verde: Cisteínas 
conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio…………………………. 
Figura 5-19. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden 
Struthioniformes (P83515.1. SCA-2) y del orden Apterygiformes (XP_013801306.1. Apteryx 
mantelli; XP_025926949.1. Apteryx rowi). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: 
Aminoácidos conservados; Morado: Dominio……………………………………………………….. 
Figura 5-20. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden 
Struthioniformes (P83515.1. SCA-2) y del orden Anseriformes (XP_040394638.1. Cygnus olor; 
XP_035425211.1. Cygnus atratus; XP_035169392.1. Oxyura jamaicensis; XP_038024161.1. 
Anas platyrhynchos; XP_032037982.1. Aythya fuligula). Verde: Cisteínas conservadas; 
Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio…………………………………………… 
Figura 5-21. Alineamiento de las secuencias primarias del orden Struthioniformes (P83515.1. 
SCA-2) y del orden Charadriiformes (XP_014817435.1. Calidris pugnax). Verde: Cisteínas 
conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: 
Dominio………………………………………………………………………………………………...... 
Figura 5-22. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies delo orden 
Struthioniformes (P83515.1. SCA-2) y del orden Falconiformes (XP_037244175.1. Falco 
rusticolus; XP_005443542.1. Falco cherrug). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: 
Aminoácidos conservados; Morado: Dominio……………………………………………………… 
Figura 5-23. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden 
Struthioniformes (P83515.1. SCA-2) y del orden Accipitriformes (XP_010564359.1. Haliaeetus 
leucocephalus; XP_029872161.1. Aquila chrysaetos chrysaetos). Verde: Cisteínas 
conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio…………………………... 
Figura 5-24. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden 
Struthioniformes (P83515.1. SCA-2) y del orden Testudines (XP_037745434.1. Chelonia 
mydas; XP_042716842.1. Chrysemys picta bellii; XP_034619350.1. Trachemys scripta 
elegans; XP_039376633.1. Mauremys reevesii; XP_039376632.1. Mauremys reevesii; 
XP_023966471.1. Chrysemys picta bellii; XP_026512179.1. Terrapene carolina triunguis). 
Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio…….. 
Figura 5-25. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden 
Struthioniformes (P83514.1. SCA-1) y del orden Accipitriformes (XP_029871070.1. Aquila 
chrysaetos chrysaetos). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; 
Morado: Dominio……………………………………………………………………………………….. 
Figura 5-26. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden 
Struthioniformes (P83514.1. SCA-1) y del orden Psittaciformes (XP_030327925.1. Strigops 
habroptila; XP_033918754.1. Melopsittacus undulatus). Verde: Cisteínas conservadas; 
Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio…………………………………………… 
Figura 5-27. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden 
Struthioniformes (P83514.1. SCA-1) y del orden Passeriformes (XP_030816725.1. 
Camarhynchus parvulus; XP_014746250.1. Sturnus vulgaris; XP_041261516.1. 
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Onychostruthus taczanowskii). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos 
conservados; Morado: Dominio………………………………………………………………………. 
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1.1 INTRODUCCIÓN 
 
La biomineralización es el proceso mediante el cual los organismos vivos son capaces de producir 
sólidos inorgánicos. Estos procesos frecuentemente son controlados por macromoléculas 
biológicas asociadas a la fase mineral.1 Existen dos procesos de biomineralización: (1) la 
biomineralización mediada por matriz orgánica, conocida por ser un proceso altamente regulado 
por macromoléculas biológicas como proteínas, polisacáridos y lípidos,2,3 presentes en la 
formación de huesos, dientes, conchas de molusco y cascarón de huevo;4 (2) la biomineralización 
inducida biológicamente, donde los depósitos de mineralización en condiciones anormales y 
patológicas afecta vasos sanguíneos, músculos, matriz extracelular de los tejidos cartilaginosos 
articulares y algunos órganos internos, lo que conduce a la morbilidad y/o mortalidad.5 Debido a 
que este proceso está biológicamente inducido; el tamaño, forma, estructura y organización de 
las estructuras se lleva a cabo de manera indefinida y heterogéneamente, como se observa en 
los cálculos renales y/o biliares.1  
 
En los organismos vivos, la biomineralización tiene importantes funciones biológicas como son: 
fuerza mecánica, soporte estructural, protección de tejidos blandos y protección contra 
depredadores.6 Esto se observa en animales marinos como moluscos y crustáceos; y en animales 
terrestres como aves y reptiles, que llevan a cabo la oviposición.1,7  
 
El huevo (producto de la oviposición) es una estructura ovalada de tamaño y dureza variable que, 
basado en su estructura, cumple la función de proteger al embrión contra agentes del medio 
exterior. También regula el intercambio de vapor de agua, de gases y equilibrio térmico necesarios 
para mantener un medio homeostático estable, lo que conlleva un buen desarrollo del embrión.8,9 
 
1.1.1 Formación del Cascarón 
 
El huevo está compuesto por dos fases: una fase orgánica interna, constituida por azúcares, 
lípidos, y proteínas; y una fase inorgánica externa compuesta principalmente por carbonato de 
calcio que corresponde a la parte mineral del cascarón.10 El cascarón de huevo de las aves 
contiene 95% de carbonato de calcio en forma de calcita y 5% de una matriz orgánica.1 Mientras 
que en algunos reptiles, el cascarón posee 43% de carbonato de calcio y 57% de matriz orgánica.3 
La membrana, una de las partes que conforman el cascarón (Figura 1-1) y que se encuentra 
ubicada en la parte interna del mismo, es una superficie fibrosa compuesta por proteínas, lípidos 
y carbohidratos, responsables del proceso de mineralización.11 Esto da paso a la formación de 
cristales de carbonato de calcio que crecen formando una capa de columnas en forma de conos. 
A partir de estas estructuras, se comienzan a formar los poros por donde respira el embrión.12 
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Una vez formados los conos mamilares, la palizada mineral empieza a tener forma de columna 
con cristales que crecen con una orientación preferencial [001] y [104], paralelas a la superficie,13-

15 permitiendo la completa formación de los poros que controlan la dosificación de agua, gases e 
intercambio iónico, así como, la función de ser un reservorio de calcio que sirve para la formación 
del esqueleto del embrión,16 y finalmente, la cutícula que se encuentra en la superficie exterior 
presenta poros con orificios de un diámetro mayor al interno. La cutícula se deposita sobre toda 
la superficie del huevo para resguardarlo de cualquier contaminación microbiana después de la 
oviposición.17 Además, presenta pigmentos que le dan coloración a los cascarones como la 
protoporfirina, biliverdina y quelato de zinc de biliverdina. Estos pigmentos son secretados en el 
oviducto, produciendo la tinción del cascarón al momento de la oviposición.18,19 
 

 
Figura 1-1. Ilustración de las partes que componen al cascarón 

 
1.1.2 Especies en estudio 
 
De las especies en estudio, el avestruz y el emú son aves corredoras (rátidas) del superorden 
Palaeognathae. Otra especie en estudio es el cocodrilo americano, considerada como uno de los 
cocodrilos más grandes de este grupo. Y finalmente, cinco muestras de cascarones de huevo de 
dinosaurio, extintos hace 65 millones de años y distribuidos por familias de acuerdo con la forma 
de sus huesos. 
 
1.1.2.1 Avestruz 
 
Nombre científico: Struthio camelus20 
Puesta: Nido comunal, hembra dominante pone de 5 a 11 huevos, las demás de 2 a 6 huevos 
cada una 
Incubación: 42 a 48 días. La hembra se encarga de incubarlos durante el día, mientras que el 
macho lo realiza durante la noche 
Distribución geográfica: África 
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Es un ave de cuello largo, con patas largas y alas atrofiadas, que están capacitadas para correr 
alcanzando una velocidad de más de 70 km/h. Pueden alcanzar una altura de 3 m y un peso de 
aproximadamente 180 kg. El macho está provisto de plumas suaves de color negro, mientras que 
la hembra es parduzca con alas y cola de color blanco grisáceo al igual que las crías. En la época 
de celo, el macho se reproduce con hasta cinco hembras. El nido consiste en un surco en el suelo 
con aproximadamente 3 m de diámetro. Los huevos del avestruz son los más grandes entre las 
aves. Presentan una morfología lisa y brillante de color blanco. Miden entre 14 y 16 cm de altura, 
y entre 11 y 13 cm de ancho, llegando a pesar 1.5 kg.  
 
1.1.2.2 Emú 
 
Nombre científico: Dromaius novaehollandie21 
Puesta: 5 a 20 huevos 
Incubación: 52 a 63 días. El macho es el encargado de la incubación 
Distribución geográfica: Australia y Tasmania 
 
Es la segunda ave más grande del mundo que, como los avestruces, corren alcanzando una 
velocidad de 50 km/hr. El macho y la hembra presentan coloración de tonos grisáceos con negro. 
Miden 1.75 m de alto y pesan aproximadamente 50 kg. Durante la época de celo, la hembra 
construye el nido en el suelo con hojas y hierbas. Los huevos son de un color verde oscuro que 
miden 13 cm de altura y pesan 500 g. 
 
1.1.2.3 Cocodrilo americano 
 
Nombre científico: Crocodylus acutus22 
Puesta: 30 a 70 huevos 
Incubación: 80 a 92 días. Los huevos no son incubados, sino cubiertos con ramas y tierra, 
mientras que la madre siempre esta vigilando el nido a 2 m de distancia   
Distribución geográfica: Centroamérica y Sudamérica 
 
Es uno de los cocodrilos más grandes. Alcanza longitudes de hasta 7 m y llegan a pesar hasta 
media tonelada. En tierra, por su peso, suelen ser un poco lentos; pero en el agua alcanzan una 
velocidad de 32 km/h. Son de color verde oliva y el vientre es de color grisáceo a blanco. La 
hembra es la que se encarga de construir el nido cerca de cuencas de agua, escarbando en tierra 
o en una acumulación de material vegetal. 
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Los cocodrilos presentan la característica de incubar solo hembras o solo machos. Cuando la 
temperatura se encuentra por debajo de los 31ºC todas las crías son hembras y suelen presentar 
tiempo de incubación cortos, pero si la temperatura es de 32ºC o superior (no más de 35ºC, ya 
que estas temperaturas son letales para las crías) son machos, y el tiempo de incubación es más 
largo. Sus huevos son de color blanco y alcanzan a medir entre 6 a 7 cm de altura, de 4 a 5 cm 
de grosor con un peso de 9 a 10 g.23 
 
1.1.2.4 Dinosaurios 
 
De las especies de dinosaurios en estudio se encuentran los ornitópodos, dinosaurios herbívoros 
que vivieron entre el Jurásico inferior y el Cretácico superior (210-65 Ma). Entre estos se 
encuentran las familias Hadrosauridae (86-65 Ma) y Lambeosaurinae (76-65 Ma).24 Por otro lado, 
están los terópodos, dinosaurios carnívoros que vivieron entre el Triásico superior y el Cretácico 
superior (231-65 Ma), siendo la de nuestro interés la familia Troodontidae (150-65 Ma),25 por ser 
la especie más emblemática en México. 
  
1.1.2.4.1 Familia Hadrosauridae 
 
Los hadrosáuridos eran dinosaurios cuadrúpedos herbívoros de variados tamaños (pequeños 
desde 5 a 6 m de longitud y grandes alcanzando los 12 m) y pesos aproximados a los 7000 kg.  
Estos dinosaurios son denominados dinosaurios pico de pato por la similitud de su boca con las 
aves anátidas. Hoy en día, sus fósiles se encuentran distribuidos en Antártida, Asia, Europa, 
Norteamérica y Sudamérica.26 Se caracterizan por poseer un hueso rostral aplanado y alargado 
otorgando la apariencia del pico propio de los patos y una cresta en la cabeza, aunque no todos 
poseían esa apariencia.27 
 
1.1.2.4.2 Familia Lambeosaurinae 
 
Puesta: Una media de 24 huevos 
Incubación: Los huevos no son incubados, sino cubiertos completamente con tierra y la madre 
siempre se encuentra alrededor del nido 
Distribución geográfica: Asía, Europa y Norteamérica28,29 
 
Al igual que la familia Hadrosauridae, estos presentaban una cresta hueca sobre el cráneo similar 
a las que poseen algunas aves (Figura 1-2), y una altura de 2 m aproximadamente, con una 
longitud de 9 m, y un peso que variaba entre 1000 y 3000 Kg. 30,31 
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Figura 1-2. Recreación de un dinosaurio ornitópodo correspondiente a la familia Lambeosaurinae 

 
1.1.2.4.3 Familia Troodontidae 
 
Puesta: Una media de 16 huevos 
Incubación: 45 a 65 días. Los huevos se cree que son incubados por la madre 
Distribución geográfica: Asia, Europa y Norteamérica32 
 
Los troodóntidos eran depredadores bípedos conocidos como dinosaurios manirraptores, 
denominados así por la forma de sus manos rapaces y por poseer garras falciformes (Figura 1-
3). Su tamaño suele ser de mediano a pequeño, con una longitud promedio de 2 m y un peso 
aproximado de 100 kg. Se consideran estos dinosaurios como corredores, por las extremidades 
inferiores largas y las garras en forma de hoz.33 

 

 
Figura 1-3. Recreación de un dinosaurio terópodo correspondiente a la familia Troodontidae 

 
1.1.3 Estudios realizados en cascarones de huevo 
 
1.1.3.1 Cascarones de huevos fosilizados 
 
Desde el gran descubrimiento de huevos de dinosaurio en el Desierto de Gobi por la expedición 
central asiática organizada por el Museo Americano de Historia Natural cerca de 1920, los restos 
de huevos y cascarones fosilizados e incluso de nidos, han sido encontrados en todo el continente 
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asiático, principalmente del Cretácico superior.34 En Norte América existe cerca de 40 localidades 
con huevos y/o cascarones fosilizados distribuidos entre Canadá, Estados Unidos y México.35 
 
La mayoría de los trabajos realizados de los cascarones de huevo están enfocados en su 
clasificación. La cual está basada en la identificación de la morfología general, forma del poro, 
grosor y principalmente, el arreglo cristalino, ya que una sección delgada del cascaron 
proporciona información útil como el tamaño del grano y orientación cristalográfica de cada 
grano.36-38 Pocos trabajos están enfocados en el análisis elemental e isotópico, los cuales fueron 
llevados a cabo con el propósito de encontrar información acerca de la posible temperatura 
corporal de algunos grupos de dinosaurio,39 y para inferir condiciones paleoambientales,40,41 las 
que a veces están vinculadas a su extinción.42  
 
En México, hasta el momento solo existen dos localidades con registros de huevos y/o 
cascarones de dinosaurios. Uno se encuentra en la formación Cerro del Pueblo, al sur de 
Coahuila,43 y el otro está ubicado en la formación El Gallo, Baja California.44 Estos trabajos, como 
la mayoría, están enfocados en la clasificación de los cascarones. Sin embargo, no hay 
información acerca del análisis elemental de los cascarones fosilizados encontrados en México. 
 
1.1.3.2 Cascarones de huevo de especies actuales 
 
De las proteínas específicas del cascarón de especies actuales, la ovocalixina-25 y la ovocleidina-
116, se han encontrado en la matriz orgánica del cascarón y en fluido uterino durante la etapa de 
crecimiento del huevo de gallina.45,46 Otra proteína aislada del huevo de gallina es la ovocleidina-
17 (OC-17), la cual posee 142 aminoácidos, un peso de 17 kDa, y seis cisteínas, las cuales 
forman tres puentes disulfuro. Esta proteína fue la primera proteína intramineral caracterizada 
estructuralmente (Figura 4A), y se encuentra en la palizada mineral y los conos mamilares.47-49 
 
De cascarones de huevo de otras especies se han encontrado proteínas homologas a la 
ovocleidina-17. Del ganso, se ha aislado la proteína ansocalcina (ANCA), la cual posee 132 
aminoácidos y a diferencia de la OC-17, posee siete cisteínas y no ha sido caracterizada 
estructuralmente. De las especies de aves corredoras como el avestruz, emú y ñandú, se han 
aislado dos proteínas intraminerales, las cuales presentan del 40% al 70% de similitud con la 
secuencia de la OC-17. Del cascarón de avestruz, la estruthiocalcina-1 y -2 (SCA-1 y SCA-2), se 
han aislado con 132 aa y 142 aa, respectivamente. La SCA-1 se ha determinado estructuralmente 
(Figura 4B).50 
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Figura 4. Estructura tridimensional de la ovocleidina-17 (OC-17, PDB: 1GZ2) (A) y de la estruthiocalcina-1 (SCA-
1, PDB: 4UWW) (B) obtenidas a partir del cascarón de huevo de gallina y de avestruz, respectivamente 
 
Del cascarón de huevo de emú y ñandú, se han aislado las proteínas dromaiocalcina-1 y -2 (DCA-
1 y DCA-2), y rheacalcina-1 y -2 (RCA-1 y RCA-2), respectivamente.51 Recientemente, del 
cocodrilo, especie relacionada filogenéticamente a las aves, se han identificado dos proteínas de 
7 kDa y 14 kDa denominadas crococalcina-1 y -2 (CCA-1 y CCA-2).52 
 
1.2 JUSTIFICACIÓN 
 
En general, todos los procesos de biomineralización en la naturaleza, están asociados a un 
control estructural llevado a cabo por macromoléculas biológicas. Además, es poca la información 
estructural que se conoce acerca de las macromoléculas que componen y actúan en los seres 
vivos en estos procesos, ya que el nivel de organización estructural de los biominerales se 
jerarquiza a menudo en distintos órdenes estructurales para producir una estructura final muy 
compleja. 
 
La importancia de los biominerales se aprecia en entidades biológicas orgánicas y sus 
componentes presentan estructuras que les confiere propiedades que hasta ahora no han sido 
reproducidas por el hombre. Por esta razón, la posibilidad de crear nuevos materiales a partir de 
los biominerales (biomimética), tiene un impacto importante en medicina y podría alcanzar otros 
campos de las ciencias biológicas y los materiales, ya que nos permitiría de manera eficaz, 
comprender los procesos de biomineralización y como imitarlos. 
 
Para poder diseñar nuevos materiales es importante caracterizar los componentes 
macromoleculares, involucrados en los procesos de biomineralización. Uno de los procesos de 
mayor interés por su rapidez es la formación del cascarón de huevo en las gallinas, cuyo proceso 
de mineralización de carbonato de calcio ocurre en menos de 24 horas. En especies relacionadas 
filogenéticamente como lo son las aves del orden Palaeognathae, reptiles arcosaurios (dentro de 
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ellos tenemos a los cocodrilos) y los dinosaurios, la información que se tiene del proceso de 
biomineralización en la formación del cascarón de huevo es escasa o nula. 
 
La mayor parte de los estudios realizados están enfocados a estudios imnunohistoquímicos sobre 
la formación del cascarón de huevo de gallina y de otras aves del orden Neognathae. No existe 
información que describa cómo es el mecanismo de biomineralización en el cascarón de huevo 
de emú y/o avestruz, y de otras especies de seres vivos emparentados filogenéticamente con 
bases estructurales vía rayos-x, microscopía de fuerza atómica (AFM) o electrónica de barrido 
(SEM). Por lo tanto, el análisis estructural y morfológico de cascarones de huevo de varias 
especies ancestrales y actuales contribuirán a entender el proceso de mineralización, ya que se 
están analizando cascarones fosilizados de especies que se extinguieron hace más de 70 
millones de años, lo que confiere a obtener estructuras con un ordenamiento cristalino que otorga 
información de los procesos de preservación de estos, información que atribuye propiedades de 
interés a los materiales. 
 
1.3 HIPÓTESIS 
 
Las proteínas intraminerales encontradas en los diferentes cascarones de especies como aves, 
reptiles y dinosaurios, deben estar relacionadas con los procesos de nucleación, formación de 
cristales de carbonato de calcio y control estructural de la fase mineral. Por lo tanto, conocer la 
morfología de las estructuras formadas hace más de 70 millones de años y las obtenidas en 
especies actuales, permitirá proponer posibles mecanismos de biomineralización y los 
fundamentos químicos que expliquen su función biológica. Así como conocer la estructura 
tridimensional de algunas proteínas implicadas los procesos de biomineralización, permitirá 
definir su función biológica, al igual que los posibles genes implicados en estos procesos. 
 
1.4 OBJETIVOS 
 
1.4.1 General 
 
Realizar un estudió químico-estructural y bioquímico a cascarones de huevo de avestruz, emú, 
así como de cascarones de huevo de cocodrilo y las fases mineralizadas de cascarones de 
huevos de dinosaurios (de 100-70 Ma). 
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1.4.2 Específicos 
 
1. Caracterizar el contenido elemental y molecular de cinco cascarones de huevo de dinosaurios 

del período Cretácico superior. 
 
2. Caracterizar la morfología de los poros y la rugosidad de los cascarones de huevo de las 

especies ancestrales y actuales, citadas en el punto anterior. 
 
3. Cristalizar las proteínas por métodos convencionales (gota colgante, sedente o batch) con el 

propósito de determinar la estructura 3D mediante el análisis de los datos de difracción de 
rayos X de las proteínas cristalizadas (si se obtiene cristales) del huevo de avestruz, emú, y 
de cocodrilo americano. Asimismo, comparar las proteínas que se obtendrán de los huevos de 
dinosaurio mineralizadas con antigüedad de 100-70 Ma; así como la caracterización de la 
estructura de los cascarones respectivos de cada especie de dinosaurios por diversas 
técnicas. 
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Análisis Elemental y Morfológico de los Cascarones de Diferentes 
Especies 
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2.1  INTRODUCCIÓN 
 
Los dinosaurios son el grupo más enigmático e interesante que ha existido sobre la faz de la 
tierra. Vivieron en una variedad de ambientes que iba desde bosques hasta tierras áridas, 
incluyendo la costa alrededor de los océanos,1,2 hasta que enfrentaron un período de extinción a 
lo largo de la tierra, siendo los fósiles la única evidencia de su existencia. Entre estos fósiles se 
encuentran huesos, huellas, impresiones de piel, gastrolitos, coprolitos,3 nidos, huevos o 
cascarones de huevo.4,5 
 
A principios del siglo XX, se llevó a cabo el primer descubrimiento de huevos de dinosaurio en el 
desierto de Gobi por la expedición del Museo Americano de Historia Natural de Asia Central. A 
partir de ese evento, en alrededor del mundo, se han encontrado restos de cascarones de huevo, 
huevos y nidos en varios depósitos del Mesozoico, la mayoría de ellos del Cretácico Superior.6,7 
Solo en América del Norte, existen al menos 40 localidades con fósiles de huevos y cascarones 
de huevo distribuidos entre Canadá, Estados Unidos y México.8,9 
 
La mayoría de los trabajos sobre la clasificación de los cascarones de huevo fosilizados se basan 
en sus diferentes características, como la morfología general, la forma de los poros y el grosor, 
pero principalmente, la disposición bioscristalina.10-12 Además, algunos trabajos se centran en el 
análisis elemental e isotópico, con el propósito de encontrar información sobre la posible 
temperatura corporal de algunos de los grupos de dinosaurio,13 pero sobre todo, para inferir sus 
condiciones paleoambientales.14,15 
 
2.1.1 Ornamentación presente en los huevos 
 
Los cascarones de huevo se dividen en dos grupos: suaves y calcáreas (flexibles y rígidas). Los 
cascarones suaves están compuestos por múltiples membranas fibrosas con ausencia de 
cristales de carbonato de calcio, lo que permite la absorción de agua y aumento de tamaño a 
medida que el embrión crece, como se observan en serpientes, lagartijas y monotremas.16 Los 
cascarones calcáreos flexibles, contienen una delgada membrana interna que permite el 
crecimiento de los cristales de carbonato de calcio (preferiblemente aragonita), como es el caso 
de las tortugas. Sin embargo, los rígidos presentan una capa cristalina gruesa de calcita que 
crece sobre una delgada membrana interna, lo que permite que el proceso de fosilización se lleve 
a cabo.17 Este tipo de cascarón es el más común y está presente en algunas tortugas terrestres, 
geckos, y arcosaurios (cocodrilos, dinosaurios y aves).18 
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Debido a la interacción entre la fase orgánica y mineral del cascarón, la organización estructural 
es favorecida, reconociéndose características estructurales en la superficie externa u 
ornamentaciones propias de cada grupo. La ornamentación consiste en la presencia de nodos, 
crestas o valles dispersados aleatoriamente o cumpliendo un patrón.7,19 
 
2.1.1.1 Tipos de huevos con cascarón calcáreo rígido 
 
La clasificación de los huevos se determina por la forma y estructura de los cristales individuales 
de carbonato de calcio. Hasta la fecha, los tipos de huevos que se conocen son el geckonoide 
(geckos), testudinoide (tortugas), crocodiloide (cocodrilos), esferulítico, prismático y ornitoide, 
donde los tres últimos se conocen en aves y dinosaurios (Figura 2-1).6,7 
 
Los esferulíticos, presentan una fase mineral en forma tubular y ordenada, impidiendo ver los 
límites de cada fase, debido a que se presenta un proceso de fusión entre los cristales de cada 
una de las unidades y es común en huevos de dinosaurios como sauropodomorfos, ornitópodos 
y algunos terópodos. Para el caso de los ornitoides, presenta conos mamilares radiales o 
tabulares sobre la membrana orgánica. Además, presenta una estructura escamosa en la parte 
superior del cascarón, sobre la que crece una tercera capa con estructuras finamente ordenadas. 
Se observa en huevos de aves y dinosaurios oviraptorosaurios.20,21 Sin embargo, los prismáticos, 
presentan tres capas bien definidas. Presenta conos mamilares radial-tubular evitando la división 
de las unidades, por lo que se ve como una estructura homogénea, y es común en dinosaurios 
terópodos y troodóntidos.22,23 
 

 
Figura 2-1. Ilustración de los cascarones de huevos de forma radial. A. Testudinoide; B. Crocodiloide; C. 
Geckooide; D. Esferulíticos; E. Prismáticos; F. Ornitoides6 
 
2.1.2 Parataxonomía de huevos fosilizados  
 
Los huevos, al igual que los de dinosaurio, siguen un sistema de clasificación denominado 
Veterovata (huevo viejo) utilizado para la identificación de huevos.24 Esta clasificación se realizó 
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utilizando el arreglo cristalino de los cascarones, del cual se define la forma estructural y el 
sistema del poro, permitiendo así, la clasificación de los huevos fosilizados.19 
 
La parataxonomía es el estudio de los huevos fosilizados, clasificándolos de acuerdo con su 
forma física y no por la especie que lo puso.7 Sigue unas reglas de escritura, donde el prefijo “oo” 
(huevo) se agrega para diferenciar las especies (ooespecies), géneros (oogéneros), y familias 
(oofamilias) de huevos; y el prefijo “-oolithus” (huevo de piedra), se utiliza en los géneros y 
familias, evitando así la confusión con la clasificación de los fósiles de vertebrados,6 siguiendo 
las reglas generales del Código Internacional de Nomenclatura Zoológica.16 
 
Las ooespecies se conocen por el tamaño y forma de huevo, aunque en especies como las aves 
y reptiles, el tamaño y grosor del cascarón de huevo varía dentro de la misma puesta. Dentro de 
las oofamilias, la ornamentación de la superficie externa varía al igual que el grosor del cascarón, 
pero la diagénesis por la que pasa los fósiles causa alteraciones en la estructura interna y externa 
del cascarón, por lo tanto, su grosor y ornamentación puede variar.16 
 
2.1.3 Ubicación geográfica de la colecta de los cascarones de huevo de dinosaurio  
 
Las muestras fueron colectadas en La Formación el Gallo en el pueblo El Rosario, Baja California. 
Los cascarones de huevo de la familia Lambeosaurinae (II) fueron colectados a 3.4 Km del pueblo 
El Rosario (30º3’25’’N 115º45’37’’O) (Figura 2-2). Los cascarones de huevo Prismatoolithus (IV) 
y el ootaxon sin identificar (V) fueron colectados a 1.2 Km del punto II (30º3’50’’N 115º46’12’’O), 
mientras que los dos cascarones Spheroolithus (I y III) fueron colectados a 2.1 Km del punto II 
(30º3’58’’N 115º46’45’’O). 
 

 
Figure 2-2. A. Mapa general de la localidad del sitio de excavación. B. Localidad precisa donde se colectaron los 
cascarones. I. Spheroolithus muestra 1; II. Familia Lambeosaurinae; III. Spheroolithus muestra 2; IV. 
Prismatoolithus; V. Ootaxon no identificado 
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2.2  METODOLOGÍA 
 
Los cascarones fueron lavados con una solución de EDTA al 5% por 45 minutos con el fin de 
remover la membrana y las impurezas, así como conservar la morfología de las estructuras 
presentes en el cascarón. Luego, fueron lavados con agua Milli-Q y secados al ambiente. 
Posteriormente, los lados fueron identificados usando microscopio óptico SZH10 OLYMPUS y se 
colocaron sobre una cinta de carbón con el fin de identificar el lado externo e interno del cascarón. 
Una vez identificados los lados, se desarrolló la siguiente metodología.  
 
2.2.1 Caracterización morfológica por microscopia electrónica de barrido (SEM)  
 
Para estos análisis, se utilizó un microscopio SEM-TECAN VEGA 3 SB con un voltaje de 15keV 
usando electrones retro dispersados (BSE). Todas las muestras fueron cubiertas con oro por 30 
segundos para mejorar la conductividad puestas sobre un barril de aluminio, adheridas con cinta 
de carbono y observadas por ambos lados y transversalmente. El grosor fue medido usando el 
software ImageJ de las imágenes tomadas transversalmente. 
 
2.2.2 Mapeo usando microscopía electrónica de barrido de alta resolución (HRSEM) y 
espectroscopía de energía dispersiva (EDS) 
 
El análisis por HRSEM y mapeo EDS se desarrollaron usando un microscopio JEOL JSM-7800F 
con magnificaciones variables a 15 keV. En el caso de EDS, el proceso se tomó con 2000 
números de cuentas, y para el mapeo, el tiempo de proceso fue de 4 minutos. Las muestras se 
usaron sin cubrimiento de oro. 
 
2.2.3 Caracterización elemental por fluorescencia de rayos-X (XRF) 
 
Para esta técnica, se utilizó un tubo de rayos-X con un ánodo de Rh (30 keV de diferencia de 
potencial y 250 µA de amperaje) localizado a un ángulo de 0º con respecto a la muestra. El tiempo 
de irradiación de cada muestra fue de 900 segundos. La detección de los rayos-X fue medida 
usando un detector SDD Ampek, ubicado a un ángulo de 45º con respecto a la muestra. La 
resolución del detector fue de 140 eV a 5.9 keV. Los datos obtenidos fueron analizados usando 
el software QXAS de la Agencia Internacional de Energía Atómica.  La exactitud fue determinada 
usando métodos analíticos para material geogénicos publicado por Espinosa, et al.25 
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2.2.4 Caracterización elemental por espectroscopia foto-electrónica de rayos-X (XPS) 
 
El equipo K-Alpha Surface Analysis de Thermo fue usado para esta medición, con una línea de 
aluminio monocromática K-Alpha de 12 kV y 40 W de poder a un ángulo relativo de 30º. El 
reconocimiento general fue hecho usando un neutralizador que genera una nube de iones de 
argón de 3 keV de energía y 30 W de poder sobre la zona analizada. El espectro fue obtenido en 
dos condiciones: en una amplia exploración general (0-1350 V) con 1 eV/paso y 100 eV de 
energía escalonada, y en ventana pequeña con 0.1 eV/paso y 50 eV de energía escalonada. 
 
2.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
La mayoría de los cascarones de huevos fosilizados de los dinosaurios que se encuentran en 
nidos en diferentes partes del mundo, son suficientes para demostrar su existencia. Sin embargo, 
se han encontrado algunos testimonios grabados en la superficie de las rocas, pero esta 
información es, la mayoría de las veces, difícil de decodificar y se encuentra escondida allí. Las 
muestras que se han estudiado en este trabajo fueron donadas por el Instituto de Geología de la 
Universidad Nacional Autónoma de México. Los cascarones de huevo de dinosaurio estaban 
perfectamente datados y clasificados según las técnicas paleontológicas.  
 
2.3.1 Cascarones de huevos en estudio 
 
2.3.1.1 Cascarones de dinosaurio 
 
La tabla 2-1 muestra las fotografías ópticas de cinco tipos de cascarones de huevo de dinosaurio 
discutidas en este trabajo: I. Spheroolithus muestra 1; II. Familia Lambeosaurinae; III. 
Spheroolithus muestra 2; IV. Prismatoolithus; V. Ootaxon no identificado, las cuales presentan 
dimensiones de aproximadamente 0.5 x 0.5 cm. Además, se pudo apreciar que los cascarones 
de huevo del Terópodo (V) presenta una coloración rojiza y una superficie lisa, mientras que los 
cascarones de huevo de los ornitópodos (I, II, y III) tienen colores opacos como grises y amarillo 
claro con superficies rugosas. Sin embargo, la coloración no es relevante para su caracterización. 
La asignación del lado se llevó a cabo observando la sección transversal de los cascarones donde 
se aprecia correctamente la curvatura de cada uno de ellos y el grosor de cada una de las 
muestras se obtuvo de las imágenes SEM de la sección transversal. 
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Tabla 2-1. Cascarones de huevo de cinco ooespecies de dinosaurio. I. Spheroolithus muestra 1; II. 
Lambeosaurinae; III. Spheroolithus muestra 2; IV. Prismatoolithus; V. Ootaxon no identificado.  

Tipo I II III IV V 

Superficie 
Externa 

     

Superficie 
Interna 

     
Grosor 611 µm 588 µm 1026 µm 317 µm 859 µm 

 
De acuerdo con las imágenes de la tabla 1, el cascarón de huevo del ootaxon no identificado (V) 
es similar a los cascarones que corresponden a los ootaxa de los ornitópodos (I y III) en cuanto 
a coloración, rugosidad y grosor. 
 
2.3.1.2 Cascarones de especies actuales 
 
En la tabla 2-2, se puede observar la coloración y morfología interna y externa que presentan los 
cascarones de huevo avestruz, emú y cocodrilo. El cascarón de avestruz posee una coloración 
amarillo pálido con la superficie externa lisa y poco rugosa en comparación con la superficie 
interna. En el caso del cascarón de huevo de emú, el cual presenta una coloración azul verdosa 
en la superficie externa, permite apreciar la distribución de los poros (puntos blancos), similar a 
como se observan en la superficie interna del casarón de cocodrilo, el cual posee una coloración 
blanca con superficie poco rugosa y lisa. 
 
Tabla 2-2. Fotografías correspondientes a los cascarones de huevo de especies actuales. El grosor se determinó 
con las imágenes de SEM de la sección transversal.  

Especie Avestruz Emú Cocodrilo 

Superficie 
Externa 

   

Superficie 
Interna 

   
Grosor 908 µm 1190 µm 249 µm 

 
 



 
 

18 

2.3.2 Caracterización morfológica usando SEM 
 
La microscopía electrónica de barrido es una técnica utilizada para la determinación de la 
topografía de un material. Esta interacción se da por los electrones provenientes del haz (no se 
usa haz de luz) y los átomos de la superficie. Los electrones pueden ser secundarios (SE, por 
sus siglas en inglés) o retro dispersados (BSE, por sus siglas en inglés), permitiendo una 
resolución de 1 a 20 nm.  
 
2.3.2.1 Identificación de estructuras presentes en la superficie externa e interna 
 
2.3.2.1.1 Estructuras en cascarones de huevo de dinosaurio 
 
En la figura 2-3 se muestran las imágenes obtenidas por SEM de la superficie externa e interna, 
así como de la sección transversal de cada cascarón de huevo de dinosaurio. De la superficie 
externa e interna del cascarón Spheroolithus muestra 1 (Figura 2-3A y 2-4B), se observa una 
gran deposición de gránulos, los cuales forman grandes agregados, evitando la visibilidad de 
partículas más pequeñas debido a la fusión de las unidades adyacentes. La superficie interna de 
los cascarones correspondientes a los dinosaurios ornitópodos (Figura 2-3, tipo IB, IIB, IIIB) 
presentan unidades con estructuras fibrosas formadas gracias a la presencia de la membrana 
testácea (indicadas con flecha azul claro), mientras que el cascarón correspondiente al dinosaurio 
terópodo (Figura 2-3, tipo IVB) presenta estructuras granulares de diferentes formas y tamaños 
distintas a las observadas en el cascarón del ootaxon no identificado (Figura 2-3, tipo VB) que 
posee microagregados dispersados por toda la superficie dando un apariencia suave y fibrosa en 
algunas áreas del cascarón. 
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Tipo Superficie Externa (A) Superficie Interna (B) Sección Transversal (C) 

I 

   

II 

   

III 

   

IV 

   

V 

   
Figura 2-3. Imágenes de SEM de cascarones de huevo de dinosaurios. I. Spheroolithus muestra 1; II. 
Lambeosaurinae; III. Spheroolithus muestra 2; IV. Prismatoolithus; V. Ootaxon no identificado; CT. Cutícula; MD. 
Mineral diagenético; PM. Palizada mineral; CM. Conos mamilares 
 
La figura 1-1 de la página 3, muestra la composición y características del cascarón de huevo, 
siendo la más evidente los conos mamilares, la palizada mineral y la cutícula, siendo la parte más 
externa del cascarón. Algo similar se observó en el cascarón Spheroolithus muestra 2 (tipo III), 
donde fue posible apreciar con más claridad las partes que componen al cascarón, las cuales 
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presentan crecimiento policristalino, con conos mamilares y cutícula bien definida (Figura 2-3, tipo 
IIIC). Además, se observó la formación de una fase mineral sobre la cutícula (MD), formada por 
los cambios diagenéticos llevados a cabo durante la fosilización.  
 
Otro característica presente en los cascarones de huevo de dinosaurios son las diferentes formas 
de ornamentación como nodos, valles o crestas26 distribuidos por toda la superficie externa del 
cascarón (indicadas por una flecha amarilla en la Figura 2-3C).7 El cascarón del ootaxon no 
identificado presenta nodos como los observados en los cascarones Spheroolithus (Figura 2-3, 
tipo IC y IIIC) distribuidos a diferentes distancias, similares a los encontrados en el cascarón del 
ootaxon no identificado (Figura 2-3, tipo VC), añadiendo un poco de evidencia a la idea de que el 
cascarón podría pertenecer a un dinosaurio ornitópodo y que corresponda probablemente a la 
familia Hadrosauridae, ya que es la familia con más hallazgos en el territorio Mexicano. Mientras 
que en cascarones como los Prismatoolithus, presenta una apariencia liza y sin protuberancias 
en la superficie externa (Figura 2-3, tipo IV). Para el cascarón de la familia Lambeosaurinae 
(Figura 2-3, tipo IIC), fue imposible identificar alguna ornamentación debido a que presenta un 
desgaste en la superficie, sin embargo, una delgada lámina en algunas áreas de la superficie 
externa se observa, lo que probablemente corresponda a lo que sería la cutícula. 
 
2.3.2.1.2 Estructuras en cascarones de huevo de especies actuales 
 
En el caso de los cascarones correspondientes a especies actuales (Figura 2-4), se observó que 
las estructuras son únicas en ambas superficies para cada una de las especies. En el caso de la 
superficie externa del cascarón de huevo del avestruz, se observó que la cutícula presenta una 
rugosidad y fragmentación definida, muy diferente a la observada en la superficie externa del 
cascarón de huevo del emú, que corresponde al mismo orden de aves (Paleognathae), el cual 
presenta una cutícula lisa y fragmentación aleatoria. En cambio, en el caso del cascarón de huevo 
del cocodrilo, en la superficie externa se observan estructuras de pequeños tamaños inferiores a 
5 µm, contrarias a las observadas en la superficie interna, las cuales presentan forma y tamaños 
variados, lo que provoca un aumento en la rugosidad de la superficie. Caso contrario se presenta 
en la superficie interna de los cascarones de huevo correspondientes a las aves, las cuales 
conservan las estructuras filamentosas, formadas gracias a la membrana testácea, similares a 
las que se observaron en los casarones de dinosaurio, solo que, por estar expuestos a los 
cambios ambientales, se distingue el desgaste provocado durante la fosilización. 
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Especie Superficie Externa (A) Superficie Interna (B) Sección Transversal (C) 

Avestruz 

   

Emú 

   

Cocodrilo 

   
Figura 2-4. Imágenes de SEM de cascarones de huevo de especies actuales en estudio. CT. Cutícula; LC. Lámina 
cristalina; PM. Palizada mineral; CM. Conos mamilares 
 
Para el caso de la sección transversal, en el cascarón de huevo de cocodrilo y de avestruz no se 
evidencia la presencia de ornamentaciones como las observadas en los cascarones de huevo de 
dinosaurio. Solo, en el cascarón de huevo de emú, se logró observar un nodo de tamaño pequeño, 
indicado con una línea amarilla. Además, las partes del cascarón como los conos mamilares, 
palizada mineral y cutícula se distinguen en los cascarones de huevo de las aves, con la diferencia 
de que, en el cascarón de huevo de emú, se logra observar la lámina cristalina formada debajo 
de la cutícula, la cual no es visible en todas las especies de aves, así como no se logra diferenciar 
las partes del cascarón de huevo en la muestra correspondiente al cocodrilo.  
 
2.3.2.2 Identificación de estructuras presentes en la sección transversal 
 
2.3.2.2.1 Estructuras en cascarones de huevo de dinosaurio 
 
La morfología estructural observada en los cascarones varía dependiendo del área de análisis. 
El cascarón Spheroolithus muestra 1 (tipo I) está compuesto por capas de diferentes morfologías 
no facetadas (Figura 2-5, tipo IA), y estructuras regulares con tamaños que varían entre 0.5 a 5 
µm (Figura 2-5, tipo IB). La primer capa del cascarón esta conectada con la membrana testácea 
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que cumple la función de ser base para llevar a cabo el proceso de cristalización y formación de 
los conos mamilares, la cual crece epitexialmente y con una apariencia cilíndrica (Figura 2-5, tipo 
IC) dando paso a la formación de la palizada mineral compuesta principalmente por carbonato de 
calcio (CaCO3), responsable de la dureza y forma del cascarón.27-29 Además, fue posible observar 
la cutícula formada por una manta de cristales de calcita organizados en paralelo (Figura 2-5, tipo 
ID).  
 
El cascarón de la familia Lambeosaurinae (Figura 2-5, tipo IIA), presenta estructuras diferentes 
facetadas bien definidas con tamaños superiores a 5 µm, y algunas entre 20 a 50 µm. Esto 
provoca el incremento en la rugosidad de la muestra fácilmente detectable bajo el microscopio 
óptico, que evita la observación de las capas del cascarón. Sin embargo, los conos mamilares 
son cortos y separados entre ellos (Figura 2-5, tipo IIC), observándose estructuras en forma 
tubular en la última capa del cascarón (Figura 2-5, tipo IIID), similares a las observadas en el 
cascarón de huevo tipo I, correspondiente a Spheroolithus muestra 1 (Figura 2-5, tipo ID). 
Mientras que, los conos mamilares del Prismatoolithus (Figura 2-5, tipo IVC) están formando 
clústeres con estructuras yuxtapuestas amplias que tienen una terminación redondeada y en 
forma de columna en la cutícula (Figura 2-5, tipo IVD), con estructuras de tamaños que oscila 
entre 0.5 a 10 µm (Figura 2-5, tipo IVB). Pero, al observar el cascarón del ootaxon sin identificar, 
este refleja una alta similitud con las estructuras de los cascarones de huevo de los ornitópodos 
en términos de apariencia cristalina y tamaño (Figura 2-5, tipo V). Por lo tanto, fue factible 
distinguir un crecimiento policristalino semejante al del cascarón Spheroolithus muestra 2 (Figura 
2-5, tipo IIIB), con conos mamilares delgados y estructuras terminales esféricas (Figura 2-5, tipo 
VC) formando pequeñas columnas localizadas en la última capa del cascarón (Figura 2-5, tipo 
VD). 
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I 

    

II 

    

III 

    

IV 

    

V 

    
Figura 2-5. Imágenes de SEM de la sección transversal de cinco cascarones de huevo de dinosaurios. A. Sección 
transversal; B. Estructuras observadas en la palizada mineral; C. Conos mamilares; D. Estructuras presentes en la 
cutícula; I. Spheroolithus muestra 1; II. Familia Lambeosaurinae; III. Spheroolithus muestra 2; IV. Prismatoolithus; 
V. Ootaxon no identificado. La superficie externa se encuentra en la parte inferior de las imágenes de la sección 
transversal 
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2.3.2.2.2  Estructuras en cascarones de huevo de especies actuales 
 
Al observar los cascarones de huevo de especies actuales, se pudo ver que los conos mamilares 
de los cascarones de huevo de avestruz y emú (Figura 2-6, AV-C y EM-C), presentan una 
morfología conservada. Mientras que en el cascarón de huevo de cocodrilo, los conos mamilares 
no son diferenciables (Figura 2-6, CC-C), al igual que las estructuras de la cutícula y de la palizada 
mineral, las cuales se observan como placas de calcita apiladas con fisuras horizontales 
intermitentes (Figura 2-6, CC-B,D). Además, se puede intuir que el cascarón de huevo de emú, 
presenta una mayor porosidad por la distribución de las estructuras cristalinas presentes en la 
palizada mineral y cutícula (Figura 2-6, EM-B,D), las cuales se observan que poseen estructuras 
reticulares de menor tamaño en comparación con las estructuras observadas en el cascarón de 
huevo de avestruz (Figura 2-6, AV-B,D). 
 

AV 

    

EM 

    

CC 

    
Figura 2-6. Imágenes de SEM de la sección transversal de cascarones de huevo de especies actuales. A. Sección 
transversal; B. Estructuras observadas en la palizada mineral; C. Conos mamilares; D. Estructuras presentes en la 
cutícula; AV. Avestruz; EM. Emú; CC. Cocodrilo. La superficie externa se encuentra en la parte superior de las 
imágenes de la sección transversal 
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2.3.3 Análisis de la distribución elemental mediante EDS 
 
El análisis por EDS consiste en la determinación de los elementos químicos presentes en una 
muestra, no de manera superficial sino interna, ya que se utiliza rayos X lo que permite una mayor 
resolución de aproximadamente 1 µm. Por lo tanto, el objetivo es determinar la composición 
elemental de cada lado de los cascarones de las especies ancestrales como los dinosaurios y de 
especies actuales como avestruz, emú y cocodrilo, con el fin de determinar los posibles elementos 
que se hayan infiltrado en los cascarones de dinosaurio durante la fosilización.  
 
2.3.3.1. Análisis elemental de cascarones de huevo de dinosaurios 
 
El análisis por EDS fue llevado a cabo en la zona enmarcada con línea blanca en ambos lados 
de los cascarones bajo estudio (Figura 2-7 y Anexo 2.1). Aquí, la presencia de calcio (Ca), 
oxígeno (O), carbono (C) son principalmente observados, siendo los componentes del carbonato 
de calcio presente en el cascarón de huevo, al igual que el silicio (Si), producto de la silicificación. 
Además, son los componentes de la wollastonita30 siendo uno de los estándares de los posibles 
compuestos presentes en las muestras (Tabla 2-3). La wollastonita es un mineral común que es 
obtenido en la reacción de carbonato de calcio (CaCO3) con óxido de silicio (SiO2) presente en el 
cascarón de huevo. Esta síntesis se lleva a cabo en el suelo a temperaturas y presiones altas 
durante un metamorfismo progresivo.31 Además, elementos como hierro (Fe), potasio (K), sodio 
(Na) y aluminio (Al), están presentes en pequeñas cantidades, como se observa en el recuadro 
de la Figura 2-8A y 2-8B, que, al reaccionar con el óxido de silicio, forman la albita, 32-34 otro 
mineral que se encuentra como estándar de los compuestos presentes en las muestras. La 
presencia de elementos tales como magnesio (Mg), fosforo (P) y manganeso (Mn), nos indica 
que materiales sedimentarios como los minerales arcillosos fueron infiltrados dentro de los 
cascarones de huevo. Por lo tanto, esto es una evidencia de que los cascarones de dinosaurio 
estuvieron bajos cambios diagenéticos durante la fosilización, implicando un cambio en la 
composición elemental debido a inclusiones o difusión de átomos o moléculas presentes en el 
medio ambiente. 
 
De la composición elemental obtenida, el contenido de calcio (Ca) es inversamente proporcional 
al contenido de silicio en ambos lados de los cascarones, siendo mayor en la superficie externa 
que en la interna. Esta disminución en el contenido del calcio (Ca) es probablemente un indicativo 
de que otros elementos se hayan infiltrado mediante procesos de difusión, reemplazamiento o 
recristalización llevados a cabo durante la fosilización.35 
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Figura 2-7. Imágenes de SEM-EDS del área delineada en blanco correspondiente al análisis realizado en el 
cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 1. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
 

 

 
Figura 2-8. Composición elemental en porcentaje de peso molecular de los cinco cascarones de huevo de 
dinosaurio. A. Superficie externa; B. Superficie interna; Naranja: Spheroolithus muestra 1; Verde: Familia 
Lambeosaurinae; Amarillo: Spheroolithus muestra 2; Morado: Prismatoolithus; Azul: Ootaxon no identificado. El 
recuadro muestra una ampliación del área donde el porcentaje de los elementos presentes es muy bajo 
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Tabla 2-3. Posibles estándares obtenidos por EDS de acuerdo con la composición elemental presente en los cinco 
cascarones de huevo de dinosaurio 

Elemento Estándar Elemento Estándar Elemento Estándar Elemento Estándar 
C C Vit Si SiO2 Al Al2O3 P GaP 
O SiO2 Na Albita K KBr Mn Mn 
Ca Wollastonita Mg MgO Fe Fe Ti Ti 

 
2.3.3.2 Análisis elemental de cascarones de huevo de avestruz, emú y cocodrilo 
 
Con el fin de comparar los resultados de los cascarones de dinosaurios, se tomaron los EDS de 
los cascarones de especies actuales como avestruz, emú, y cocodrilo (Figura 2-9), y los 
resultados indicaron que estaban compuestos de calcio (Ca), carbono (C), y oxígeno (O), los 
principales componentes del carbonato de calcio (CaCO3), el cual está en forma de calcita. En el 
caso del cocodrilo (Figura 2-9C), también se identificó la presencia de sodio (Na), la cual 
probablemente corresponda a impurezas presentes en el medio durante el crecimiento 
embrionario. 
 

  

  
Figura 2-9. Imágenes de SEM-EDS del área delineada en blanco correspondiente al análisis realizado en los 
cascarones de huevo pulverizados de avestruz (A), emú (B), y cocodrilo (C) y del porcentaje en masa de los 
elementos identificados (D). Naranja: Avestruz; Verde: Emú; Morado: Cocodrilo 
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2.3.4 Mapeo por EDS de los cascarones de huevo de dinosaurio 
 
De acuerdo con los resultados obtenidos del EDS de los cascarones de dinosaurio, se realizó el 
mapeo por EDS con el fin de determinar la distribución elemental de cada una de las muestras. 
El área estudiada se encuentra enmarcada con línea blanca (Figura 2-10A, 2-10B y Anexo 2.2), 
permitió observar que el carbono (C), potasio (K), hierro (Fe), manganeso (Mn), fosforo (P), azufre 
(S) y cloro (Cl), en el caso del anexo 2, están distribuidos por toda la muestra en comparación 
con los otros elementos. Oxígeno (O), sodio (Na), aluminio (Al), silicio (Si), y magnesio (Mg) se 
encuentran principalmente en áreas donde el calcio (Ca) esta presente en menor concentración 
debido a la ubicación espacial de los átomos dentro de las estructuras formadas en los 
cascarones. Además, en la Figura 2-10A se observa la presencia de una estructura de gran 
tamaño enmarcada en amarillo, en donde el oxígeno (O), sodio (Na), aluminio (Al), y silicio (Si), 
son los elementos más característicos, así como se observa en la estructura de la Figura 2-20 
del anexo 2.2. 
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Figura 2-10. Imágenes de la distribución elemental obtenida por EDS (en color) de las superficies del cascarón de 
huevo del Spheroolithus muestra 1. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
 
2.3.5 Análisis elemental por XRF de cascarones de huevo de dinosaurio 
 
La fluorescencia de rayos X (XRF, por sus siglas en inglés), es una técnica utilizada para la 
determinación elemental de una muestra mediante el uso de rayos X, permitiendo una resolución 
de entre 10 a 100 µm. Debido a la información obtenida por SEM-EDS, se decidió utilizar XRF 
con el fin de determinar con más precisión la composición elemental de cada uno de los 
cascarones, y así, confirmar si la presencia de métales pesados, los cuales se pudieron haber 
insertado por difusión. De acuerdo con la información obtenida en la tabla 2-4, el calcio (Ca) es 
el principal componente en los cascarones, por lo que su alta concentración es adecuada por el 
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tipo de muestras. Además, silicio (Si) y fósforo (P) están ligeramente en exceso en comparación 
con aluminio (Al), potasio (KL), o hierro (Fe), elementos que se encuentran naturalmente en la 
tierra.36 Sin embargo, la presencia de sodio (Na), magnesio (Mg), y cloro (Cl) fueron detectados, 
pero con valores que se consideraban no confiables. La presencia de metales como cromo (Cr), 
cobre (Cu), zinc (Zn), y estroncio (Sr), los cuales no se observaron por EDS, fueron detectados. 
Esto provee información acerca de los niveles electrónicos de energía más altos, por la 
profundidad de donde la señal proviene la cual es mayor en comparación con EDS, permitiendo 
la determinación de estos elementos en baja concentración. 
 
Tabla 2-4. Concentración de masa (mg kg-1) de los elementos reportados en los cascarones de huevo de 
dinosaurio.a A. Superficie externa; B. Superficie interna; I. Spheroolithus muestra 1; II. Lambeosaurinae; III. 
Spheroolithus muestra 2; IV. Prismatoolithus; V. Ootaxon no identificado 

Muestra Al Si P S K Ca Cr Mn Fe Cu Zn Sr 

IA   1700 
(140) 

650 
(90) 

2040 
(260) 

970 
(160) 

37000 
(3900) 

31 
(5) 

66 
(8) 

274 
(16)  9 

(3) 
34 
(6) 

IB 850 
(140) 

4800 
(230) 

800 
(110) 

2180 
(280) 

820 
(140) 

56600 
(5900) 

23 
(4) 

260 
(16) 

602 
(23) 

120 
(65) 

38 
(7) 

56 
(9) 

IIA  14600 
(1600) 

6600 
(1200) 

1450 
(190) 

1460 
(190) 

6100 
(920) 

176000 
(18000)  570 

(24) 
4920 
(70) 

310 
(160) 

100 
(13) 

358 
(50) 

IIB 2200 
(290) 

13500 
(410) 

720 
(100) 

2740 
(340) 

910 
(160) 

41300 
(4300)  156 

(12) 
590 
(23) 

210 
(110) 

29 
(6) 

76 
(12) 

IIIA  2300 
(300) 

12200 
(380) 

680 
(94) 

1650 
(210) 

2100 
(330) 

104000 
(11000)  110 

(10) 
820 
(27) 

770 
(380)  146 

(22) 

IIIB 1800 
(240) 

13600 
(400) 

850 
(120) 

2000 
(250) 

1970 
(310) 

109000 
(11000)  252 

(15) 
1190 
(33) 

78 
(44)  158 

(23) 

IVA  500 
(100) 

1470 
(130) 

360 
(57) 

2110 
(270) 

190 
(45) 

25400 
(2700) 

10 
(3) 

125 
(11) 

233 
(14)  40 

(7) 
20 
(4) 

IVB  2600 
(170) 

700 
(97) 

1940 
(250) 

550 
(100) 

30300 
(3200) 

15 
(3) 

99 
(9) 

179 
(13) 

140 
(73) 

16 
(4) 

38 
(7) 

VA  650 
(120) 

5200 
(240) 

1320 
(170) 

2470 
(310) 

710 
(120) 

35800 
(3800)  440 

(21) 
264 
(15)  31 

(6) 
14 
(3) 

VB 1940 
(260) 

8700 
(320) 

790 
(110) 

2520 
(310) 

950 
(160) 

43600 
(4600) 

14 
(3) 

440 
(21) 

490 
(21)  19 

(5) 
25 
(5) 

Los valores están dados en mg Kg-1. a Los valores entres paréntesis, corresponden a la desviación estándar. 
 
2.3.6 Estados electrónicos de los elementos determinados mediante XPS de los 
cascarones de huevo de dinosaurio 
 
Esta espectroscopía electrónica permite la excitación electrónica de los niveles más internos de 
los átomos, que mediante el uso de un haz de rayos-x, provoca la emisión de fotoelectrones que 
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proporciona información para determinar la composición elemental, química, y los estados 
electrónicos de cada elemento presente en la superficie a una profundidad de 1 a 10 nm.37  
 
Debido a que metales como cromo (Cr), cobre (Cu), zinc (Zn), y estroncio (Sr) fueron encontrados 
en el análisis por XRF, pero no fueron detectados por EDS, se decidió corroborar si estos 
elementos se encontraban dentro de los cascarones o solo a nivel superficial. Pero, basados en 
eso, es probable que los átomos de los metales estén rodeados por los principales elementos del 
cascarón (Ca, C, O) ya que tienen un potencial de unión mucho mayor en la superficie, causando 
un aumento en la reactividad en comparación con los átomos en masa. 
 
En consecuencia, los principales elementos presentes en las superficies del cascarón 
Spheroolithus muestra 1 del dinosaurio ornitópodo (Figura 2-11) son calcio (Ca), oxígeno (O), 
carbón (C), silicio (Si), aluminio (Al), hierro (Fe) y magnesio (Mg). Un caso similar es observado 
en el cascarón Prismatoolithus del dinosaurio terópodo (Figura 2-21 del anexo 2.3), a excepción 
del hierro que está presente solo en la superficie externa del cascarón, probablemente a que la 
señal es causada por los electrones que se dispersan elásticamente antes de salir de la superficie 
de la muestra, lo que provoca una reducción en la energía cinética de los electrones y, por lo 
tanto, una disminución en la intensidad de los picos. 
 
Tabla 2-5. Energías de enlace de los estados electrónicos de los elementos presentes en el cascaron de huevo de 
Spheroolithus muestra 1 obtenido por XPS 

Superficie Externa Superficie Interna 
Estado Electrónico Energía de Enlace (eV) Estado Electrónico Energía de Enlace (eV) 

O1s 531.85 O1s 531.08 
C1s 285.05 C1s 284.19 
Si2p 102.78 Si2p 101.85 
Ca2p 347.2 Ca2p 346.5 
Al2p 74.38 Al2p 73.04 
Fe2p 712.56 Fe2p 711.63 
Mg1s 1303.52  
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Figura 2-11. Espectroscopia fotoelectrónica de rayos-X del cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 1 de la 
superficie externa e interna. Los estados electrónicos de algunos elementos presentes en el cascarón 
corresponden con los observados por EDS y XRF 
 
De acuerdo a los espectros obtenidos de los cascarones del ornitópodo (Figura 2-11) y terópodo 
(Figura 2-21 del anexo 2.3) las energías de enlace observadas corresponden a aluminio (Al 2p, 
≈74 eV), silicio (Si 2p, ≈102 eV), carbono (C 1s, ≈285 eV), calcio (Ca 2p, ≈347 eV), oxigeno 
(O 1s, ≈532 eV), hierro (Fe 2p, ≈712 eV), sodio (Na 1s, ≈1072 eV), y magnesio (Mg 1s, ≈1303 
eV). Las intensidades correspondientes al oxígeno y carbono son las más sobresalientes (a 
excepción del calcio para la superficie externa para ambos cascarones), debido a la formación de 
compuestos orgánicos y a la capa de mineral diagenético (principalmente carbonato de calcio) 
formados durante el proceso de fosilización. 
 
Con el fin de determinar los enlaces químicos y los compuestos presentes en la superficie de 
cada una de las muestras, se realizó la desconvolución de cada uno de los estados electrónicos 
(Figura 2-12 y Figura 2-22, 2-23 y 2-24 del anexo 2.3), determinando los grupos funcionales 
presentes en los cascarones Spheroolithus muestra 1 y Prismatoolithus (Tabla 2-5 del anexo 2.3). 
Para el caso del aluminio (Al 2p) y silicio (Si 2p), se determinaron cuatro curvas. Los picos a 76.74 
eV y 74.09 eV están relacionados a óxido de aluminio (Al2O3) e hidróxido de aluminio (Al(OH)3), 
mientras que el pico a 75.19 eV corresponde a aluminosilicatos (Al2SiO3) y aluminio metálico con 
una energía de enlace de 72.58 eV, mientras que las curvas en 104.52, 103.09, 102.07 y 100.64 
eV, corresponden a compuestos de silicio como dióxido de silicio (SiO2) y silicio con spin 3/2 y 
1/2 (2p3/2 y 2p1/2). También, se determinó las curvas para elementos no metálicos como el carbono 
(C 1s) asociados a compuestos acetilados (O-C-O) a 286.09 eV, grupos de carbono tipo alcano 
no oxidados (C-C) a 284.37 eV y carboxílicos (C=O) a 289.23 eV, y a compuestos con hibridación 
sp3 y sp2 a 285.14 y 284.03 eV, respectivamente. Además, carbonatos unidos a metales fueron 
observados a 290.21 eV, los cuales están probablemente asociados a carbonato de calcio o de 
sodio (CaCO3, Na2CO3); y como el oxígeno (O 1s), reforzando los resultados obtenidos del 
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carbono, donde las curvas a 532.91 eV corresponde al grupo funcional C-O ya sea de alcoholes 
o éteres y a 530.82 y 529.50 eV a óxidos metálicos.38,39  
 
Las señales correspondientes a metales alcalinos y alcalinoterreos como el sodio (Na 1S) para el 
caso del cascarón Prismatoolithus (Figura 2-23 y 2-24 del anexo 2.3), calcio (Ca 2p) y magnesio 
(Mg 1s) se encontraron en forma de óxidos (CaO a 346.63 eV, MgO a 1304.12 eV), hidróxidos 
(Mg(OH)2 a 1302.04 eV, NaOH a 1073.26 eV), aluminsilicatos (Na[AlSi3O8] a 1072.18 eV, 
composición química de la Albita), fosfatos (Mg(H2PO4)2 a 1306.44 eV, Na3PO4 a 1069.79 eV), 
bicarbonatos (NaHCO3 a 1071.06 eV), carbonatos (CaCO3 a 347.08 eV y 348.61 eV, MgCO3 a 
1305.19 eV) cloruros (CaCl2 a 347.85 eV), sulfatos (CaSO4 a 347.44 eV), y magnesio metálico a 
1302.96 eV. Y finalmente, el hierro (Fe 2p), único metal de transición se identificó principalmente 
como óxido de hierro (III) (Fe2O3), magnetita (Fe3O4), óxido de hierro (II) (FeO) e hidróxido de 
hierro (III) (FeOOH) a 710.97, 713.39, 709.99 y 712.16 eV, respectivamente.39,40 
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Figura 2-12. Desconvolución de los picos de los estados electrónicos de la superficie externa del cascarón de 
huevo del Spheroolithus muestra 1. E.E: Energía de enlace. Las tablas indican las energías de enlace de cada 
compuesto. La línea roja corresponde a los datos experimentales y los puntos negros a la suma de las gráficas 
Lorentzianas de la desconvolución de los picos 
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2.4 CONCLUSIONES 
 
Las muestras fueron ópticamente observadas determinando que el cascarón del ootaxon sin 
identificar presentaba una alta similitud con los cascarones Spheroolithus (muestra 1 y 2) de los 
dinosaurios ornitópodos, al igual que el cascarón de la familia Lambeosaurinae en términos de 
textura, rugosidad y grosor. Usando técnicas como SEM, se pudo observa que los cascarones 
presentaban estructuras con diferentes morfologías y tamaños que variaban entre 0.5 y 50 µm. 
Además, fue posible identificar la ornamentación donde el cascarón del ootaxon no identificado 
presentaba nodos en la cutícula, característica propia de los cascarones de los dinosaurios 
ornitópodos. También presentó igualdad en las estructuras de los conos mamilares, siendo 
cilíndricas y alargadas como las observadas en los cascarones Spheroolithus. 
 
Por otro lado, los cascarones de huevos de dinosaurio están compuestos principalmente por 
calcio (Ca), carbono (C), silicio (Si), y oxígeno (O). Otros elementos como sodio (Na), potasio (K), 
aluminio (Al), y hierro (Fe), también están presentes en moderadas concentraciones, pero solo a 
nivel superficial, mientras que trazas de metales como cromo (Cr), cobre (Cu), zinc (Zn), y 
estroncio (Sr), fueron determinadas internamente. Esta variación en la composición de los 
cascarones, los cuales solo están compuestos de carbonato de calcio (CaCO3), y corroborado 
por XPS, es un indicativo que los cascarones estuvieron sometidos a cambios diagenéticos, a 
procesos de reemplazamiento y cristalización durante la fosilización. 
 
2.5 ANEXOS 
 

ANEXO 2.1 
Análisis elemental de los cascarones de huevo de dinosaurio por EDS 

 
Estudios por medio de análisis por energía dispersiva de rayos-X (EDS) en un microscopio 
electrónico de barrido fueron llevados a cabo con el fin de determinar la composición elemental 
de los cascarones de huevo. Las zonas analizadas están marcadas en blanco en las imágenes 
de SEM, y se llevaron a cabo también en ambas superficies del cascaron de huevo, las cuales 
indican los elementos presentes en las superficies. 
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Figura 2-13. Imágenes de SEM-EDS del área delineada en blanco correspondiente al análisis realizado en el 
cascarón de huevo de la familia Lambeosaurinae. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
 

  
Figura 2-14. Imágenes de SEM-EDS del área delineada en blanco correspondiente al análisis realizado en el 
cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 2. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
 

  
Figura 2-15. Imágenes de SEM-EDS del área delineada en blanco correspondiente al análisis realizado en el 
cascarón de huevo del Prismatoolithus. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
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Figura 2-16. Imágenes de SEM-EDS del área delineada en blanco correspondiente al análisis realizado en el 
cascarón de huevo del ootaxon no identificado. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
 

ANEXO 2.2 
Análisis del mapeo realizado por EDS en cascarones de huevo de dinosaurio 

 
El mapeo fue desarrollado en las zonas marcadas en blanco donde la distribución elemental de 
ambas superficies de los casarones de huevo se determinó, los cuales están representados por 
colores. 
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Figura 2-17. Imágenes de la distribución elemental obtenida por EDS (en color) de las superficies del cascarón de 
huevo de la familia Lambeosaurinae. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
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Figura 2-18. Imágenes de la distribución elemental obtenida por EDS (en color) de las superficies del cascarón de 
huevo del Spheroolithus muestra 2. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
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Figura 2-19. Imágenes de la distribución elemental obtenida por EDS (en color) de las superficies del cascarón de 
huevo del Prismatoolithus. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
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Figura 2-20. Imágenes de la distribución elemental obtenida por EDS (en color) de las superficies del cascarón de 
huevo del ootaxon no identificado. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
 

ANEXO 2.3 
Estados electrónicos de los elementos por XPS 

 
Las energías de enlace fueron determinados para cada estado electrónico de los elementos 
enlistados en la Tabla 5 y Tabla 6 para los cascarones de huevo de Spheroolithus muestra 1 y 
Prismatoolithus. 
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Figura 2-21. Desconvolución de los picos de los estados electrónicos de la superficie interna del cascarón de huevo 
del Spheroolithus muestra 1. E.E: Energía de enlace. Las tablas indican las energías de enlace de cada compuesto. 
La línea roja corresponde a los datos experimentales y los puntos negros a la suma de las gráficas Lorentzianas 
de la desconvolución de los picos 
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Tabla 2-6. Energías de enlace de los estados electrónicos de los elementos presentes en el cascaron de huevo 
del Prismatoolithus obtenido por XPS 

Superficie Externa Superficie Interna 
Estado Electrónico Energía de Enlace (eV) Estado Electrónico Energía de Enlace (eV) 

O1s 531.98 O1s 532.07 
C1s 285.1 C1s 285.2 
Si2p 102.86 Si2p 102.97 
Ca2p 347.26 Ca2p 347.32 
Al2p 74.23 Al2p 74.82 
Na1s 1072.21 Na1s 1072.14 
Mg1s 1304.09 Mg1s 1303.52 

 

  
Figura 2-22. Espectroscopia fotoelectrónica de rayos-X del cascarón de huevo del Prismatoolithus de la superficie 
externa e interna. Los estados electrónicos de algunos elementos presentes en el cascarón corresponden con los 
observados por EDS y XRF 
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Figura 2-23. Desconvolución de los picos de los estados electrónicos de la superficie externa del cascarón de 
huevo del Prismatoolithus. E.E: Energía de enlace. Las tablas indican las energías de enlace de cada compuesto. 
La línea roja corresponde a los datos experimentales y los puntos negros a la suma de las gráficas Lorentzianas 
de la desconvolución de los picos 
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Figura 2-24. Desconvolución de los picos de los estados electrónicos de la superficie interna del cascarón de huevo 
del Prismatoolithus. E.E: Energía de enlace. Las tablas indican las energías de enlace de cada compuesto. La línea 
roja corresponde a los datos experimentales y los puntos negros a la suma de las gráficas Lorentzianas de la 
desconvolución de los picos 
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Tabla 2-7. Compuestos determinados por la desconvolución de los estados electrónicos de los cascarones de 
huevo del Spheroolithus muestra 1 y Prismatoolithus. E.E: Energía de enlace; SE: Superficie externa; SI: Superficie 
interna; M+: Metálico 

Aluminio (Al 2p) 
Spheroolithus muestra 1 Prismatoolithus 

E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto 
72.58 71.50 Al metálico 72.71 73.24 Al metálico 
74.09 73.09 Al(OH)3 73.99 74.08 Al(OH)3 
75.19 74.13 Al2SiO3 75.16 75.12 Al2SiO3 
76.74 74.89 Al2O3 76.54 75.89 Al2O3 

Silicio (Si 2p) 
Spheroolithus muestra 1 Prismatoolithus 

E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto 
100.64 100.52 Si elemental 101.43 101.60 Si elemental 
102.07 101.16 Si 2p1/2 102.11 102.22 Si 2p1/2 
103.09 102.09 Si 2p3/2 103.09 103.13 Si 2p3/2 
104.52 103.43 SiO2 103.96 104.44 SiO2 

Carbono (C 1s) 
Spheroolithus muestra 1 Prismatoolithus 

E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto 
284.03 283.32 C sp2 284.26 284.48 C-C 
284.37 284.12 C-C 285.11 285.13 C sp3 
285.14 284.82 C sp3 286.01 286.12 C-O-C 
286.09 285.63 C-O-C 289.21 289.07 C=O 

-- 286.87 C-O 290.29 290.26 Carbonatos M+ 
-- 288.04 O-C=O -- -- -- 

289.23 289.15 C=O -- -- -- 
290.24 290.04 Carbonatos M+ -- -- -- 

Calcio (Ca 2p) 
Spheroolithus muestra 1 Prismatoolithus 

E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto 
345.77 343.83 Ca neutro 346.47 346.80 Ca neutro 
346.63 346.00 CaO -- 347.14 CaO 
347.08 347.18 Ca 2p3/2 347.09 348.06 Ca 2p3/2 
347.44 -- CaSO4 347.87 350.00 CaCl2 
347.85 348.84 CaCl2 350.05 351.03 Ca 2p1/2 
348.61 350.13 Ca 2p1/2 351.06 352.22 Mg KLL 

-- 351.50 Mg KLL -- -- -- 
Oxígeno (O 1s) 

Spheroolithus muestra 1 Prismatoolithus 
E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto 

529.50 -- Óxidos M+ 530.83 -- Óxidos M+ 



 
 

47 

530.82 530.16 Óxidos M+ 531.22 531.15 Carbonatos M+ 
531.37 531.11 Carbonatos M+ 532.12 532.14 C=O 
532.07 532.15 C=O 533.54 533.25 C-O 
532.91 -- C-O -- -- -- 

Hierro (Fe 2p) 
Spheroolithus muestra 1 Prismatoolithus 

E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto 
709.99 -- FeO 709.88 -- FeO 
710.97 710.93 Fe2O3 711.12 -- Fe2O3 
712.16 712.32 FeOOH 712.10 -- FeOOH 
713.39 -- Fe3O4 713.24 -- Fe3O4 

Sodio (Na 1s) 
Spheroolithus muestra 1 Prismatoolithus 

E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto 
-- -- -- 1069.79 1069.76 Na3PO4 
-- -- -- 1071.06 1070.65 NaHCO3 
-- -- -- 1072.18 1072.13 Na[AlSi3O8] 
-- -- -- 1073.26 1073.46 NaOH 

Magnesio (Mg 1s) 
Spheroolithus muestra 1 Prismatoolithus 

E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto E. E (eV) - SE E. E (eV) - SI Compuesto 
1302.04 -- Mg(OH)2 1301.87 1302.08 Mg(OH)2 
1302.96 -- Mg metálico 1303.02 -- Mg metálico 
1304.12 -- MgO 1304.06 1304.05 MgO 
1305.19 -- MgCO3 1305.35 1306.35 MgCO3 
1306.44 -- Mg(H2PO4)2 -- -- -- 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 3. 
 
 
 
Composición Molecular de Cascarones de Huevo de Aves, 
Reptiles y Dinosaurios 
 
 
 
Elejalde-Cadena, N. R.; Estevez-Espinoza, J. O.; Torres-Costa, V.; Ynsa, M. D.; García-López, 
G.; Moreno, A. Molecular analysis and examination of posible intramineral proteins of dinosaur 
eggshells collected in El Rosario, Baja California.  ACS Earth & Space Chemistry. 2021, 5, 1552-
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3.1  INTRODUCCIÓN 
 
Caracterizaciones recientes de fósiles de dinosaurios han permitido un avance en la clasificación 
e identificación de especies que una vez existieron sobre la faz de la tierra hace más de 70 
millones de años. Varias especies han sido colectadas en diferentes localidades de México, 
donde el primer reporte de un hueso de dinosaurio del Cretácico superior fue en 1926 por 
Janensh.1 Desde este hallazgo, el interés por descubrir otras especies incremento gradualmente. 
 
Análisis geoquímicos de materiales fosilizados como dientes, huesos y cascarones, se han 
desarrollado con el fin de determinar las condiciones paleoambientes y los cambios diagenéticos 
llevados a cabo con el pasar de los años. De huesos fosilizados de dinosaurios colectados en la 
Formación Morrison en Utah, se ha caracterizado cristales de francolita (Ca, Mg, Sr, Na)10(PO4, 
SO4, CO3)Fe2-3 de tamaño que oscila entre 10-40 nm de ancho, con una elongación en la dirección 
del eje c. Este alargamiento es observado en cristales que crecieron en las grietas del material 
durante los procesos diagenéticos, formando estructuras de hasta 250 nm de ancho.2 
 
De los huesos y dientes de dinosaurio, estudios isotópicos y análisis microRaman, espectroscopía 
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), fluorescencia de rayos-X (XRF) y difracción de 
rayos-X (XRD) de la composición química y mineralógica, así como de tamaño de cristalita, han 
sido desarrollados con el objetivo de identificar los procesos de fosilización y/o precipitación 
causados por mecanismos biológicos, alteraciones diagenéticas y térmicas, y cambios de la 
composición química, observados a través de la formación de minerales como apatita, hematita, 
calcita, cuarzo, entre otros, y su relación con moléculas orgánicas presentes en las muestras.3-6 
 
Por otro lado, en cascarones de huevo de dinosaurio de Saurópodos, el análisis molecular por 
FT-IR, XRD and Raman, indican que los cascarones están compuestos únicamente por calcita,7 
y por carbono ya sea en forma de grafito o amorfa, pero también por compuestos de carbohidratos 
y sulfatos como la hidroxiapatita,8 como lo evidencia cascarones de arcosaurios del Cretácico 
Tardío colectados en Corea del Sur.9,10 Además, otros estudios realizados a cascarones de 
huevos de otras épocas han demostrado que los cambios diagenéticos no solo afecta a la 
composición, sino también a la estructura mineralizada, las cuales se evidencian con cráteres 
formados por reabsorción en las bases de las unidades cristalinas.11  
 
Estos descubrimientos llevan a estudiar la evolución, microambientes, compartimientos, 
patologías y variación anatómica que podrían haber tenido los dinosaurios. Desafortunadamente, 
hay pocos informes de hallazgos relacionados con huevos y no hay información sobre estudios 
de análisis molecular de cascarones de huevo de dinosaurios de las familias Terópodo y 
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Hadrosauridae colectados en México. Por tanto, el objetivo de este capítulo es mostrar la 
composición mineral de cascarones de huevo de diferentes especies de dinosaurios 
correspondientes al Cretácico Tardío como de las ooespecies Spheroolithus muestra 1 y 2, 
Lambeosaurinae, Prismatoolithus, y un ootaxon no identificado, utilizando diferentes técnicas 
como microRaman, espectroscopia de fluorescencia (FS), y difracción de rayos X (XRD). 
 
3.2  METODOLOGÍA 
 
3.2.1 Identificación de minerales mediante espectroscopia de fotoluminiscencia (FS) 
 
La fluorescencia se determinó mediante un espectrofotómetro CARY Eclipse Fluorescence 
usando longitudes de onda de excitación de 250 nm y 370 nm con una medición de emisión de 
400 a 600 nm. Todas las mediciones se realizaron a temperatura ambiente. 
 
3.2.2 Identificación mineralógica mediante espectroscopia Raman (microRaman) 
 
La identificación de los minerales fue realizada utilizando un microscopio Thermo Scientific Micro-
Raman usando un láser de longitud de onda de l: 532 nm, con mediciones entre 3000 a 50 cm-1 
a una amplificación de 50x. Las mediciones se realizaron en tres zonas diferentes con una 
potencia de trabajo de 0.1 a 9 mW debido a la fluorescencia intrínseca observada en las muestras. 
 
3.2.3 Caracterización de minerales por difracción de rayos-X (XRD) 
 
La difracción de rayos-X se realizó utilizando un PANanalitical X-ray empyrean diffractometer con 
una radiación de Cu-Ka (l = 1.5406Å) a 45 KV y 35 mA, con un tamaño y tiempo de paso de 
0.0167 µm y 80 segundos. La configuración de ángulo bajo de Bragg-Brentano fue usada con un 
ángulo de incidencia de 0.5 grados. La identificación de fases se llevó a cabo usando Match 
Software, luego, el refinamiento Rietveld se desarrolló con Topas Software. 
 
3.2.4 Determinación de las moléculas orgánicas por espectroscopia infrarroja por 
transformada de Fourier (FT-IR) 
 
Las medidas de FTIR se desarrollaron en reflectancia usando oro como referencia con un 
espectrómetro Cary 630 FTIR Agilent Technologies adjunto a un microscopio SurveyIR Infrared 
RedWave Technology (USA) con un tamaño de spot de 2 mm. Cada medición se desarrolló con 
un promedio de 64 escaneos y una resolución de 4 cm-1. 
 



 
 

51 

3.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.3.1 Determinación de la fluorescencia de moléculas presentes en los cascarones de 
huevo mediante FS 
 
El proceso de fotoluminiscencia ocurre cuando la luz de suficiente energía incide en un material, 
donde se absorben los fotones y se genera excitaciones electrónicas. Eventualmente, estas 
excitaciones se relajan y los electrones salidos regresan al estado fundamental, y cuando ocurre 
la relajación radiativa, los fotones emitidos se conocen como fotoluminiscencia. Las técnicas de 
luminiscencia se han utilizado para caracterizar minerales y materiales a diferentes escalas 
(macro, micro y nano), porque es una técnica simple y no destructiva. Se conoce que una amplia 
variedad de minerales tiene propiedades luminiscentes, causadas principalmente por dopaje y 
defectos en la red. Por esta razón, se decidió analizar la fotoluminiscencia para cada una de las 
muestras en estudio, donde las funciones lorentzianas se ajustaron para identificar las líneas de 
emisión de los principales minerales presentes en las superficies de cada uno de los cascarones. 
 
3.3.1.1 Fotoluminiscencia en cascarones de huevo de avestruz, emú y cocodrilo 
 
Se tomaron los datos de fluorescencia de los cascarones de avestruz, emú y cocodrilo (Figura 3-
1, Figuras 3-13 y 3-14 del anexo 3.1), y se identificaron las señales correspondientes a la calcita 
presente en las muestras (Tabla 3-1, Tablas 3-10 y 3-11 del anexo 3.1). Todos los espectros a 
250 nm de energía de excitación fueron tomados en un rango de 400 a 520 nm, debido a una 
saturación del detector provocando un corte en la intensidad de la señal. En estos espectros, las 
intensidades fueron bajas y oscilan entre 150 y 600 nm, mientras que en los espectros tomados 
a una energía de excitación de 370nm, entre un rango de 400 a 600 nm, las señales presentaron 
un comportamiento similar solo que a intensidades mayores que oscilan entre 300 y 1000 nm, lo 
que permitió la identificación de las señales que no se pudieron observar en los espectros a 250 
nm de energía de excitación. 
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Tabla 3-1. Longitudes de onda obtenidas de la desconvolución de las señales de fluorescencia de las superficies 
del cascarón de huevo de avestruz a energías de excitación (EE) de 250 nm y 370 nm. Δ. FWHM 

Superficie Externa Superficie Interna 
l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) 
l (nm) Δ l (nm) Δ l (nm) Δ l (nm) Δ 

404 15 400 19 404 10 400 19 
423 7 422 5 423 7 422 5 
443 8 438 6 442 5 461 19 
460 4 461 23 460 4 486 8 
466 11 504 7 468 7 504 6 
488 14 518 7 481 5 519 7 
516 10 528 6 490 3 528 5 
555 9 542 4 -- -- 542 4 
573 9 566 34 -- -- 573 38 
582 4 -- -- -- -- -- -- 
600 13 -- -- -- -- -- -- 

 

 

  
Figura 3-1. Fotoluminiscencia del cascarón de huevo de avestruz en la superficie externa (A, B) e interna (C, D) a 
l = 250 nm (A, C) y l = 370 nm (B, D) de energía de excitación. La línea roja corresponde a los datos 
experimentales y los puntos negros a la suma de las gráficas Lorentzianas de la desconvolución de los picos 
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3.3.1.2 Fotoluminiscencia en cascarones de huevo de dinosaurio 
 
Para la determinación de la fotoluminiscencia se consideraron dos longitudes de onda de 250 nm 
y 370 nm, respectivamente (Tabla 3-2 y Tablas 3-12, 3-13 y 3-14 del anexo 3.1). Las líneas de 
emisiones encontradas corresponden principalmente a calcita, albita y cuarzo (Figura 3-2 y 
Figuras 3-15, 3-16 y 3-17 del anexo 3.1). Los datos experimentales fueron comparados con los 
reportados por Ritcher, et al., y McRae, et al.,12,13 donde se obtuvieron datos similares, lo que 
permitió la identificación del cuarzo (SiO2) amorfo. Del espectro de fluorescencia tomado a 250 
nm de energía de excitación, las intensidades de algunos picos son mayores en comparación con 
el espectro tomado a 370 nm de energía de excitación, lo que permite la identificación de más 
señales. Además, se obtuvieron señales que no se identificaron, por lo tanto, se compararon los 
datos obtenidos con los correspondientes a los cascarones de huevo de avestruz, emú y 
cocodrilo, con el fin de identificar las señales restantes, características de la calcita. 
 
Una vez identificado las señales de calcita (Tabla 3-2 y Tablas 3-12, 3-13 y 3-14 del anexo 3.1, 
[CS-negrilla]) a partir de la fotoluminiscencia de los cascarones de huevo de las especies 
actuales, quedaron pocos picos sin identificar, debido a la interacción de los compuestos 
presentes en la muestra con metales, provocando un desplazamiento batocrómico (hacia el rojo) 
o hipsocrómico (hacia el azul) de las señales, así como la disminución de la intensidad de la 
fotoluminiscencia. Las señales no identificadas se encuentran a longitudes de onda de 410 nm, 
499 nm, 532 nm, 534 nm, 536 nm, 539 nm, y 589 nm, respectivamente. 
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Tabla 3-2. Longitudes de onda obtenidas de la desconvolución de las señales de fluorescencia de las superficies 
del cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 1 a energías de excitación (EE) de 250 nm y 370 nm. A. Albita; 
C. Calcita; Q. Cuarzo; S. SiO2; Δ. FWHM; M. Estándar; CS. Calcio de las especies actuales  

Superficie Externa Superficie Interna 
l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) 
l (nm) Δ M l (nm) Δ M l (nm) Δ M l (nm) Δ M 

404 13 CS 403 3 CS 405 10 CS 401 16 CS 
423 6 CS 410 7 -- 423 6 CS 422 5 CS 
444 7 Q 422 7 CS 443 7 Q 438 6 Q 
461 4 CS 437 7 Q 460 5 CS 448 5 Q 
468 6 S 449 3 Q 468 7 S 460 5 CS 
486 6 A 460 3 CS 486 5 A 470 7 S 
499 8 -- 464 18 CS 495 10 CS 486 7 A 
511 4 Q 484 3 A 511 5 Q 504 6 CS 
517 1 C 488 8 CS 518 2 C 518 6 C 
534 5 -- 503 13 CS 532 4  -- 529 5 CS 
541 4 C 518 4 C 536 4  -- 543 4 C 
544 3 C 530 4 CS 542 4 C 568 15 S 
573 8 C 542 3 C 572 8 C 598 19 A 
596 11 A 557 7 CS 596 11 A -- -- -- 
-- -- -- 574 10 C -- -- -- -- -- -- 
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Figura 3-2. Fotoluminiscencia del cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 1 en la superficie externa (A, B) e 
interna (C, D) a l = 250 nm (A, C) y l = 370 nm (B, D) de energía de excitación. La línea roja corresponde a los 
datos experimentales y los puntos negros a la suma de las gráficas Lorentzianas de la desconvolución de los picos 
 
3.3.2 Identificación molecular en cascarones de huevo de dinosaurio mediante 
microRaman 
 
La espectroscopia Raman es una técnica no destructiva utilizada para realizar análisis químico 
proporcionando información acerca de la estructura química, fase y polimorfismo, cristalinidad e 
interacciones moleculares, mediante la interacción de la luz con los enlaces químicos de los 
compuestos presentes en la muestra. 
 
La formación de las diferentes estructuras en las superficies internas y externas de los cinco 
cascarones de huevo de dinosaurio fueron confirmadas por microRaman. Tres diferentes zonas 
han sido analizadas y denotadas como Bz (zona negra), Rz (zona roja), y Wz (zona blanca) (ver 
Figura 3-3). La tabla 3-3 muestra los cuatro componentes moleculares que se observaron en la 
primera muestra correspondiente a la del cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 1, siendo 
calcita, cuarzo, albita, dióxido de silicio y anhidrita (Figura 3-4). Otros minerales fueron 
observados en el cascarón de huevo de la familia Lambeosaurinae, como lo es un compuesto 
fosfatado identificado como hidroxiapatita (Ca5(PO4)3(OH)) y un óxido de hierro como la hematita 
(Fe2O3) (Figura 3-20 del anexo 3.2). 
 
Los picos a 155 cm-1, 281 cm-1, 712 cm-1, y 1088 cm-1, corresponden a la calcita (CaCO3). Los 
picos localizados a 155 cm-1 y 281 cm-1 están relacionados con la estructura reticular, y los picos 
en 712 cm-1 (ʋ4-CO3) y 1088 cm-1 (ʋ2-CO3) corresponde al modo de flexión asimétrico y simétrico 
del grupo CO3.14,15 
 
Los cristales de albita (NaAlSi3O8) presentan señales Raman a 171 cm-1 y 833 cm-1, asociados 
con efectos de jaula y modos de deformación tetraédrica. La señal en 480 cm-1 se debe a la 
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expansión de la coordinación del grupo Na y al estiramiento del Na-Oc(O). Algo similar sucede 
con la señal en 507 cm-1, relacionada con la compresión de los cuatro miembros del anillo 
tetraédrico y del estiramiento del O-Na-O. Mientras que la señal en 581 cm-1 está asociada con 
la deformación tetraédrica y del estiramiento del grupo O-Na-O, y la señal en 656 cm-1 es 
característica de la vibración del anillo tetraédrico de la albita. Otro pico es observado a 297 cm-1 
el cual está asociado a la rotación, expansión y contracción del anillo tetraédrico.14,16 
 
El pico del cuarzo en 126 cm-1 es atribuido a los modos reticulares de estiramiento simétrico; 218 
cm-1 y 387 cm-1 son generados por modos simétricos; 406 cm-1 y 603 cm-1 están relacionados 
con vibraciones de enlace de Si-O-Si; 512 cm-1 y 454 cm-1 corresponden a las vibraciones de 
flexión del enlace de oxígeno del grupo Si-O, y finalmente, la señal a 353 cm-1, está relacionada 
con la vibración de la celda.14,16 Además, señales características de aluminosilicatos fueron 
observadas. Los picos a 224 cm-1 y 245 cm-1 están atribuidos a silicato de sodio y aluminosilicatos; 
410 cm-1 es una vibración fundamental del SiO2 seco; 555 cm-1 indica una vibración de flexión y 
estiramiento del grupo Si-O-Si; 581 cm-1 es gracias a los movimientos de balanceo del grupo Si-
O0 en unidades SiO2 (Q4) completamente polimerizadas; 595 cm-1 es característico de los 
defectos de bandas y de las redes de silicato.14,17 
 
Las señales a 231 cm-1, 676 cm-1, y 1028 cm-1 están atribuidos a una mezcla de sulfatos de calcio 
de la anhidrita (CaSO4) con silicato de sodio, características de las vibraciones de estrés 
simétricas del grupo SO4.14,15,18 Otros compuestos fueron identificaos como hidroxiapatita 
(Ca5(PO4)3(OH)) con señales en 568 cm-1 y 885 cm-1 propias del modo de flexión del grupo 
PO4.14,19 El pico Raman en 685 cm-1 presente en el cascarón de huevo de la familia 
Lambeosaurinae es posible que corresponda a una señal característica de la hematita (Fe2O3), 
pero es necesario la identificación de otras señales de este mineral para confirmar su presencia.15 
Los desplazamientos Raman de las tres zonas de estudio de los otros cascarones de huevo de 
dinosaurio se pueden observar en el anexo 3.2. 
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Figura 3-3. Zonas correspondientes a las mediciones de microRaman del cascarón de huevo del Spheroolithus 
muestra 1. A-C. Superficie externa; D-F. Superficie interna; Bz. Zona negra; Rz. Zona roja; Wz. Zona blanca 
 
Tabla 3-3. Desplazamiento Raman observado en el cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 1. 𝛉. Calcita; 
𝛚. Albita; 𝛆. Cuarzo; 𝛒. Anhidrita.a 

External surface Inner surface 
𝛉 𝛚 𝛉 𝛚 𝛆 𝛒 

155 470 155 833 512 1028 
281 -- 281 -- -- -- 
712 -- 712 -- -- -- 
1088 -- 1088 -- -- -- 

a El desplazamiento está dado en cm-1 
 

  
Figura 3-4. Espectros Raman del cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 1 en las tres zonas 
correspondientes. A. Superficie externa; B. Superficie interna; Bz. Zona negra; Rz. Zona roja; Wz. Zona blanca; 𝛉. 
Calcita; 𝛚. Albita; 𝛆. Cuarzo; 𝛒.	Anhidrita 
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Al observar los picos de los minerales obtenidos en los cascarones de huevo del Spheroolithus 
muestra 1 (Figura 3-4), estos presentan una mayor intensidad y definición en comparación con 
los observados en el cascarón de huevo del Prismatoolithus (Figura 3-6). Un caso similar ocurre 
en las intensidades de las señales Raman de las otras muestras en estudio (anexo 3.2). Esta 
variación en los picos Raman se debe a varios factores como el tamaño de la red cristalina de los 
minerales presentes en la muestra, es decir, cuanto mayor es el tamaño de los cristalitos, mayor 
es la intensidad de los picos; impurezas que provocan alteraciones en la dimensión de la celda 
debido a sustituciones iónicas, así como la baja homogeneidad cristalina y los límites de grano. 
Estos factores inducen el desplazamiento y disminución de la intensidad de los picos.3,20 
 
Además, las muestras emitieron fluorescencia durante la recopilación de datos, lo que provocó 
que la intensidad de la señal descendiera drásticamente. Por esta razón, los espectros Raman 
muestran una ruptura entre 1200-2000 cm-1 con el fin de minimizar la interferencia causada por 
la fluorescencia que presentan los minerales determinados al variar la potencia de trabajo. Por 
esta razón, se utilizó otra longitud de onda de excitación en el infrarrojo cercano, dando resultados 
desfavorables debido a un aumento en la señal de fluorescencia generada, proporcionando 
mejores resultados en la longitud de onda de excitación de 532 nm. 
 

   

   
Figura 3-5. Zonas correspondientes a las mediciones de microRaman del cascarón de huevo del Prismatoolithus. 
A-C. Superficie externa; D-F. Superficie interna; Bz. Zona negra; Rz. Zona roja; Wz. Zona blanca 
 
Tabla 3-4. Desplazamiento Raman observado en el cascarón de huevo del Prismatoolithus. 𝛉. Calcita; 𝛚. Albita; 
𝛆. Cuarzo; 𝛒. Anhidrita; ψ. SiO2.a 

External surface Inner surface 
𝛉 𝛚 𝛆 ψ 𝛒 𝛉 𝛆 

155 833 126 595 231 155 218 
281 -- 406 -- 676 281 406 
1088 -- -- -- 1028 712 454 

-- -- -- -- -- 1088 -- 
a El desplazamiento está dado en cm-1 
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Figura 3-6. Espectros Raman del cascarón de huevo del Prismatoolithus en las tres zonas correspondientes. A. 
Superficie externa; B. Superficie interna; Bz. Zona negra; Rz. Zona roja; Wz. Zona blanca; 𝛉. Calcita; 𝛚. Albita; 𝛆. 
Cuarzo; 𝛒.	Anhidrita; ψ. SiO2  
 
3.3.3 Determinación de las fases usando XRD 
 
La difracción de rayos-X es una técnica utiiizada para determinar la estructura atómica y 
molecular, mediante la irradiación de la muestra con rayos-X incidentes, lo que permite la 
medición de intensidades y ángulos de dispersión de los rayos-X dispersados. Esta técnica 
permite obtener datos más certeros de la composición molecular y el tipo de cristalita presente 
en las muestras. 
 
De acuerdo con los resultados anteriores, se identificó que los cascarones de especies actuales 
como avestruz, emú y cocodrilo contienen únicamente calcita (CaCO3), mientras que los 
cascarones correspondientes a los dinosaurios presenta una composición de calcita (CaCO3) 
albita (NaAlSi3O8), cuarzo (SiO2), anhidrita (CaSO4), hidroxiapatita (Ca5(PO4)3(OH)) y hematita 
(Fe2O3), y para corroborar los resultados, la difracción de rayos-X fue llevada a cabo en todos los 
cascarones de huevo de dinosaurio, identificando las fases de los minerales determinados, así 
como el tamaño de cristalita y el porcentaje de concentración. Todos los difractogramas se 
tomaron desde 2θ = 20, ya que debajo de este ángulo no se conserva ningún plano característico 
de algún mineral de interés. 
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El tamaño de cristalita fue determinado usando la ecuación de Scherrer (Ecuación 3-1), donde t 
es el grosor del cristal en Å, l corresponde la longitud de onda del rayos-x, θ al ángulo de Bragg 
y B el ancho del pico usando la fórmula de Warren (Ecuación 3-2), donde BM es el ancho del pico 
a la altura promedio del pico en radianes y BS es el ancho del pico del material estandar.21 
 

t =
0.9	λ

B cos θ!
																																																												(1) 

 
B" = B#" − B$"																																																										(2) 

 
3.3.3.1 Difracción de rayos-X en cascarones de huevo dinosaurio 
 
En los difractogramas obtenidos a partir de los cascarones de dinosaurios (Figura 3-7 y anexo3. 
3), se observó la presencia de compuestos amorfos que provocan una distorsión en la señal, 
formando una Gaussiana de baja intensidad, así como la presencia de compuestos no cristalinos 
como metales: hierro (Fe), aluminio (Al), u óxido de silicio (SiO2), elementos determinados en los 
cascarones, y que están presentes naturalmente en la tierra.22 
 
La calcita es el mineral que se encuentra en mayor proporción y en pequeños cristales, seguido 
de la albita en términos de tamaño de cristalita y se encuentra en baja proporción. Caso contrario 
se observa en el cuarzo, el cual se encuentra al igual que la albita, en baja proporción pero 
presenta cristalitos de gran tamaño (Tabla 3-5 y anexo 3.3). Para el caso de la anhidrita, de 
compuestos fosfatado y óxidos de hierro, no se logró observar fase característica de estos 
minerales. 
 
Tabla 3-5. Tamaño y concentración de cristalita presente en los cascarones de huevo del Spheroolithus muestra 1 
y Prismatoolithus 

Oogénero Cristalita 
Superficie externa Superficie interna 

Tamaño 
(Å) 

Concentración 
(%) 

Tamaño 
(Å) 

Concentración 
(%) 

Spheroolithus muestra 
1 Calcita 248.2 1.90 611.1 2.21 

Prismatoolithus 
Calcita 226.9 0.94 496.3 2.44 
Albita -- -- 611.1 1.11 
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Figura 3-7. Difractograma de las fases obtenidas correspondientes al cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 
1. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
 
Al observar los cromatogramas de los cascarones de huevo de dinosaurio bajo estudio (anexo 
3.3), los planos cristalográficos obtenidos corresponden a los planos cristalográficos de la calcita 
principalmente (tabla 3-6),23 con un grupo espacial R-3c, y parámetros de celda unitaria 
(hexagonal): a = b = 4.986 Å, c = 17.049 Å, a = b = 90º, g = 120º para todas las muestras, así 
como los planos dhkl correspondientes al cuarzo [d100, d101, d200, d202, y d211] con un grupo espacial 
P3221 asignados a una celda unitaria hexagonal con a = b = 4.914 Å, c = 5.394 Å, a = b = 90º, g 
= 120º. Todo lo contrario, sucede con la albita, donde tres planos [d030, d220, y d040] fueron 
determinados con un sistema cristalino triclínico (P-1) y parámetros de celda de a = 8.139 Å, b = 
12.798 Å, c = 7.136 Å, a = 44.2º, b = 116.6º, g = 87.7º. Los planos [d20-2, d2-20, y d1010] no fueron 
identificados. Para el caso del cascarón de huevo de Prismatoolithus (Figura 3-8), se observa 
cristalitos de albita, pero únicamente en la superficie interna con un tamaño de cristalita mayor 
que el de la calcita (Tabla 3-5), lo que permitió la caracterización de la fase correspondiente a 
este mineral. 
 
Tabla 3-6. Datos cristalográficos teóricos y experimentales de la calcita 

2θ hkl 2θ hkl 2θ hkl 2θ hkl 2θ hkl 2θ hkl 
23.1 (0 1 2) 39.5 (1 1 3) 48.6 (1 1 6) 61.1 (2 0 8) 65.7 (0 0 12) 77.3 (1 1 12) 
29.5 (1 0 4) 43.2 (2 0 2) 56.7 (2 1 1) 61.5 (1 1 9) 69.3 (2 1 7) 81.6 (2 1 10) 
31.5 (0 0 6) 47.2 (0 2 4) 57.5 (1 2 2) 63.1 (1 2 5) 70.3 (0 2 10) 83.9 (1 3 4) 
36.0 (1 1 0) 47.6 (0 1 8) 60.7 (2 1 4) 64.7 (3 0 0) 73.0 (1 2 8)  
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Figura 3-8. Difractograma de las fases obtenidas correspondientes al cascarón de huevo del Prismatoolithus. A. 
Superficie externa; B. Superficie interna 
 
A partir de los difractogramas obtenidos, fue posible ajustar todas las fases con su orientación 
adecuada. Los cristales de la parte interna, donde comienza el proceso de cristalización y 
formación del cascarón de huevo, se realiza con crecimiento policristalino con orientación no fija. 
Por tanto, la calcita presentó una orientación preferencial en la cara externa del cascarón de 
huevo en los planos [d006, d0012, d018, d1010, d2110, y d104], indicando que el crecimiento cristalino de 
la empalizada mineral se realiza de manera ordena. Los planos d018 y d104 son característicos de 
la formación de cristales gemelos romboédricos de calcita,24,25 mientras que las orientaciones 
preferenciales no identificadas como cristales gemelos, probablemente se deba a los cambios 
diagenéticos que han sufrido los cascarones de huevo a lo largo de los años, así como la 
presencia de biomacromoléculas como las proteínas intraminerales responsables del proceso de 
formación del cascarón de huevo. 
 
3.3.3.2 Difracción de rayos-X en cascarones de huevo avestruz, emú y cocodrilo 
 
Los difractogramas obtenidos a partir de los cascarones de especies actuales como avestruz 
(Figura 3-9), emú (Figura 3-10) y cocodrilo (Figura 3-11), no se observa la presencia de 
compuestos amorfos como se observa en los difractogramas de los cascarones de dinosaurio 
(curva gaussiana) debido a la presencia de metales o compuestos amorfos. Además, la 
orientación preferencial es observada en la superficie externa del cascarón de huevo de las tres 
especies (avestruz, emú y cocodrilo), lo cual, está acorde de acuerdo con el crecimiento cristalino 
de las fases del cascarón, ya que, en la fase interna, al ser el sitio de nucleación, el crecimiento 
de los cristales con diferentes orientaciones es favorecido, así como el crecimiento arreglado de 
la última fase del cascarón, que corresponde a la palizada mineral. Asimismo, del estudio 
realizado en el capítulo 2, se evidenció que los cascarones de las especies actuales solo estaban 
formados por calcita (CaCO3), lo que se confirmó con la difracción de rayos-X, obteniendo un 
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tamaño de cristalita entre 467.1 a 567.3 Å para la superficie externa y entre 441.1 a 467.1 Å para 
superficie interna (Tabla 3-7). No obstante, el bajo porcentaje de calcita es un indicativo que hay 
presencia de cristales amorfos provenientes de la calcita. 
 
Tabla 3-7. Tamaño y concentración de cristalita presente en los cascarones de huevo de avestruz, emú y cocodrilo 

Especie Cristalita 
Superficie externa Superficie interna 

Tamaño (Å) Concentración (%) Tamaño (Å) Concentración (%) 
Avestruz Calcita 441.1 5.37 467.1 100 

Emú Calcita 567.3 10.45 467.2 13.49 
Cocodrilo Calcita 441.1 3.06 567.3 6.09 

 

  
Figura 3-9. Difractograma de las fases obtenidas correspondientes al cascarón de huevo de avestruz. A. Superficie 
externa; B. Superficie interna 
 

  
Figura 3-10. Difractograma de las fases obtenidas correspondientes al cascarón de huevo de emú. A. Superficie 
externa; B. Superficie interna 
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Figura 3-11. Difractograma de las fases obtenidas correspondientes al cascarón de huevo de cocodrilo. A. 
Superficie externa; B. Superficie interna 
 
3.3.4 Caracterización de moléculas orgánicas utilizando FT-IR 
 
Una vez identificados los minerales presentes en las muestras fosilizadas y considerando que la 
biomineralización está mediada por biomacromoléculas, se realizó FT-IR con el propósito de 
obtener información sobre la estructura primaria y secundaria de las posibles proteínas presentes 
en los cascarones de huevo de dinosaurio. 
 
Las proteínas tienen principalmente un grupo de péptidos en su estructura química, que pueden 
identificarse con sus propias vibraciones divididas en nueve grupos de amidas: A, B, y del I-VII. 
La banda de amida A se observa con un número de onda de ~3500-3200 cm-1 y se caracteriza 
por presentar vibraciones de enlaces de hidrógeno con longitudes de 2.69 to 2.85 Å, mientras 
que la amida B (~3200-3100 cm-1) por vibraciones del estiramiento (st) del NH. De las amidas I-
VII, las más características son las amidas I-III, que dan información sobre las vibraciones de los 
aminoácidos y el tipo de estructura secundaria presente en las proteínas. La amida I (~1730-1580 
cm-1) se destaca por tener una alta absorción y se centra en las vibraciones de los grupos -C=O 
y -C-N de la cadena principal. La amida II (~1580-1450 cm-1) es típica de vibraciones de flexión 
(bd) en el plano del grupo -NH y de las vibraciones de estiramiento de los grupos -CN y -CC, 
mientras que la amida III (~1450-1200 cm-1) depende principalmente de los enlaces de hidrógeno, 
siendo el grupo más complejo para su identificación. Los grupos de amida IV-VII son incluso más 
complejos que la amida III con números de onda de ~767-625 cm-1, ~800-640 cm-1, ~606-537 
cm-1, y ~200 cm-1, respectivamente, y proporcionan información sobre la torsión de la cadena 
principal y sobre las vibraciones de flexión de los grupos -OCN, -NH, y -C=O fuera del plano.26,27 
Las partes de la estructura secundaria se pueden observar con bandas anchas con un número 
de onda de ~1637-1629 cm-1, y ~1696-1685 cm-1 para hojas-b; ~1652 cm-1 y ~1548 cm-1 para 
a-hélices; y los giros presentan números de onda cercanos a ~1680 cm-1.28,29 
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De acuerdo con dicha información, las muestras fueron analizadas por ambas superficies en las 
zonas correspondientes a amida I (~1730-1580 cm-1), II (~1580-1450 cm-1) y III (~1450-1200 cm-

1), con el fin de obtener información acerca de la posible presencia de proteínas intraminerales 
presentes dentro de las estructuras mineralizadas de los cascarones de huevos fosilizados. Estos 
resultados son importantes ya que nos pueden brindar información acerca de las proteínas 
ancestrales, que, hasta la fecha, no han sido identificadas y/o caracterizadas. Por lo tanto, los 
datos de la Tabla 3-8 y los espectros de la Figura 3-12 corresponden a los cascarones de huevo 
del Spheroolithus muestra 1 y Prismatoolithus (los datos de las otras especies se encuentran en 
el anexo 3.4). Los aminoácidos que se identificaron fueron el ácido aspártico (Asp), ácido 
glutámico (Glu), arginina (Arg), lisina (Lys), asparagina (Asn), glutamina (Gln), tirosina (Tyr), 
histidina (His), y fenilalanina (Phe), así como los giros, hojas-b, a-hélices, y las señales de 
desorden estructural.30,31 
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Tabla 3-8. Desconvolución del espectro de FT-IR y asignación de las vibraciones correspondientes a los 
aminoácidos de la cadena lateral (AA) así como de la estructura secundaria (ES) de las proteínas intraminerales 
presentes en la superficie externa (e) e interna (i) de los cascarones de huevo del Spheroolithus muestra 1 y 
Prismatoolithus. n0: Número de onda; st: estiramiento; bd: flexión; s: simétrico; as: asimétrico 

AA/ES 
Spheroolithus muestra 1 Prismatoolithus 

Tipo de Vibración 
n0(e) (cm-1) n0(i) (cm-1) n0(e) (cm-1) n0(i) (cm-1) 

Asp 1574 1574 1568 1570 -COO- st as 
 1716 1714 1717 -- -COOH st 

Glu 1560 1569 1559 1560 -COO- st as 
 -- -- -- 1713 -COOH st 

Arg 1674 -- -- -- -CN3H5+ st as 
 1633 -- 1633 1633 -CN3H5+ st s 

Lys -- 1631 -- 1626 -NH3+ bd as 
 1530 1526 1525 1526 -NH3+ bd s 
 1515 1514 -- 1514 -NH3+ bd s 

Asn 1682 1681 1683 1679 -C=O st 
 -- -- 1619 1622 -NH2 bd 

Gln -- -- 1672 1671 -C=O st 
 -- -- -- 1613 -NH2 bd 

Tyr 1522 1520 1517 1521 Anillo-OH 
 1605 -- 1601 1601 Anillo-O- 
 1498 1498 1498 1497 Anillo-O- 

His -- -- -- -- Anillo 
Phe 1489 1490 1489 1489 Anillo 

Giros -- 1693 1696 1694 -- 
 -- 1668 -- -- -- 
 1663 1661 1664 1665 -- 

a-hélice 1701 1705 1702 1703 -- 
 1652 1652 1651 1657 -- 
 -- -- -- 1648 -- 

Hojas-b -- -- -- 1684 -- 
Desorden -- 1644 1643 1641 -- 
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Figura 3-12. Espectros de FT-IR de los cascarones de huevo del Spheroolithus muestra 1  (A, B) y Prismatoolithus 
(C, D) de ambas superficies. A, B. Superficie externa; B, D. Superficie interna. La línea roja corresponde a los datos 
experimentales y los puntos negros a la suma de las gráficas Lorentzianas de la desconvolución de los picos 
 
De la Asp fue posible identificar la vibración de estiramiento asimétrica del -COO- a 1575-1568 
cm-1 en todas las muestras, así como el Glu a 1564-1557 cm-1, pero la vibración de estiramiento 
simétrico del -COO- en 1721-1714cm-1 para Asp, no se observaron en el cascarón de huevo del 
Spheroolithus muestra 2, ni en el ootaxon no identificado (Figura 3-28 del Anexo 3.4). Un caso 
similar ocurrió con Glu con la vibración de estiramiento simétrico del -COO- a 1713-1709 cm-1 la 
cual no se identificó en el cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 1 (Figura 3-12). En el 
caso de la Arg, dos vibraciones fueron identificados a 1614-1673 cm-1 para vibraciones de 
estiramiento asimétrico del grupo -CN3H5+, excepto en el cascarón de huevo del Prismatoolithus, 
Spheroolithus muestra 2 y en el ootaxon no identificado, y a 1638-1633 cm-1 para vibraciones de 
estiramiento simétricas del grupo -CN3H5+, observada en todas las muestras. Otro aminoácido 
identificado en todas las muestras sin excepción fue la Lys, con vibraciones en 1631-1626 cm-1 
correspondientes a flexiones asimétricas del -NH3+, y a 1530-1525 cm-1 y 1515-1512 cm-1 para la 
vibración de flexión simétrica del grupo amino. Finalmente, Asn y Gln con similitud estructural, 
presentan vibraciones de estiramiento simétricas del grupo -C=O a 1683-1679 cm-1 y a 1672-
1668 cm-1, respectivamente, y vibraciones de flexión simétrica a 1622-1618 cm-1 para Asn y 1613-
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1609 cm-1 para Gln, donde el cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 1 fue la única muestra 
en donde las bandas correspondientes a estos dos aminoácidos no fueron observadas. 
 
En el caso de los aminoácidos aromáticos como Tyr, presenta dos vibraciones correspondientes 
al anillo-OH en 1522-1517 cm-1 presente en todas las muestras, y vibraciones propias del anillo-
O- a 1605-1601 cm-1 y 1498-1496 cm-1, visibles en todos los cascarones de huevo excepto en el 
cascarón de la familia Lambeosaurinae. Otros aminoácidos con vibraciones en el anillo aromático 
son la Phe y His, con vibraciones a 1493-1488 cm-1 y 1594-1591 cm-1, respectivamente, siendo 
el último no identificado en los cascarones de huevo del Spheroolithus muestra 1 y 
Prismatoolithus (Figura 3-12).  
 
De los componentes de la estructura secundaria, los giros presentan tres bandas características 
las cuales corresponden a no helicoidales, no helicoidales con Gly en posición 3, y hélices 310, 
pero no son identificados individualmente. Independiente del tipo de los giros, se observa una 
banda en el número de onda a 1696-1690 cm-1, 1668 cm-1 (no visible en el cascarón de huevo de 
del Prismatoolithus y Spheroolithus muestra 2), y en 1665-1661 cm-1. Así como los giros, las a-
hélices se pueden observar en tres bandas localizadas a 1705-1700 cm-1, 1657-1651 cm-1, y 1648 
cm-1, la cual no se identificó en las muestras de cascaron de huevo del Spheroolithus muestra 1 
y de la familia Lambeosaurinae. Las hojas-b y las señales de estructura desordenada fueron 
observadas en 1685-1684 cm-1 y 1646-1641 cm-1, respectivamente, donde las hojas-b fueron 
identificadas en los cascarones de huevo del Prismatoolithus y en el ootaxon no identificado, 
mientras que las señales ocasionadas por el desorden estructural no fue posible identificarse en 
el cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 2.  
 
3.4 CONCLUSIONES 
 
De los cascarones de huevo del Spheroolithus muestra 1, Lambeosaurinae, Prismatoolithus, 
Spheroolithus muestra 2, y del ootaxon no identificado, la composición química fue determinada 
por microRaman identificando minerales como calcita, cuarzo, dióxido de silicio, albita, anhidrita, 
hematita, e hidroxiapatita, usando diferentes potencias de trabajo debido a las líneas de 
fluorescencia emitidas por los cascarones de huevo, la cual se confirma por la fotoluminiscencia 
a temperatura ambiente.  La calcita, el principal factor de la fluorescencia, es encontrado en una 
mayor proporción comparada con los otros minerales, que mediante la difracción de rayos-X y el 
refinamiento Rietveld, los planos cristalográficos fueron identificados, al igual que el tamaño de 
cristalita. Junto con la calcita, el cuarzo es otro mineral que fue caracterizado, así como las 
impurezas de dióxido de silicio, los cuales fueron observados en la espectroscopia de 
fluorescencia y en la difracción de rayos-X mediante las curvas gaussianas observadas en los 
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cromatogramas, debido a las impurezas de los cristales amorfos y metales absorbidos durante 
los procesos de fosilización. En contraste a la calcita y cuarzo, la albita es un tercer mineral 
identificado en las muestras estudiadas, presentando una baja intensidad en las señales 
obtenidas de microRaman y emisión de fotoluminiscencia. Además, pocos datos cristalográficos 
fueron detectados debido a la baja proporción comparada con los otros minerales. El análisis 
obtenido de FT-IR permitieron la identificación de bandas correspondientes a nueve aminoácidos 
(Asp, Glu, Arg, Lys, Asn, Gln, Tyr, His, y Phe), y los componentes de la estructura secundaria 
presente en las proteínas (giros, a-hélices, y hojas-b).  
 
Debemos señalar que este resultado es un aporte a la identificación de proteínas ancestrales, las 
cuales aún no han sido caracterizadas, y que la investigación para obtener la estructura 
tridimensional debe continuar, ya que proporcionará información sobre la evolución y la relación 
estructural con proteínas aisladas y caracterizadas de especies filogenéticamente relacionadas 
con los dinosaurios. Estos resultados son de gran importancia ya que no existen estudios en 
México sobre la composición de los cascarones de huevo de dinosaurios, ni sobre las proteínas 
intraminerales presentes en los cascarones de huevos fosilizados. En este caso, se espera que 
el análisis realizado sobre estas muestras paleontológicas ayude a completar el enigma de 
investigación de los posibles compuestos absorbidos o difundidos en las muestras debido a los 
cambios diagenéticos, así como dar información sobre el comportamiento de los dinosaurios y 
los paleoambientes en el que se encontraban al momento de la deposición de los huevos. 
 
3.5 ANEXOS 
 

ANEXO 3.1 
Determinación de la fotoluminiscencia de los cascarones de huevo por FS 

 
Las energías de emisión fueron determinadas por FS usando funciones Lorentzianas de la 
superficie externa e interna de los cascarones. 
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Tabla 3-9. Longitudes de onda obtenidas de la desconvolución de las señales de fluorescencia de las superficies 
del cascarón de huevo de emú a energías de excitación (EE) de 250 nm y 370 nm. Δ. FWHM 

Superficie Externa Superficie Interna 
l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) 
l (nm) Δ l (nm) Δ l (nm) Δ l (nm) Δ 

404 12 400 18 402 14 400 20 
423 7 422 5 423 7 422 5 
441 6 438 6 442 5 438 6 
446 5 461 16 446 5 460 14 
460 2 486 7 460 4 472 5 
464 14 504 6 467 8 486 9 
487 8 519 6 485 11 504 6 
506 10 528 4 490 2 519 7 
520 7 542 3 506 7 528 4 
-- -- 574 39 -- -- 542 4 
-- -- -- -- -- -- 575 31 

 

  

  
Figura 3-13. Fotoluminiscencia del cascarón de huevo de emú en la superficie externa (A, B) e interna (C, D) a l 
= 250 nm (A, C) y l = 370 nm (B, D) de energía de excitación. La línea roja corresponde a los datos experimentales 
y los puntos negros a la suma de las gráficas Lorentzianas de la desconvolución de los picos 
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Tabla 3-10. Longitudes de onda obtenidas de la desconvolución de las señales de fluorescencia de las superficies 
del cascarón de huevo de cocodrilo a energías de excitación (EE) de 250 nm y 370 nm. Δ. FWHM 

Superficie Externa Superficie Interna 
l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) 
l (nm) Δ l (nm) Δ l (nm) Δ l (nm) Δ 

402 15 400 17 403 13 400 16 
423 8 422 6 423 7 422 5 
441 6 438 13 441 5 438 6 
446 7 444 9 446 5 460 9 
460 4 460 5 460 4 472 6 
469 11 469 9 467 8 486 8 
485 4 486 9 485 10 504 5 
492 8 504 6 491 2 519 6 
508 6 518 6 507 9 528 4 
-- -- 528 4 519 5 543 4 
-- -- 543 4 -- -- 578 27 
-- -- 577 27 -- -- -- -- 

 

  

  
Figura 3-14. Fotoluminiscencia del cascarón de huevo de cocodrilo en la superficie externa (A, B) e interna (C, D) 
a l = 250 nm (A, C) y l = 370 nm (B, D) de energía de excitación. La línea roja corresponde a los datos 
experimentales y los puntos negros a la suma de las gráficas Lorentzianas de la desconvolución de los picos 
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Tabla 3-11. Longitudes de onda obtenidas de la desconvolución de las señales de fluorescencia de las superficies 
del cascarón de huevo de la familia Lambeosaurinae a energías de excitación (EE) de 250 nm y 370 nm. A. Albita; 
C. Calcita; Q. Cuarzo; S. SiO2; Δ. FWHM; M. Estándar; CS. Calcio de las especies actuales  

Superficie Externa Superficie Interna 
l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) 
l (nm) Δ M l (nm) Δ M l (nm) Δ M l (nm) Δ M 

405 10 CS 403 12 CS 406 10 CS 403 12 CS 
423 6 CS 422 4 CS 423 6 CS 422 4 CS 
443 6 Q 438 6 Q 443 6 Q 438 6 Q 
461 4 CS 461 7 CS 461 4 CS 461 6 CS 
467 5 S 486 7 A 468 7 S 471 5 S 
473 5 CS 504 5 CS 485 4 A 486 7 A 
485 4 A 519 6 C 492 5 CS 504 5 CS 
491 5 CS 529 3 CS 499 6  -- 519 5 C 
499 6 --  543 3 C 510 3 Q 528 3 CS 
511 4 Q 570 10 CS 517 1 C 543 3 C 
517 1 C 595 14 S 534 4 --  579 23 C 
532 3  -- -- --  -- 540 3 C -- --  -- 
536 4 --  -- --  -- 543 3 C -- --  -- 
542 4 C -- --  -- 573 6 C -- --  -- 
574 6 C -- --  -- 595 10 A -- --  -- 
595 10 A -- --  -- -- -- --  -- -- --  
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Figura 3-15. Fotoluminiscencia del cascarón de huevo de la familia Lambeosaurinae en la superficie externa (A, 
B) e interna (C, D) a l = 250 nm (A, C) y l = 370 nm (B, D) de energía de excitación. La línea roja corresponde a 
los datos experimentales y los puntos negros a la suma de las gráficas Lorentzianas de la desconvolución de los 
picos 
 
Tabla 3-12. Longitudes de onda obtenidas de la desconvolución de las señales de fluorescencia de las superficies 
del cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 2 a energías de excitación (EE) de 250 nm y 370 nm. A. Albita; 
C. Calcita; Q. Cuarzo; S. SiO2; Δ. FWHM; M. Estándar; CS. Calcio de las especies actuales  

Superficie Externa Superficie Interna 
l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) 
l (nm) Δ M l (nm) Δ M l (nm) Δ M l (nm) Δ M 

405 10 CS 401 14 CS 405 10 CS 403 12 CS 
423 6 CS 421 5 CS 423 6 CS 422 5 CS 
443 6 Q 425 2 CS 443 6 Q 438 6 Q 
461 3 CS 437 6 Q 461 4 CS 450 1 Q 
468 8 S 450 2 Q 468 6 S 460 5 CS 
485 4 A 460 5 CS 486 6 A 471 9 S 
491 5 CS 470 7 CS 499 7 --  485 5 A 
499 6  -- 486 7 A 510 4 Q 491 3 CS 
511 4 Q 518 4 C 517 1 C 504 5 CS 
518 2 C 499 13  -- 534 4  -- 519 5 C 
532 3  -- 530 3 CS 540 3 C 529 4 CS 
536 4  -- 542 4 C 543 3 C 543 4 C 
542 4 C 570 13 S 567 3 S 570 11 S 
567 2 S 597 17  A 575 5 C 596 16  A 
575 5 C -- --  -- 595 10 A -- -- --  
595 10 A -- --  -- -- --  -- -- --  -- 
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Figura 3-16. Fotoluminiscencia del cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 2 en la superficie externa (A, B) 
e interna (C, D) a l = 250 nm (A, C) y l = 370 nm (B, D) de energía de excitación. La línea roja corresponde a los 
datos experimentales y los puntos negros a la suma de las gráficas Lorentzianas de la desconvolución de los picos 
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Tabla 3-13. Longitudes de onda obtenidas de la desconvolución de las señales de fluorescencia de las superficies 
del cascarón de huevo del Prismatoolithus a energías de excitación (EE) de 250 nm y 370 nm. A. Albita; C. Calcita; 
Q. Cuarzo; S. SiO2; Δ. FWHM; M. Estándar; CS. Calcio de las especies actuales  

Superficie Externa Superficie Interna 
l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) 
l (nm) Δ M l (nm) Δ M l (nm) Δ M l (nm) Δ M 

404 10 CS 402 14 CS 404 10 CS 402 14 CS 
423 7 CS 422 5 CS 423 7 CS 422 5 CS 
442 6 Q 438 6 Q 444 7 Q 438 6 Q 
447 5 Q 449 4 Q 461 4 CS 449 3 Q 
460 5 CS 460 6 CS 468 5 S 460 6 CS 
468 8 S 470 7 S 475 5 CS 471 11 S 
485 5 A 486 7 A 484 4 A 485 4 A 
491 5 CS 504 5 CS 490 5 CS 491 4 CS 
499 6  -- 519 6 C 499 6  -- 504 6 CS 
511 5 Q 529 4 CS 511 4 Q 519 6 C 
518 2 C 543 4  C 517 1 C 529 4 CS 
532 3  -- 569 15 CS 534 5  -- 543 4 C 
539 4  -- 598 16  A 542 4 C 569 16 S 
542 4 C -- --  -- 567 3 S 598 17 A 
566 3 S -- --  -- 575 6 C -- -- -- 
573 4 C -- --  -- 595 11 A -- -- -- 
581 5 CS -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
589 5  -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
597 6 A -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
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Figura 3-17. Fotoluminiscencia del cascarón de huevo del ootaxon Prismatoolithus en la superficie externa (A, B) 
e interna (C, D) a l = 250 nm (A, C) y l = 370 nm (B, D) de energía de excitación. La línea roja corresponde a los 
datos experimentales y los puntos negros a la suma de las gráficas Lorentzianas de la desconvolución de los picos 
 
Tabla 3-14. Longitudes de onda obtenidas de la desconvolución de las señales de fluorescencia de las superficies 
del cascarón de huevo del ootaxón no identificado a energías de excitación (EE) de 250 nm y 370 nm. A. Albita; C. 
Calcita; Q. Cuarzo; S. SiO2; Δ. FWHM; M. Estándar; CS. Calcio de las especies actuales  

Superficie Externa Superficie Interna 
l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) l: 250 nm (EE) l: 370 nm (EE) 
l (nm) Δ M l (nm) Δ M l (nm) Δ M l (nm) Δ M 

405 9 CS 403 12 CS 405 10 CS 403 13 CS 
423 6 CS 422 5 CS 423 6 CS 422 5 CS 
443 6 Q 438 6 Q 443 6 Q 438 6 Q 
461 4 CS 450 2  Q 461 4 CS 461 7 CS 
468 7 S 460 6 CS 468 7 S 471 5 S 
485 4 A 470 7 S 485 4 A 486 7 A 
491 5 CS 486 7 A 492 5 CS 504 5 CS 
499 6  -- 504 5 CS 499 6 --  519 6 C 
510 4 Q 519 6 C 511 3 Q 529 4 CS 
517 2 C 529 3 CS 517 1 C 543 4 C 
532 3  -- 543 4 C 534 4  -- 563 5 CS 
536 4  -- 570 10 S 540 3  C 573 9 C 
542 4 C 595 15 A 543 3 C 595 15 A 
568 3 S -- -- --  566 3 S -- --  -- 
575 5 C -- --  -- 574 6 C -- --  -- 
595 10 A -- --  -- 595 11 A -- --  -- 
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Figura 3-18. Fotoluminiscencia del cascarón de huevo del ootaxon no identificado en la superficie externa (A, B) e 
interna (C, D) a l = 250 nm (A, C) y l = 370 nm (B, D) de energía de excitación. La línea roja corresponde a los 
datos experimentales y los puntos negros a la suma de las gráficas Lorentzianas de la desconvolución de los picos 

 
ANEXO 3.2 

Análisis Molecular por Espectroscopia Raman 
 
El desplazamiento Raman fue identificado en todas las muestras de cascarones de huevo, de los 
cuales se analizaron en tres zonas en ambas superficies del cascaron, permitiendo la 
identificación de la calcita, cuarzo, dióxido de silicio, albita, anhidrita, hematita e hidroxiapatita. 
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Figura 3-19. Zonas correspondientes a las mediciones de microRaman del cascarón de huevo de la familia 
Lambeosaurinae. A-C. Superficie externa; D-F. Superficie interna; Bz. Zona negra; Rz. Zona roja; Wz. Zona blanca 
 
Tabla 3-15. Desplazamiento Raman observado en el cascarón de huevo de la familia Lambeosaurinae. 𝛉. Calcita; 
𝛚. Albita; 𝛆. Cuarzo; 𝛒. Anhidrita; ψ. SiO2; 𝛕. Hematita; 𝛑. Hidroxiapatita.a 

Superficie Externa Superficie Interna 
𝛉 𝛚 𝛆 ψ 𝛒 𝛕 𝛉 𝛚 𝛆 ψ 𝛑 

155 171 387 245 1028 685 155 171 353 245 568 
281 297 -- 555 -- -- 281 507 454 -- 885 
1088 480 -- -- -- -- 712 -- 603 -- -- 

-- 833 -- -- -- -- 1088 -- -- -- -- 
a El desplazamiento está dado en cm-1 

 

  
Figura 3-20. Espectros Raman del cascarón de huevo de la familia Lambeosaurinae en las tres zonas 
correspondientes. A. Superficie externa; B. Superficie interna; Bz. Zona negra; Rz. Zona roja; Wz. Zona blanca; 𝛉. 
Calcita; 𝛚. Albita; 𝛆. Cuarzo; 𝛒. Anhidrita; ψ. SiO2; 𝛕. Hematita; 𝛑. Hidroxiapatita 
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Figura 3-21. Zonas correspondientes a las mediciones de microRaman del cascarón de huevo del Spheroolithus 
muestra 2. A-C. Superficie externa; D-F. Superficie interna; Bz. Zona negra; Rz. Zona roja; Wz. Zona blanca 
 
Tabla 3-16. Desplazamientos Raman observados en el cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 2. 𝛉. Calcita; 
𝛚. Albita; 𝛆. Cuarzo; ψ. SiO2.a 

Superficie Externa Superficie Interna 
𝛉 𝛚 𝛆 𝛉 𝛚 𝛆 ψ 

155 171 218 155 656 218 245 
281 656 387 281 833 406 -- 
712 833 603 712 -- 603 -- 
1088 -- -- 1088 -- -- -- 
a El desplazamiento está dado en cm-1 

 

  
Figura 3-22. Espectros Raman del cascarón de huevo Spheroolithus muestra 2 en las tres zonas correspondientes. 
A. Superficie externa; B. Superficie interna; Bz. Zona negra; Rz. Zona roja; Wz. Zona blanca; 𝛉. Calcita; 𝛚. Albita; 
𝛆. Cuarzo; ψ. SiO2 
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Figura 3-23. Zonas correspondientes a las mediciones de microRaman del cascarón de huevo del ootaxón no 
identificado. A-C. Superficie externa; D-F. Superficie interna; Bz. Zona negra; Rz. Zona roja; Wz. Zona blanca 
 
Tabla 3-17. Desplazamientos Raman observados en el cascarón de huevo del ootaxón no identificado. 𝛉. Calcita; 
𝛚. Albita; 𝛆. Cuarzo; 𝛒. Anhidrita; ψ. SiO2.a 

Superficie Externa Superficie Interna 
𝛉 𝛚 𝛆 Ψ 𝛒 𝛉 𝛆 Ψ 

155 171 126 224 1028 155 218 581 
281 480 512 410 -- 281 387 -- 
1088 -- 603 -- -- 712 -- -- 

-- -- -- -- -- 1088 -- -- 
a El desplazamiento está dado en cm-1 

 

 
Figura 3-24. Espectros Raman del cascarón de huevo del ootaxón no identificado en las tres zonas 
correspondientes. A. Superficie externa; B. Superficie interna; Bz. Zona negra; Rz. Zona roja; Wz. Zona blanca; 𝛉. 
Calcita; 𝛚. Albita; 𝛆. Cuarzo; 𝛒.	Anhidrita 
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ANEXO 3.3 
Caracterización de cristalitas por XRD 

 
Los minerales presentes en las muestras de cascarones de huevo fueron identificados, así como 
el tamaño de las cristalitas determinado por la ecuación de Scherrer que poseen y el porcentaje 
de masa presente en las muestras. 
 
Tabla 3-18. Tamaño de cristalita y el porcentaje de cada uno de los minerales presentes en los cascarones de 
huevo de la familia Lambeosaurinae, Spheroolithus muestra 2, y del ootaxón no identificado 

Oogénero Cristalita 
Superficie externa Superficie interna 

Tamaño 
(Å) 

Concentración 
(%) 

Tamaño 
(Å) 

Concentración 
(%) 

Lambeosaurinae 
Calcita 496.3 1.93 567.3 2.58 
Cuarzo 1323.8 0.58 567.3 0.28 
Albita 992.8 0.68 722.2 0.36 

Spheroolithus sample 2 
Calcita 248.2 2.05 496.3 3.11 
Albita -- -- 611.1 0.04 

Ootaxón no 
identificado 

Calcita 397.0 2.37 397.0 2.36 
Cuarzo 722.2 1.03 1323.8 0.24 
Albita 496.3 0.10 882.2 0.10 

 

  
Figura 3-25. Difractograma de las fases obtenidas correspondientes al cascarón de huevo de la familia 
Lambeosaurinae. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
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Figura 3-26. Difractograma de las fases obtenidas correspondientes al cascarón de huevo del Spheroolithus 
muestra 2. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
 

  
Figura 3-27. Difractograma de las fases obtenidas correspondientes al cascarón de huevo del ootaxón no 
identificado. A. Superficie externa; B. Superficie interna 
 

ANEXO 3.4 
Moléculas orgánicas caracterizadas por FT-IR 

 
La desconvolución de cada gráfica se desarrolló con el propósito de identificar los picos 
característicos de los aminoácidos que conforman la estructura primaria de las proteínas 
intraminerales presente en los cascarones de huevo de dinosaurio, así como la información de la 
estructura secundarias de las mismas. 
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Tabla 3-19. Desconvolución del espectro de FT-IR y asignación de las vibraciones correspondientes a los 
aminoácidos de la cadena lateral (AA) así como de la estructura secundaria (ES) de las proteínas intraminerales 
presentes en la superficie externa (e) e interna (i) de los cascarones de huevo de la familia Lambeosaurinae, 
Spheroolithus muestra 2 y ootaxon no identificado. n0: Número de onda; st: estiramiento; bd: flexión; s: simétrico; 
as: asimétrico. 

AA/ES 
Lambeosaurinae Spheroolithus sample 2 Ootaxon no Identificado 

Tipo de Vibración 
n0(e) (cm-1) n0(i) (cm-1) n0(e) (cm-1) n0(i) (cm-1) n0(e) (cm-1) n0(i) (cm-1) 

Asp 1572 1570 1576 1574 1575 1573 -COO- st as 
 -- 1721 -- -- -- -- -COOH st 

Glu 1564 1557 1559 1559 1559 1559 -COO- st as 
 1713 1711 1710 -- 1710 1709 -COOH st 

Arg 1673 -- -- -- -- -- -CN3H5+ st as 
 -- 1637 1638 1637 -- 1638 -CN3H5+ st s 

Lys 1631 1627 1629 1631 1631 1629 -NH3+ bd as 
 1525 -- -- -- 1530 1527 -NH3+ bd s 
 1514 -- 1513 -- 1512 1512 -NH3+ bd s 

Asn 1681 1680 1679 1680 1679 1678 -C=O st 
 1621 1620 1621 1620 1622 1618 -NH2 bd 

Gln -- 1668 1671 1670 1669 1669 -C=O st 
 1611 -- 1610 -- 1609 -- -NH2 bd 

Tyr 1519 1520 1520 1520 1520 1518 Anillo-OH 
 -- -- -- 1605 -- -- Anillo -O- 
 -- -- 1496 1496 1496 -- Anillo -O- 

His 1593 1594 -- 1591 1594 -- Anillo 
Phe 1493 1493 1488 1489 -- 1492 Anillo 

Turns 1691 1692 1690 1691 1694 1696 -- 
 -- 1668 -- -- -- -- -- 
 1664 -- 1662 -- 1663 -- -- 

a-hélice 1703 1701 1700 1705 1701 -- -- 
 1652 1657 1655 1657 1654 1657 -- 
 -- -- 1648 1648 1648 -- -- 

Hojas-b -- -- -- -- -- 1685 -- 
Desorden 1644 1646 -- -- 1641 1646 -- 
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Figura 3-28. Espectros de FT-IR de los cascarones de huevo de la familia Lambeosaurinae (A, B), Spheroolithus 
muestra 2 (C, D) y ootaxon no identificado (E, F) de ambas superficies. A, C, E. Superficie externa; B, D, F. 
Superficie interna. La línea roja corresponde a los datos experimentales y los puntos negros a la suma de las 
gráficas Lorentzianas de la desconvolución de los picos 
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Capítulo 4. 
 
 
 
Determinación de la Rugosidad y Área Superficial de los 
Cascarones de Huevo de Especies Ancestrales y Actuales 
 
 
 
Elejalde-Cadena, N. R.; Moreno, A. Fractal analysis of the distribution and morphology of pores 
in dinosaur eggshells collected in Mexico. Implications to understand the biomineralization of 
calcium.  ACS Omega. 2021, 6, 7887-7895. 
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4.1 INTRODUCCIÓN 
 
El cascarón de huevo es una estructura mineralizada que cumple la función de proteger al 
embrión para su correcto crecimiento y desarrollo. Está dividido en una fase orgánica (compuesta 
principalmente por biomacromoléculas) y una fase inorgánica (compuesta principalmente por 
carbonato de calcio, CaCO3), y dependiendo del contenido de estas fases, algunos huevos 
pueden ser flexibles (tortugas), semirrígidos (cocodrilos), y rígidos (gallina). De las especies 
caracterizadas por presentar huevos rígidos, están los dinosaurios. Los huevos de dinosaurio no 
solo presentan una alta rigidez, sino que también tienden a poseer una fase inorgánica gruesa.1  
 
La morfología exhibida por las unidades cristalinas y los poros en los cascarones de dinosaurios 
permite discernir entre una variedad de cascarones que pertenecen a diferentes especies. 
Independiente del tipo de poro y del tipo de cascarón, estos cumplen la misma función: 1) 
protección y aislamiento del embrión con el medio externo; 2) intercambio de gases producidos 
por la respiración y metabolismo del embrión; 3) intercambio de vapor de agua; e 4) intercambio 
térmico desde el interior al exterior del cascarón y viceversa.2,3   
 
En cascarones de otras especies, poros entre 0.01 mm a 1 mm han sido observados, y acorde 
con la IUPAC están clasificados como macro poros (>50 mm). Si los poros son pequeños y el 
número de poros presentes en el cascarón incrementa, el área superficial específica del sistema 
incrementa (relación área/volumen) dramáticamente, así como incrementa la rugosidad. De 
acuerdo con Russu, et al.,4 la porosidad de un cascarón depende de cuatro factores: 1) el número 
de poros; 2) el área transversal; 3) longitud del poro; y 4) morfología del poro, los cuales, a su 
vez, están relacionados con la dimensión fractal.5  
 
De los diferentes métodos usados para la determinación de la porosidad, rugosidad y/o área 
superficial, el más utilizado es el cálculo de la dimensión fractal por medio del conteo de cajas, el 
cual usa un conteo del número de cajas mínimo N (de tamaño h) necesarios para completar un 
gráfico o una imagen (en 2D (SEM) o 3D (AFM)). El proceso de conteo es repetido para diferentes 
valores de h y el log (N) se representa en función del log (1/h). Los puntos obtenidos se aproximan 
por el método tradicional de mínimos cuadrados a una línea recta. Por definición de conteo de 
cajas, la dimensión fractal es el límite de la relación log (N) / log (1/h) cuando h tiende a cero. 
Este valor se puede aproximar muy bien como la magnitud de la pendiente de la línea. Luego, 
para cada caso, se cuenta el número de cajas (N) que cubren las características fractales, y este 
logaritmo se representa frente al tamaño de las cajas (h).6,7 La dimensión fractal (D) se determina 
a partir del coeficiente máximo de pendiente de la gráfica definida como: 
 



 
 

87 

𝐷 = lim
%→'

−
log𝑁	(ℎ)
log ℎ 																																																						(1) 

 
Los fractales han sido aceptados para describir diferentes sistemas naturales y actualmente se 
encuentran en la aplicación de diversas áreas como en la tecnología de la telecomunicación,8 en 
ciencias de la computación,9 en dispositivos ópticos y electrónicos,10,11 y en la caracterización de 
la capacidad de absorción, porosidad y área superficial,12 usando imágenes de AFM,13 de SEM,14 
corioalantoideas,15 de vasos extraembrionarios,16 de redes vasculares,17 y de resonancia 
magnética,18 entre otros. Los sistemas aleatorios a escala microscópica se comportan como 
fractales, es decir, sus unidades geométricas se parecen entre sí en todas las escalas (se 
identifican características similares tanto en aumento alto como en bajo), lo que indica que los 
fractales no son sensibles a la escala de resolución y el análisis fractal puede usarse para extraer 
más información sobre una superficie en comparación con los métodos estadísticos 
convencionales, por lo que se cree que la presencia de regiones de baja densidad (red de poros) 
de superficies con microestructuras fue la razón del comportamiento fractal de las superficies 
delgadas. En superficies rugosas, la dimensión fractal se usa como índice analítico para medir 
cómo varían las características morfológicas a medida que varía la escala.19,20 Los análisis 
fractales proporcionan información sobre el exponente de rugosidad, la longitud de correlación y 
el desplazamiento (o tamaño de la red). Estos parámetros ofrecen una descripción detallada de 
los patrones espaciales, la segmentación, la textura y la rugosidad lateral de la morfología de la 
superficie.21,22 
 
Por otro lado, es evidente que las estructuras porosas no presentan un arreglo ordenado, por lo 
que no es trivial encontrar uno. Por esta razón, diferentes métodos se han desarrollado utilizando 
en análisis fractal en varios sistemas. De acuerdo con Benoit B. Mandelbrot: “Fractales se pueden 
definir intuitivamente como objetos dentro de objetos o la repetición del mismo objeto a diferentes 
escalas”. 23 Por lo tanto, se han identificado dos tipos de fractales: auto-similares y auto-afines. 
Los autosimilares involucran objetos geométricos cuya forma no cambia cuando se amplía a 
diferentes escalas, esto significa que estos objetos presentan fractales regulares. En cambio, los 
auto-afines existen en varios objetos naturales (pero no siempre) que exhiben una autosimilitud 
solo hasta cierto nivel de aumento o solo en ciertas partes de este,6,24 ejemplo: el cascarón de 
huevo (Figura 4-1). La superficie del cascarón se puede ver como un objeto fractal debido a la 
rugosidad a diferentes escalas.  
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Figura 4-1. Representación de la superficie del cascarón con comportamiento fractal (Koch curve). El recuadro 
muestra el zoom sobre la superficie de cascarón donde se observa la auto-afinidad 
 
Debido a la falta de información de la determinación del área superficial y rugosidad de 
cascarones de dinosaurios usando el método por conteo de cajas, los cascarones de diferentes 
dinosaurios se estudiaron, con el fin de obtener el análisis de la dimensión fractal en 2D y 3D 
usando imágenes obtenidas mediante el uso de microscopía electrónica de barrido (SEM) y 
microscopía de fuerza atómica (AFM).  
 
4.2 METODOLOGÍA 
 
4.2.1 Identificación de la morfología de los poros y dimensión fractal (2D) por microscopía 
electrónica de barrido (SEM) de cascarones de huevo de dinosaurio 
 
Para las imágenes de SEM, se utilizó un microscopio TESCAN VEGA 3 SB con un rango de 
voltaje de 10-20 kV a alto vacío a 200x, 500x y 1000x de amplificación. Las imágenes de SEM a 
500x se observaron con el software Digital Micrograph para observar el tamaño de los poros en 
ambas superficies del cascarón, mientras que las imágenes de 1000x de amplificación se 
convirtieron en imágenes binarias usando el software ImageJ. Después de la conversión, la 
dimensión fractal de las imágenes binarias se determinó mediante el método de conteo de cajas. 
Las imágenes de 200x se utilizaron para la determinación de la morfología de los poros. 
 
4.2.2 Determinación de la dimensión fractal (3D), rugosidad y área superficial mediante 
microscopía de fuerza atómica (AFM) de cascarones de huevo de dinosaurio 
 
Las imágenes de AFM se tomaron utilizando un Nanoscope®V de Thermo, empleando una punta 
scanasyst-air y el modo scan-assist a diferentes velocidades de escaneo en el software 
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NanoScope 9.2 y, procesadas con el software Gwyddion, obteniendo el área de superficie, la 
rugosidad media y la dimensión fractal de cada muestra. 
 
4.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.3.1 Determinación de la dimensión fractal (2D) e identificación del diámetro de los poros 
mediante imágenes de SEM de cascarones de huevo de dinosaurio 
 
Se tomaron imágenes de SEM de ambas superficies de cada uno de los cascarones para 
observar la homogeneidad de la muestra, observando estructuras más grandes en la superficie 
externa del cascarón, lo que proporciona una alta rugosidad. Mientras que, en la superficie 
interna, las estructuras observadas son más pequeñas dando una apariencia suave y homogénea 
en comparación con la superficie externa. Además, utilizando imágenes de SEM a 1000x, se 
convirtieron a imágenes binarias para obtener información del tamaño y forma del poro presentes 
en los cascarones (áreas oscuras, Figura 4-2B), los cuales presentan diferentes morfologías y 
tamaños, siendo más amplios los observados en la superficie externa. 
 
Con base en las imágenes binarias, se calculó la dimensión fractal (Figura 4-3) utilizando un 
logaritmo basado en la relación del número de una caja vacía (N (H)) y el tamaño de la caja (h) 
(Ecuación 4-1). Los cascarones de Spheroolithus muestra 2 (Sph S2) y Prismatoolithus (Prsm) 
presentan una distribución de tamaño de poro similar en ambas superficies, lo que podría indicar 
que el poro tiene una entrada y salida única, lo que garantiza una mayor rugosidad, pero no 
necesariamente un área superficial mayor, así como se observa en el cascarón del ootaxon no 
identificado (NI). En cambio, de los otros dos cascarones, Spheroolithus muestra 1 (Sph S1) y 
Lambeosaurinae (Lmb), la diferencia de la rugosidad observada es mayor, en comparación con 
las otras tres muestras, probablemente al desgaste causado por los cambios diagenéticos 
durante los procesos de fosilización,25  lo que permitió la formación de estructuras de gran tamaño 
y fragmentación de las mismas, causando un aumento en la rugosidad, así como de las zonas 
huecas, interfiriendo con los datos, como se observa principalmente en el cascarón de la familia 
Lambeosaurinae (Lmb). 
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 Superficie Externa Superficie Interna 
A B A B 

I 

    

II 

    

III 

    

IV 

    

V 

    
Figura 4-2. Imágenes de SEM usadas para el análisis por conteo de cajas. A. Imágenes de SEM a 1000x; B. 
Imágenes binarias; I. Spheroolithus muestra 1; II. Lambeosaurinae; III. Spheroolithus muestra 2; IV. 
Prismatoolithus; V. Ootaxon no identificado 
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Figura 4-3. Dimensión fractal 2D a partir de imágenes de SEM de los cascarones de huevo de dinosaurio. Sph S1. 
Spheroolithus muestra 1; Lmb. Lambeosaurinae; Sph S2. Spheroolithus muestra 2; Prsm. Prismatoolithus; NI. 
Ootaxon no identificado. Los valores de la dimensión fractal (D) se encuentran entre 1.69 y 1.87, respectivamente 
(ver tabla 4-2 del anexo 4.1) 
 
Debido a los resultados obtenidos al calcular la dimensión fractal, se decidió determinar el posible 
tamaño del poro observado a partir de las imágenes SEM (Figura 4-4 y 4-5), los cuales se 
midieron utilizando el software Digital Micrograph, donde los poros de la superficie interna 
presentan un diámetro más pequeño, que los observados en la superficie externa. Este 
procedimiento se realizó en los cinco cascarones de dinosaurio en estudio (ver Anexo 4.1) y se 
obtuvo el mismo patrón.  
 

 

 

 
Figura 4-4. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los poros de la superficie 
externa del cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 1. A. Perfil A; B. Perfil B 
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Figura 4-5. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los poros de la superficie 
interna del cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 1. A. Perfil A; B. Perfil B 
 
4.3.2 Determinación de la dimensión fractal (3D), rugosidad y área superficial mediante 
imágenes de AFM de cascarones de huevo de dinosaurio 
 
Un análisis más preciso de la morfología y rugosidad de ambas superficies, así como el cálculo 
del área superficial se puede obtener a partir de imágenes de AFM. Esta técnica es más precisa 
en comparación con el análisis a partir de imágenes de SEM, principalmente cuando las muestras 
en estudio no son buenos conductores. Una desventaja en AFM ocurre cuando las muestras en 
estudio son muy rugosas, lo que dificulta la interpretación de los resultados, por lo que se debe 
utilizar otras herramientas para una buena interpretación de los mismos, tal es el caso del análisis 
fractal que proporciona buenos resultados estadísticos que ayudan a la caracterización de 
muestras como las discutidas en este trabajo. La dimensión fractal (entre 2D y 3D), se determinó 
utilizando imágenes de AFM y los resultados fueron similares a los obtenidos por SEM (dimensión 
fractal entre 1D y 2D), ya que la superficie interna presenta una mayor rugosidad. Los valores 
obtenidos entre cada una de las fases están lejos el uno del otro, ya que con la dimensión fractal 
en AFM, no solo la superficie sino también el volumen de la cantidad de materia presente en las 
superficies de las muestras se analiza hasta unas pocas micras de profundidad. Según la Figura 
4-6, los cascarones Spheroolithus (Sph S1 and S2) muestran una mayor rugosidad (dimensión 
fractal 3D cercana a 3) comparada con los cascarones de la familia Lambeosaurinae (Lmb) y 
Prismatoolithus (Prsm), y finalmente el ootaxon no identificado (NI), presenta una baja rugosidad 
en la superficie externa y disminuye aún más en la superficie interna.  
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Figura 4-6. Dimensión fractal 3D a partir de imágenes de AFM de los cascarones de dinosaurio. Sph S1. 
Spheroolithus muestra 1; Lmb. Lambeosaurinae; Sph S2. Spheroolithus muestra 2; Prsm. Prismatoolithus; NI. 
Ootaxon no identificado. Los valores de la dimensión fractal (D) se encuentran entre 2.25 y 2.5, respectivamente 
(ver tabla 4-3 del anexo 4.1) 
 
Los datos de la rugosidad se pueden confirmar con los perfiles obtenidos de las topografías 
tomadas por AFM, donde se puede ver que la superficie interna presenta una mayor rugosidad 
reflejada en la variedad del tamaño de las estructura observadas (Figura 4-7 y 4-8, sección SI1), 
mientras que la externa, presenta grandes estructuras que dan una apariencia casi lisa a la 
superficie (Figura 4-7 y 4-8, sección SE1), lo que indica que la formación de estructuras fue un 
poco más ordenada y lenta, permitiendo una baja variación del tamaño de las estructuras 
presentes en la superficie. Este comportamiento podría observarse en los perfiles verticales y 
horizontales (Figura 4-7 y 4-8, sección 2) realizados en las dos superficies de cada cascarón 
(para las otras especies, ver anexo 1). Además, del cascarón Lambeosaurinae (Figura 4-22, 
anexo 4.1), fue posible capturar la topografía de un poro con un diámetro de aproximadamente 
3.5 µm. 
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Figura 4-7. Topografías y perfiles del tamaño de poro en las superficies del cascarón de huevo del Spheroolithus 
muestra 1. SE. Superficie externa; SI. Superficie interna; 1. Imagen de AFM; 2. Perfiles de las estructuras 
superficiales; A. Perfil correspondiente al eje X; B. Perfil correspondiente al eje Y  
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Figura 4-8. Topografías y perfiles del tamaño de poro en las superficies del cascarón de huevo del Prismatoolithus. 
SE. Superficie externa; SI. Superficie interna; 1. Imagen de AFM; 2. Perfiles de las estructuras superficiales; A. 
Perfil correspondiente al eje X; B. Perfil correspondiente al eje Y  
 
Finalmente, la rugosidad se confirmó calculando el área de superficie de cada cascarón (Figura 
4-9), indicando que la superficie interna es más rugosa, presentando una relación con el tamaño 
de los poros determinado por las imágenes de SEM, que cuanto mayor sea el diámetro del poro, 
menor es la rugosidad presentada en la superficie. Por lo tanto, es posible que la relación entre 
el área superficial y la dimensión fractal sean directamente proporcional (Figura 4-10). 
 
Tabla 4-1. Área superficial y rugosidad media de los cascarones de huevo de dinosaurio, basado en imágenes de 
AFM 

Cascarón de huevo Rugosidad Externa - µm2 
(Rugosidad Media (Sa) - nm) 

Rugosidad Interna - µm2 
(Rugosidad Media (Sa) - nm) 

Spheroolithus M1 143.4 (386.7) 152.2 (204.5) 
Lambeosaurinae 109.7 (79) 112.0 (178.0) 
Spheroolithus M2 133.6 (357.7) 145.4 (230.4) 
Prismatoolithus 135.8 (386.9) 137.3 (278.3) 
No Identificado 130.2 (203.8) 139.4 (319.2) 
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Figura 4-9. Área superficial basada de imágenes AFM de los cascarones de huevo de dinosaurio. Sph S1. 
Spheroolithus muestra 1; Lmb. Lambeosaurinae; Sph S2. Spheroolithus muestra 2; Prsm. Prismatoolithus; NI. 
Ootaxon no identificado. Los datos tabulados están en la Tabla 4-3 del anexo 4.1 
 

 
Figura 4-10. Correlación entre la dimensión fractal y el área superficial de los cascarones de huevo de dinosaurio. 
E. Superficie externa; I. Superficie interna; Sph S1. Spheroolithus muestra 1; Lmb. Lambeosaurinae; Sph S2. 
Spheroolithus muestra 2; Prsm. Prismatoolithus; NI. Ootaxon no identificado 
 
4.3.3 Identificación del tamaño y morfología de los poros en cascarones de huevo de 
dinosaurio y especies actuales 
 
Los resultados anteriores, se tomaron como un indicativo de que las estructuras y los poros 
presentados en la superficie interna de los cascarones son más pequeños, pero cuando se 
encuentran en abundancia, la rugosidad aumenta. Esta conclusión se corroboró mediante el 
análisis de la distribución de los poros utilizando las imágenes binarias obtenidas de SEM, las 
cuales se analizaron utilizando el software ImageJ. A partir de estas imágenes, se determinó el 
diámetro de los poros, de los cuales para el cascarón Spheroolithus muestra 1 (Figura 4-11, 
negro), presentó en la superficie externa poros con un diámetro entre 1.1-1.3 µm (Figura 4-11, 
1A), mientras que, en la superficie interna, el tamaño de los poros fue más pequeño con valores 
aproximadamente de 1µm (Figura 4-11, 1B). Resultados similares fueron obtenidos de los 
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cascarones de la familia Lambeosaurinae (Figura 4-11, rojo) y Spheroolithus muestra 2 (Figura 
4-11, azul), con la diferencia de que el último, presenta poros más grandes en la superficie externa 
comparados con las otras dos especies. Mientras que, Prismatoolithus (Figura 4-11, verde) y el 
ootaxon no identificado (Figura 4-11, purpura), presentaron valores de aproximadamente 1-2 µm 
y 1.3-1.8 µm para la superficie externa y de 1.8-2.2 µm y 1.2-1.5 µm para la superficie interna, 
respectivamente, siendo estos los de mayor diámetro.  
 

 
Figura 4-11. Distribución de los poros usando ImageJ de los cascarones de huevo de dinosaurio en estudio. E. 
Superficie externa; I. Superficie interna; 1. Spheroolithus muestra 1 (negro); 2. Lambeosaurinae (rojo); 3. 
Spheroolithus muestra 2 (azul); 4. Prismatoolithus (verde); 5. Ootaxon no identificado (púrpura). 
 
Estos valores, comparados con los reportados por Carpenter (Tabla 4-2),25 son consistentes a 
pesar de los procesos de fosilización a los que fueron sometidos los cascarones de huevo,26,27 
como la recristalización de carbonatos de calcio pedogénicos28 o fluidos hidrotermales 
provocados principalmente por vulcanismo,29 que indujeron la formación de estructuras 
irregulares no propias del cascaron de huevo que se adhirieron a las superficies, provocando una 
deformación de las microestructuras de los cascarones de huevo (agregados cristalinos) lo que 
dificulta la visibilidad de los poros o la cobertura total de los mismos. Este mismo hecho, provoca 
que el valor de la rugosidad aumente, lo que, a su vez, incrementa el área superficial de ambas 
superficies de los cascarones de huevo. 
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Tabla 4-2. Distribución de los poros presentes en cascarones de huevo de dinosaurio.25 

Nombre del poro Tamaño del canal (mm) Abundancia (mm2) Intercambio Ambiente 
Angusticanaliculato 0.01-0.1 3-20/100 Bajo Seco 

Tubocanaliculato 0.5-0.2 400-500/100 Alto 
Enterrado en 
montículos 
húmedos 

Multicanaliculato 0.1-0.3 600-1000/100 Alto Montículos 
húmedos 

Prolatocanaliculato 0.05-1 30-150/100 Moderado Variado 
Rimocanaliculato 0.01-0.03 Indefinido Indefinido Seco 

Obliquicanaliculato Indefinido Indefinido Indefinido Indefinido 
 
En adición, la morfología de los poros de cada uno de los cascarones de huevo en estudio fue 
observados, los cuales están relacionados con el tamaño del poro determinado en la Figura 4-6. 
La Figura 4-12A correspondiente al Spheroolithus muestra 1, presenta un poro con un diámetro 
de aproximadamente 200 µm, con una cavidad más ancha en la superficie externa, que en la 
superficie interna. En el cascarón de huevo de la familia Lambeosaurinae (Figura 4-12B), que, a 
pesar de presentar un diámetro un poco más angosto, presenta una morfología similar a la 
observada en el cascarón de huevo Spheroolithus muestra 1, y siguiendo la teoría de Carpenter, 
el tipo de poro apropiado para estas dos muestras es el tubocanaliculato (Figura 4-13B) con un 
tamaño de canal de 0.5-0.2 mm. Además, Spheroolithus muestra 2, el cual pertenece a la familia 
Hadrosauridae al igual que las dos especies anteriores, presenta una diferencia en la morfología 
y el tamaño del poro (Figura 4-12C). En este caso, el poro presenta un diámetro de 
aproximadamente 100 µm, el cual corresponde al poro multicanaliculato (Figura 4-13C), con un 
canal de tamaño de 0.1-0.3 mm. Ambos poros, el tubocanaliculato y multicanaliculato muestran 
un alto intercambio con el medio ambiente debido a las condiciones en las que los huevos fueron 
depositados, el cual podría ser un ambiente húmedo. Por otro lado, otro tipo de poro es observado 
en el cascarón de huevo Prismatoolithus y en el ootaxon no identificado (Figura 4-12D y 4-12E), 
donde el poro que se observa es el prolatocanaliculato (Figura 4-13D), el cual se caracteriza por 
poseer un diámetro y una morfología variable, así como el ambiente en el que depositaron los 
cascarones de huevo. 
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Figura 4-12. Morfología de los poros de los cascarones de huevo de dinosaurio bajo estudio y de las especies 
filogenéticamente relacionados. A. Spheroolithus muestra 1; B. Lambeosaurinae; C. Spheroolithus muestra 2; D. 
Prismatoolithus; E. Ootaxon no identificado; F. Avestruz; G. Emú; H. Cocodrilo. 
 
Subsecuentemente, los poros de los cascarones de huevo de las especies actuales como el 
avestruz, emú y cocodrilo (Figura 4-12F, 4-12G y 4-12H) fueron determinados con el objetivo de 
observar la variabilidad de los poros en otras especies relacionadas filogenéticamente. En el caso 
del avestruz y emú (Figura 4-12F y 4-12G), especies que corresponden a la misma clase, del 
superorden Palaeognathae, presentan poros con diferente morfología. Este resultado puede ser 
evidencia de que la morfología de los poros no está relacionada con las especies del mismo 
orden. Al mismo tiempo, el avestruz y cocodrilo (Figura 4-12F y 4-12H) presentaron similitud en 
la forma con el poro observado en los cascarones de huevo Spheroolithus muestra 1 y 
Lambeosaurinae. Por otro lado, el poro observado en el cascarón de huevo de emú corresponde 
al rimocanaliculato (Figura 4-13E), el cual se caracteriza por presentar una forma de embudo con 
un diámetro externo mayor que el diámetro interno. Este tipo de poro es adecuado para 
deposiciones en ambientes secos. 
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Figura 4-13. Diseño de los poros presentes en cascarones de huevo de dinosaurio. A. Angusticanaliculato; B. 
Tubocanaliculato; C. Multicanaliculato; D. Prolatocanaliculato; E. Rimocanaliculato; F. Obliquicanaliculato.25 
 
4.4 CONCLUSIONES 
 
La correlación de la información obtenida entre las dos técnicas (SEM y AFM) usando el análisis 
de la dimensión fractal mediante el método de conteo de cajas, permitió determinar la morfología 
de las estructuras presentes en las superficies, así como el tamaño de los poros desde las 
imágenes binarias (zonas negras) y la morfología de los poros desde las imágenes de la sección 
transversal. Además, se identificó que los poros de la superficie interna de los cascarones de 
huevo presentan diámetros pequeños, favoreciendo la formación de pequeñas estructuras, y, por 
lo tanto, otorgando una mayor rugosidad y superficie de área, evidenciando la relación entre la 
dimensión fractal (1D y 2D) y el área superficial. 
 
Estos análisis fueron desarrollados con el propósito de obtener información acerca de la 
distribución de los poros y la rugosidad de los cascarones de huevo de dinosaurios, contribuyendo 
a la investigación enfocada en el i de superficies que presentan cierto grado de rugosidad y 
fractalidad en diferentes materiales. Además, identificar la superficie interna y externa de 
cascarones de huevos fosilizados, usando métodos que están disponibles a toda la sociedad 
científica, podría ser una gran contribución al área paleontológica, principalmente porque esta 
metodología podría ser aplicada a imágenes que son fáciles de obtener, como las imágenes 
ópticas. 
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4.5 ANEXOS 
 

ANEXO 4.1 
Determinación de la rugosidad y el tamaño del poro mediante SEM y AFM 

 
El área superficial y la rugosidad fueron determinados mediante la dimensión fractal en ambas 
superficies de los cascarones de huevo usando imágenes de SEM y AFM, respectivamente. 
Además, el tamaño de los poros fue determinado con imágenes de SEM usando ImageJ y Digital 
Micrograph Software. 
 
Tabla 4-3. Dimensión fractal de las superficies de los cascarones de huevo de dinosaurio usando imágenes binarias 
de SEM e imágenes de AFM 

 Imágenes SEM Imágenes AFM 
Cascarón de Dinosaurio SE SI SE SI 

Spheroolithus muestra 1 (I) 1.8136 1.8452 2.273 2.479 
Lambeosaurinae (II) 1.6947 1.7827 2.251 2.398 

Spheroolithus muestra 2 (III) 1.8009 1.8052 2.366 2.477 
Prismatoolithus (IV) 1.8622 1.8674 2.260 2.448 

Ootacon no identificado (V) 1.8391 1.8521 2.310 2.381 
 

 

 

 
Figura 4-14. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los poros de la superficie 
externa del cascarón de huevo de la familia Lambeosaurinae. A. Perfil A; B. Perfil B 
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Figura 4-15. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los poros de la superficie 
interna del cascarón de huevo de la familia Lambeosaurinae. A. Perfil A; B. Perfil B 
 

 

 

 
Figura 4-16. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los poros de la superficie 
externa del cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 2. A. Perfil A; B. Perfil B 
 

 

 

 
Figura 4-17. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño de los poros de la superficie interna del 
cascarón de huevo del Spheroolithus muestra 2. A. Perfil A; B. Perfil B 
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Figura 4-18. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los poros de la superficie 
externa del cascarón de huevo del Prismatoolithus. A. Perfil A; B. Perfil B  
 

 

 

 
Figura 4-19. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los poros de la superficie 
interna del cascarón de huevo del Prismatoolithus. A. Perfil A; B. Perfil B 
 

 

 

 
Figura 4-20. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los poros de la superficie 
externa del cascarón de huevo del ootaxon no identificado. A. Perfil A; B. Perfil B 
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Figura 4-21. Imagen de SEM y perfil de rugosidad indicando el tamaño aproximado de los poros de la superficie 
interna del cascarón de huevo del ootaxon no identificado. A. Perfil A; B. Perfil B 

 

  

  
Figura 4-22. Topografías y perfiles del tamaño de poro en las superficies del cascarón de huevo de la familia 
Lambeosaurinae. SE. Superficie externa; SI. Superficie interna; 1. Imagen de AFM; 2. Perfiles de las estructuras 
superficiales; A. Perfil correspondiente al eje X; B. Perfil correspondiente al eje Y  
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Figura 4-23. Topografías y perfiles del tamaño de poro en las superficies del cascarón de huevo del Spheroolithus 
muestra 2. SE. Superficie externa; SI. Superficie interna; 1. Imagen de AFM; 2. Perfiles de las estructuras 
superficiales; A. Perfil correspondiente al eje X; B. Perfil correspondiente al eje Y  
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Figura 4-24. Topografías y perfiles del tamaño de poro en las superficies del cascaron de huevo del ootaxon no 
identificado. SE. Superficie externa; SI. Superficie interna; 1. Imagen de AFM; 2. Perfiles de las estructuras 
superficiales; A. Perfil correspondiente al eje X; B. Perfil correspondiente al eje Y  
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Capítulo 5. 
 
 
 
Relación Bioquímica de los Cascarones de Aves y Reptiles con 
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5.1 INTRODUCCIÓN 
 
La biomineralización del huevo es un proceso controlado por proteínas que conforman la matriz 
orgánica. Este proceso se lleva a cabo en el útero, en medio del fluido uterino libre de células y 
rico en minerales y proteínas necesarios para la formación del cascarón.1,2 En el fluido uterino, 
se han determinado más de 50 proteínas que desarrollan diferentes funciones como formación 
de proteoglicano, proteínas chaperonas, proteasas, antibacterianas y mineralización.3 Además, 
en el cascarón de huevo, la matriz orgánica se compone de 70% proteínas y 11% de 
proteoglicanos y polisacáridos.4  
 
Las proteínas se dividen en tres grupos: 1) proteínas ubicuas; 2) proteínas de la clara de huevo; 
3) proteínas específicas del cascarón. Las proteínas ubicuas se encuentran en tejidos como 
colágeno tipo X, osteopontina y clusterina. Las proteínas de la clara de huevo, como su nombre 
lo indica, se encuentran en la clara de huevo y en el cascarón como albúmina, ovotransferrina y 
lisozima. Y las proteínas específicas del cascarón, son las implicadas en el proceso de 
biomineralización y se encuentran principalmente en la fase mineral del cascarón.5,6 Estas 
proteínas se distinguen por poseer un dominio tipo lectina tipo C (CTLD, por sus siglas en inglés), 
similar al dominio que poseen las lectinas tipo C, las cuales, a su vez, son similares a lectinas 
dependientes de calcio.7 
 
Las CTLD, son proteínas que contienen aproximadamente de 110 a 140 aminoácidos.8,9 Estas 
proteínas están relacionadas con la formación cristalina del cascarón y su función se puede 
determinar gracias al uso de herramientas computacionales que han permitido predecir dicha 
función a partir de su historia o información evolutiva.10,11 La relación evolutiva presente entre uno 
o varios grupos de proteínas depende del ancestro común del que provengan. Si provienen de 
un mismo ancestro común, estás proteínas se les denomina homólogas, pero a su vez, se dividen 
en parálogas y ortólogas. Las parálogas son las que se producen por duplicación genética y 
presentan diferencias en sus funciones bioquímicas, mientras que las ortólogas están separadas 
por eventos de especiación y presentan funciones bioquímicas similares.12-14 
 
Existen varios métodos para identificar homologías utilizando como criterios diferentes servidores 
y algoritmos. Un ejemplo es el servidor BLAST, que contiene varios algoritmos para la búsqueda 
de proteínas en función a las necesidades. QuickBLASTP la cual es una versión acelerada de 
BLASTP que es muy rápida y funciona mejor si el porcentaje de identidad objetivo es 50% o más. 
BLASTP simplemente compara una consulta de proteínas con una base de datos de proteínas. 
PSI-BLAST permite al usuario construir una PSSM (matriz de puntuación específica de la 
posición) utilizando los resultados de la primera ejecución de BLASTP. PHI-BLAST realiza la 
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búsqueda, pero limita las alineaciones a aquellas que coinciden con un patrón en la consulta. 
DELTA-BLAST construye un PSSM utilizando los resultados de una búsqueda en la base de 
datos de dominios conservados y busca en una base de datos de secuencia.15,16 En el caso de 
requerir una búsqueda de homólogos para un análisis filogenético de familias de genes, suelen 
emplearse QuickBLASTP (>50% identidad, >50% cobertura) si son secuencias muy conservadas 
y BLASTP (20% identidad, 20 cobertura) si son pocos conservadas. PSI-BLAST, PHI-BLAST, 
DELTA-BLAST son búsquedas más restrictivas o informativas con búsquedas de puntuación 
específica, patrones de consultas o dominios, lo que puede conllevar al aumento en el número 
de secuencias a analizar, y la mayoría no están relacionadas a las familias de genes. 15,16 
 
Para identificar las relaciones evolutivas entre las proteínas o genes es necesario analizar la 
filogenia mediante la construcción de un árbol filogenético que ilustra las relaciones que se 
conservan entre las secuencias a analizar. La construcción de un árbol se lleva a cabo mediante 
cuatro pasos: 1) Identificación y alineación de las secuencias; 2) Estimación del árbol a partir de 
las secuencias; 3) Construcción del árbol; 4) Evaluación del árbol. En un árbol filogenético, las 
especies se encuentran ramificadas y unidos por nodos o puntos de ramificación, los cuales 
indican la divergencia entre cada especie o el ancestro común más reciente de las especies que 
descienden de esa ramificación. Entre más relacionadas estén dos especies entres sí, tendrán 
un ancestro común más reciente (Figura 5-1).17,18 
 

 
Figura 5-1. Ejemplo de un árbol filogenético. Se puede observar los puntos de ramificación (puntos cafés) obtenidos 
por duplicación génica o especiación, y el ancestro común de las secuencias (punto morado) 
 
Por lo tanto, este capítulo está enfocado en el estudio de las proteínas intraminerales de 
cascarones de huevo de especies actuales como avestruz, emú, y cocodrilo, y la posible relación 
que presentan con las proteínas de otras especies mediante la construcción de un árbol 
filogenético. 
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5.2 METODOLOGÍA 
 
5.2.1 Proteínas intraminerales 
 
5.2.1.1 Aislamiento de proteínas intraminerales 
 
Los cascarones de avestruz, emú y cocodrilo se lavaron con una solución de EDTA al 5% (ácido 
etilendiaminotetraacético) por 45 minutos con el objetivo de eliminar la membrana orgánica e 
impurezas presente en las muestras. Posteriormente, se lavaron con agua Milli-Q y se secaron al 
ambiente.  Una vez los cascarones estuviesen limpios y secos, se trituraron hasta obtener un 
tamaño de partícula similar al del polvo fino, el cual se disolvió en una solución de ácido acético 
(AcOH) al 10% en una relación 20 mL de ácido acético por 1 g de huevo y se dejan en agitación 
por 72 h a 4ºC. Pasado el tiempo, las muestras se colocaron a una temperatura de -30ºC durante 
12 h, para realizar el proceso de crioconcentración, siguiendo los pasos de Virgen-Ortiz, et al.19 
Por último, la solución se concentró durante 30 min, a 6000 rpm, en 4ºC, mediante el uso de una 
centrifuga LISA Centrifuge AFI-C200R, y una membrana de corte molecular de 3 kDa y 10 kDa. 
El concentrado es separado para la posterior purificación de las proteínas.  
 
5.2.1.2 Purificación de proteínas intraminerales 
 
La separación y purificación de las proteínas se llevó a cabo mediante cromatografía líquida. 
Como primera instancia, se empleó cromatografía de fase reversa, la cual permite la separación 
de moléculas de acuerdo con su polaridad. Para este ensayo, se utilizó cromatografía líquida ultra 
rápida (UPLC, por sus siglas en inglés) utilizando un equipo UPLC Shimadzu Liquid 
Chromatograph LC-20AT, empleando una columna de fase reserva Júpiter C18 (250 mm x 10 
mm) y un volumen de muestra de 1 mL. La fase móvil fue TFA al 0.1% en acetonitrilo (ACN, grado 
HPLC) con un gradiente lineal de 0-100% en 60 minutos, a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min.  
 
En segunda instancia se utilizó cromatografía de exclusión molecular, la cual consiste en la 
separación de proteínas de acuerdo con su peso molecular. El método consiste en el uso de una 
resina con poros de diferentes tamaños a través de los cuales las proteínas se difunden a una 
velocidad directamente proporcional a su tamaño. Para este ensayo, se empleó la cromatografía 
líquida de proteínas de alta velocidad (FPLC – fast protein liquid chromatography) en un AKTA 
PURE, con una columna de filtración en gel Superdex 75 Increase 10/300 GL, y un volumen de 
muestra de 1 mL. La velocidad de flujo fue 0.5 mL/min y 0.3 mL/min en 1.5 VC (volúmenes de 
columna), empleando como fase móvil diferentes buffers como Tris-HCl 50 mM pH 8.0, 
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bicarbonato 50 mM pH 7.8, fosfatos 10 mM pH 7.55, acetato de amonio 100 mM pH 5.0 + 1.0 M 
guanidina, y Citratos 50 mM pH 3.6.  
 
Como tercera instancia, se llevó a cabo cromatografía de intercambio iónico, la cual se basa en 
la separación de proteínas de acuerdo con la carga de su superficie Este método consiste en las 
interacciones iónicas entre los grupos polares cargados de la superficie de las proteínas y la 
resina de la columna a utilizar. El método empleado fue intercambio catiónico utilizando una 
columna HiTrap SP HP de 1 mL en un AKTA PURE, con un volumen de muestra de 1 mL, y una 
velocidad de flujo de 1 mL/min, en gradiente lineal de 0-100% en 30 minutos. Las fases móviles 
fueron: Buffer A: citratos 50 mM pH 3.6; Buffer B: citratos 50 mM pH 3.6 + 1.0 M NaOH.  
 
5.2.1.3 Identificación de las proteínas intraminerales 
 
La identificación de las proteínas se realizó mediante electroforesis desnaturalizante en gel de 
poliacrilamida (SDS-PAGE – sodiumdodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), 
mediante la determinación de bandas o patrones característicos de las proteínas obtenidas de la 
separación. Los geles se corrieron en un sistema de separación vertical Mini-PROTEAN 3 
(Biorad), con placas de vidrio de 0.75 mm de grosor, 10 cm de altura, y, 7 cm de ancho. Las 
muestras se incubaron con el tampón de carga en una relación 2:1 muestra/buffer durante 8 min 
a 90ºC (ver tabla 2), y se utilizó una intensidad de 30 V por 30 min (hasta que las bandas toquen 
el gel separador), luego 120 V por 1 h 45 min. La tinción de los geles se realizó con azul de 
Coomasie R-250 al 0.5% (p/V) en ácido acético:metanol:H2O (1:4:5) a temperatura ambiente 
durante 1 h min, y posteriormente, se llevó a cabo la decoloración de los geles, utilizando una 
solución de decoloración por 30 min. Finalmente, los geles se dejan en agua Millil-Q durante 12 
h. 
 
5.2.1.4 Determinación del peso molecular 
 
La espectrometría de masas se llevó a cabo para determinar el peso molecular de las proteínas 
aisladas, mediante el uso de un espectrómetro Buker Esquire, utilizando la técnica MALDI-TOF 
(Matriz-Assisted Lase Desorption/Ionization) con una matriz 1:1 de ácido sinapinico (SA) y ácido 
2,5-dihidroxibenzoico (DHB), permitiendo la ionización de las de la matriz y de la proteína 
mediante la irradiación de un láser. Una vez ionizadas las moléculas, la separación se lleva cabo 
en función la relación masa/carga. 
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5.2.1.5 Análisis mediante Dispersión de Luz Dinámica (DLS) 
 
El radio hidrodinámico (Rh) y la polidispersidad (pureza) de las proteínas, se determinó mediante 
el uso de un DLS Malvern Nano S Zetasizer con un láser NIBS (Non Invasive Back Scattering) de 
longitud de onda de 633 nm a 25ºC, con un controlador de temperatura Peltier, utilizando una 
celda de cuarzo ZEN2112 con un volumen de muestra de 60 µL. Las muestras se filtraron 
utilizando un filtro de tamaño de poro 0.02 µL, y se realizaron mediciones por triplicado. 
 
5.2.1.6 Crecimiento de cristales 
 
Los ensayos de cristalización se realizaron utilizando la técnica de gota sedente en placas de 96 
pozos Compact Clover de Jena Biosciences, con el fin de determinar las condiciones adecuadas 
de cristalización, utilizando el Kit de cristalización JBScreen Classic 7 (MPD based) a 4ºC y 18ºC 
(anexo 5.1). 
 
5.2.2 Construcción del árbol filogenético 
 
5.2.2.1 Inferencia evolutiva de las estruthiocalcinas 
 
El análisis preliminar de la distribución filogenética se realizó utilizando la base de datos NCBI 
(National Center for Biotechnology Information) tomando como base la secuencia de aminoácidos 
de la proteína estruthiocalcina-1 (SCA-1) y estruthiocalcina-2 (SCA-2), utilizando el algoritmo 
Quick BLASTP (Accelerated protein-protein Blast) con una matriz Blosum62 y un E-value < 0.05, 
restringiendo la búsqueda al reino animalia y excluyendo a mamíferos. La selección de las 
secuencias se hizo manualmente para evitar la repetición de secuencias y la parcialidad de las 
mismas. Para concluir el curado, se utilizó el servidor Isolectric Point Calculator, identificando la 
relación del punto isoeléctrico (PI) con el peso molecular (PM), confirmando la selección de las 
proteínas a utilizar. 
 
5.2.2.2 Identificación de los residuos evolutivamente conservados y construcción del árbol 
filogenético 
 
La identificación se realizó en las proteínas identificadas anteriormente, realizando primeramente 
un análisis SDT (Sequence Demarcation Tool versión 1.2) utilizando el método de Muscle. 
Posteriormente, el marcaje y la identifación de la secuencia conservada de cada orden 
identificado se desarrolló usando el servidor Clustal Omega.20 Finalmente, la construcción del 
árbol se llevó a cabo utilizando el software MEGAX, mediante el método de MUSCLE, para la 
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identificación del mejor modelo evolutivo. Los árboles iniciales para la búsqueda heurística se 
obtuvieron automáticamente aplicando algoritmos Neighbour-Join y BionNJ a una matriz de 
distancias por pares estimadas utilizando el modelo JTT, y luego, se selecciona la topología con 
el mayor valor de probabilidad logarítmico. 
 
5.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.3.1 Aislamiento de proteínas intraminerales presentes en los cascarones de huevo de 

avestruz, emú y cocodrilo 
 
Como materia de partida se utilizó cascarón de huevo de avestruz, el cual posee las proteínas 
SCA-1 y SCA-2. Se tomaron 200 g de cascarón de huevo triturado y se disolvieron en 4.0 L de 
AcOH 10%, el cual se adiciona poco a poco para evitar la formación de espuma no controlada 
obtenida por la formación de CO2 gaseoso, provocando la pérdida de la muestra. La solución que 
contiene el cascarón de huevo se deja en agitación por 72 h a 4ºC hasta que no se observe más 
la efervescencia. Posteriormente, el extracto se filtró dos veces utilizando un sistema tipo embudo 
Büchner con un filtro Millipore de 0.22 µm y se concentró utilizando la técnica de 
crioconcentración, basada en el uso de las propiedades coligativas del sistema agua-proteína,19 
permitiendo obtener la proteína por su bajo punto de congelación, la cual se dializó mediante el 
uso de una membrana de corte de 3 kDa en ácido acético al 5% por 24 h en agitación constante 
a 4ºC, con el fin de eliminar partículas de pequeño peso molecular y restablecer el equilibrio. 
Finalmente, el extracto se concentró utilizando tubos Millipore con filtro de membrana de 10 kDa 
a 3500 rpm por 15 min a 4ºC, obteniendo una concentración final de 4.5 mg/mL en 5 mL de 
extracto. 
 
De cada paso realizado, se tomó una alícuota para realizar un gel y observar el comportamiento 
de las proteínas, identificando que, durante cada paso previo a la purificación, no se observa 
oligomerización de las proteínas, y se observan las bandas características de las proteínas SCA-
1 y SCA-2 (15.2 kDa y 16.8 kDa, respectivamente). Posteriormente, se continua con el cascarón 
de huevo de emú (150 g de material triturado) y de cocodrilo (5 g de material triturado), utilizando 
la metodología desarrollada con el cascarón de huevo de avestruz, obteniendo una concentración 
de 3.8 mg/mL en un volumen final de 4.0 mL para la muestra de emú (DCA-1: 16.3 kDa y DCA-
2: 16.6 kDa), y de 3.3 mg/mL en un volumen de 3.5 mL para la muestra de cocodrilo (CCA-1 y 
CCA-2), respectivamente.  
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5.3.2 Optimización del método para la purificación de proteínas intraminerales 
 
5.3.2.1 Purificación mediante UPLC 
 
Para la purificación de proteínas, se utilizaron dos tipos de columnas, una de filtración en gel, la 
cual separa las proteínas de acuerdo con el peso molecular, y otra de fase reversa, permitiendo 
la separación en base a la polaridad. La separación por filtración en gel se lleva a cabo por 
difusión, gracias al tamaño de los poros que presenta la resina, por los cuales, las moléculas se 
difunden a una velocidad directamente proporcional a su peso molecular, y la separación por fase 
reversa se ejecuta mediante interacciones hidrofóbicas molécula-resina.   
 
5.3.2.1.1 Proteínas del cascarón de huevo de cocodrilo (CCA-1 y CCA-2) 
 
Una vez identificadas las proteínas del cascarón de huevo del cocodrilo, su purificación se inicia 
con el método de fase reversa con un volumen de inyección de 1.0 mL, permitiendo así la 
separación de cuatro picos (Figura 5-2A), que mediante un gel de electroforesis desnaturalizante 
se observaron dos bandas características de 7 kDa (Figura 5-2B).   
 

  
Figura 5-2. A. Cromatograma correspondiente al cascarón de huevo de cocodrilo. B. Gel de SDS-PAGE al 12% 
de la purificación de las CCA-1 (fracción 2) y CCA-2 (fracción 3) usando fase reversa. El marcador de peso 
molecular corresponde a BLUEstainTM 2 Protein ladder, 5-245 kDa 
 
Una vez obtenidas las proteínas, se analizaron por espectrometría de masas MALDI-TOF con el 
objetivo de determinar el peso molecular de las dos bandas observadas anteriormente. Las 
fracciones 2 y 3 presentaron un peso molecular de 6.9 kDa y 7.0 kDa, respectivamente (Figura 
5-3), y una concentración final de 0.7 mg/mL en 200 µL para la CCA-1 (fracción 2) y 0.3 mg/mL 
en 100 µL para la CCA-2 (fracción 3), con un diámetro hidrodinámico en un buffer de fosfatos 50 
mM pH 7.2 de 0.6 nm para cada una (Figura 5-4). 
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Figura 5-3. Espectros de masa de las proteínas CCA-1 (A) y CCA-2 (B). I.M. Ion molecular 
 

  
Figura 5-4. DLS de las proteínas crococalcina-1 (CCA-1, A) y crococalcina-2 (CCA-2, B). d. Diámetro hidrodinámico  
 
5.3.2.1.2 Cristalización de las proteínas de cascarón de huevo de cocodrilo 
 
La cristalización de las proteínas obtenidas se llevó a cabo de acuerdo con la información 
reportada por Reyes-Grajeda, et al.,21 utilizando el kit JBScreen Classic 7-MPD based CS-107L 
(Figura 17, anexo 1) empleando el método de difusión en fase vapor de gota sedente. La 
concentración de proteína que se utilizó fue de 0.7 mg/mL (en 200 µL) para la CCA-1 y 0.4 mg/mL 
(en 100 µL) para la CCA-2, y se realizó dos ensayos, uno a 4ºC y otro a 18ºC, en una proporción 
1:1 proteína:agente precipitante, para un volumen final de 1 µL.  
 
Una vez transcurrido dos semanas, solo se obtuvieron cristales en los ensayos realizados a 4ºC, 
en las condiciones A3, A6, C6 y D2, respectivamente. Los cristales obtenidos, fueron sumergidos 
en una solución crioprotectora (glicerol 30%) para su difracción, pero los patrones obtenidos 
correspondían a sales inorgánicas y no a monocristales de proteína.  
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Por lo tanto, una vez purificadas las proteínas intraminerales del cascarón de huevo de cocodrilo, 
se continuó con la purificación de las proteínas pertenecientes al cascarón de huevo de emú y 
avestruz, pero en estas muestras no se observó una óptima separación. 
 
5.3.2.2 Purificación mediante FPLC 
 
Una vez realizado el aislamiento de las proteínas SCA, DCA y CCA, mencionado en el inciso 3.1, 
se continuó con su purificación.  
 
5.3.2.2.1 Proteínas de cascarón de huevo de avestruz (SCA-1 y SCA-2) 
 
La purificación de las proteínas inició empleando cromatografía de exclusión molecular utilizando 
una columna Superdex 75 Increase 10/300 GL, un buffer de Citratos 50 mM pH 3.6 y una 
velocidad de flujo de 0.5 mL/min.22 Del cromatograma obtenido (Figura 5-5A), se colectaron 4 
fracciones (tabla 5-1) las cuales se observaron por gel SDS-PAGE (Figura 5-5B), revelando que 
las fracciones 2, 3 y 4 contenían mezcla de las dos proteínas. 
 
Tabla 5-1. Fracciones colectadas de las inyecciones realizadas con citratos 50 mM pH 3.6 con un flujo de 0.5 
mL/min. Las fracciones se colectaron cada 1 mL. Fxn: Fracción; Vol: Volumen inicial de la fracción 

Fxn 1 2 3 4 
Vol (mL) 12.5 13.5 14.5 15.5 

 

  
Figura 5-5. Cromatograma (A) y gel SDS-PAGE al 12% (B) de la separación de las proteínas intraminerales del 
cascarón de huevo de avestruz mediante el método filtración en gel utilizando citratos 50 mM pH 3.6 como fase 
móvil y una velocidad de flujo de 0.5 mL/min. La línea verde indica las fracciones que se tomaron para el gel, las 
cuales se encuentran tabuladas con su respectivo volumen. El marcador de peso molecular corresponde a 
BLUEstainTM 2 Protein ladder, 5-245 kDa 
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Con el fin de separar las dos proteínas observadas anteriormente, se realizó otro ensayo 
cambiando la velocidad de flujo a 0.3 mL/min (Figura 5-6A). De este ensayo, se identificaron dos 
picos los cuales se colectaron y se observaron en SDS-PAGE al 12%, permitiendo identificar por 
separado que la banda 1 corresponde a la SCA-1 (~17 kDa) y la banda 2 a la SCA-2 (~15 kDa) 
(Figura 5-6B).  
 

  
Figura 5-6. Cromatograma (A) y gel SDS-PAGE al 12% (B) de la separación de las proteínas intraminerales del 
cascarón de huevo de avestruz mediante el método filtración en gel utilizando citratos 50 mM pH 3.6 como fase 
móvil y una velocidad de flujo de 0.3 mL/min. Los números indican las fracciones que se tomaron para el gel. El 
marcador de peso molecular corresponde a BLUEstainTM 2 Protein ladder, 5-245 kDa 
 
5.3.2.2.2 Proteínas de cascarón de huevo de emú (DCA-1 y DCA-2) 
 
Una vez purificadas las proteínas SCA del cascarón de huevo avestruz, se continúa con la 
purificación de las proteínas DCA presentes en el casarón de huevo de emú. Para su purificación, 
se realizó un ensayo mediante el método de intercambio catiónico, utilizando una columna 
HiTRAP SP HP. Las fases móviles utilizadas fueron citratos 50 mM pH 3.6 como Buffer A y citratos 
50 mM pH 3.6 + 1.0 M NaCl como Buffer B. En la Figura 5-7A, podemos ver que en el 
cromatograma se observa la obtención de dos picos identificados como 1 y 2, con absorbancias 
pequeñas, y con proteína presente solo en el pico 2, cómo lo evidencia el gel de SDS-PAGE 
(Figura 5-7B). Por lo tanto, se infiere que las proteínas se precipitan dentro de la columna al pH 
empleado, causando un alto porcentaje de perdida de las proteínas de interés. 
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Figura 5-7. Cromatograma (A) y gel SDS-PAGE al 15% (B) de la separación de las proteínas intraminerales del 
cascarón de huevo de emú mediante el método intercambio catiónico utilizando como fase móvil citratos 50 mM 
pH 3.6 como buffer A y citratos 50 mM pH 3.6 + 1.0 M NaOH como buffer B, a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min. 
Los números indican las fracciones que se tomaron para el gel. El marcador de peso molecular corresponde a 
BLUEstainTM 2 Protein ladder, 5-245 kDa 
 
Con el fin de encontrar una mejor metodología para obtener las proteínas a una mayor 
concentración, se realizaron ensayos utilizando el método por filtración en gel con una columna 
Superdex 75 Increase 10/300 GL empleando el buffer de acetato de amonio 100 mM pH 5.0 + 
1.0 M guanidina, a una velocidad de flujo de 0.3 mL/min.23 Del cromatograma obtenido (Figura 
8A), se observaron dos picos los cuales probablemente correspondan a las proteínas de emú 
DCA-1 (16.3 kDa) y DCA-2 (16.6 kDa), respectivamente (Figura 8B). Sin embargo, este resultado 
es necesario corroborarlo mediante la identificación del peso molecular de cada una de las 
fracciones, para confirmar la presencia de una o de las dos proteínas por separado. 
 

  
Figura 8. Cromatograma (A) y gel SDS-PAGE al 12% (B) de la separación de las proteínas intraminerales del 
cascarón de huevo de emú mediante el método filtración en gel utilizando acetato de amonio 100 mM pH 5.0 + 1.0 
M guanidina como fase móvil y una velocidad de flujo de 0.3 mL/min. Los números indican las fracciones que se 
tomaron para el gel. El marcador de peso molecular corresponde a BLUEstainTM 2 Protein ladder, 5-245 kDa 
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5.3.2.2.3 Proteínas de cascarón de huevo de cocodrilo (CCA-1 y CCA-2) 
 
Para la purificación de las proteínas intraminerales del cascarón de huevo de cocodrilo, se utilizó 
el método por filtración en gel implementado en la separación de las proteínas de avestruz y emú. 
Se realizó varios ensayos a diferentes pHs y cuando se utilizaron buffers a pHs ácidos no se 
obtuvieron resultados característicos, así que se decidió utilizar pHs básicos. El primer ensayo 
fue con un buffer de fosfatos 10 mM pH 7.55 (Figura 9A) del cual se obtuvieron dos picos donde 
el pico 1 fue el único que contenía proteína de aproximadamente 14 kDa de peso molecular 
(Figura 9D). Este resultado fue inesperado, ya que del caso anterior (inciso 3.2), el peso molecular 
de las proteínas aisladas fue de 7 kDa para ambos casos. Por lo tanto, se concluye que el 
cascarón de huevo de cocodrilo posee dos proteínas de diferente peso molecular, una de 7 kDa 
y otra de 14 kDa. Por lo tanto, se realizó otro ensayo con un buffer de mayor pH y concentración. 
Así que, se utilizó un buffer de bicarbonatos 50 mM pH 7.8 y el cromatograma obtenido fue similar 
al obtenido con el buffer de Fosfatos (Figura 9B). De este ensayo, se colectaron dos fracciones 
correspondientes a los picos de 3 y 4, obteniendo una proteína de 14 kDa en la fracción 3 (Figura 
9D). Con el propósito de obtener la proteína de 7 kDa, se realizó otro ensayo con Tris-HCl 50 mM 
pH 8.0, y el resultado fue similar al obtenido con fosfatos y bicarbonatos (Figura 9C). Así mismo, 
se realizó el gel de las dos fracciones colectadas y solo se observó una proteína de 14 kDa en la 
fracción 5 (Figura 9D). Por lo tanto, la proteína de 7 kDa no se está obteniendo probablemente 
porque se está quedando retenida en la columna, o que al momento de concentrar las fracciones 
en tubos amicon ultra con membrana de corte de 3 kDa, se esté filtrando y, por ende, pérdida de 
la proteína.  
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Figura 5-9. Cromatogramas (A, B, C) y gel SDS-PAGE al 15% (D) de la separación de las proteínas intraminerales 
del cascarón de huevo de cocodrilo mediante el método filtración en gel utilizando fosfatos 10 mM pH 7.55 (A), 
bicarbonatos 50 mM pH 7.8 (B) y tris-HCl 50 mM pH 8.0 (C) como fase móvil, a una velocidad de flujo de 0.5 
mL/min. Los números indican las fracciones que se tomaron para el gel. El marcador de peso molecular 
corresponde a BLUEstainTM 2 Protein ladder, 5-245 kDa 
 
5.3.3 Estudio bioinformático preliminar de las proteínas intraminerales 
 
Una vez purificadas las proteínas, se llevó a cabo la caracterización de las proteínas presentes 
dentro del mismo reino, con el fin de identificar los grupos funcionales de acuerdo con las 
características estructurales determinadas in silico, y de los homólogos en diferentes organismos, 
con la finalidad de ver la relación filogenética presente en las especies bajo estudio. 
 
5.3.3.1 Inferencia evolutiva de las proteínas estruthiocalcinas 
 
La inferencia evolutiva de las estruthiocalcinas SCA-1 (P83514.1) y SCA-2 (P83515.1) se realizó 
mediante una bioprospección in silico de acuerdo con lo reportado por Kamble, et al.24 Este 
análisis consta de dos pasos: 1) La búsqueda de secuencias homólogas en bases de datos y, 2) 
uso de herramientas bioinformáticas para seleccionar y analizar posibles candidatos. 
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5.3.3.1.1 Búsqueda de secuencias homólogas en bases de datos 
 
La primera etapa de la bioprospección se realizó en el servidor BLAST en la base de datos del 
NCBI tomando como referencia la secuencia de la estruthiocalcina-1 (SCA-1) y esthruthiocalcina-
2 (SCA-2), utilizando el algoritmo Quick BLASTP para obtener secuencias con un porcentaje de 
identidad del 50% o más, y realizando la búsqueda a tres niveles taxonómicos: 1) 
Struthioniformes; 2) aves y 3) animalia, excluyendo a los mamíferos, ya que la característica 
principal de las especies estudiadas en este trabajo es que presentan la ovoposición. 
 
No obstante, la herramienta BLASTP arrojó como resultado más de 5000 secuencias de salida, 
con una amplia variedad de dominios y estructuras que no tienen relación con las 
estruthiocalcinas, por lo que requiere una alta demanda de tiempo para curar datos, y realizar 
este trabajo tomaría meses, y la información que se obtendría podría ser muy ambigua, ya que la 
adición de dominios es muy común en estas proteínas, como lo refleja el análisis de las 
struthioniformes desarrollado a continuación. 
 
La búsqueda de secuencias independiente usando la herramienta QuickBLASTP en el reino 
animalia, excluyendo a los mamíferos, dio como resultado 18 y 88 secuencias altamente idénticas 
a la SCA-1 y SCA-2, respectivamente.  
 
5.3.3.1.2 Uso de herramientas bioinformáticas para seleccionar y analizar posibles 
candidatos 
 
A partir de estos dos resultados, los cuales se combinaron y se descartaron las secuencias que 
eran redundantes y denominadas en el nombre de identificación como “parciales”. 
Posteriormente, las secuencias se sometieron a un alineamiento con la herramienta 
ClustalOmega (ya que, al penalizar los gaps, permite que el alineamiento sea más compacto y 
los aminoácidos conservados son más fáciles de visualizar) con la finalidad de observa la 
presencia de Cys conservadas entre las estruthiocalcinas. Por lo tanto, las proteínas que no 
contenían estas determinantes se eliminaron. Un conjunto final de 40 secuencias se selecciona 
como candidatos para el análisis filogenético. Una vez realizado la selección de las secuencias 
de interés, mediante un gráfico del PI vs PM de las proteínas analizadas previamente, se observa 
una homogénea dispersión (perfil congruente) (Figura 5-10), a excepción de las dos proteínas de 
peso molecular de 38.5 kDa y de 31.5 kDa, debido a la edición que se presenta en el C-Terminal, 
adquiriendo una funcionalidad adicional de acuerdo con el orden al que corresponden, siendo 
Charadriiformes y Anseriformes, respectivamente. 
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Figura 5-10. Gráfico de correlación del PI vs PM de las proteínas obtenidas del quickBLAST tomando como 
referencia la SCA-1 y SCA-2 
 
5.3.3.2 Identificación de las regiones evolutivamente conservadas y construcción del 
árbol filogenético 
 
Una vez identificadas las proteínas de interés, fueron sometidas a un alineamiento pareado 
usando el programa Sequence Demarcation Tool (SDT versión 1.2) mediante el método de 
Muscle (ya que cuando se hace con ClustalW no se aprecia una buena formación de bloques, 
debido a la penalización de los gaps). De esta manera, se observó que aparecen 30 secuencias 
de aves del orden Struthioniformes, Apterygiformes, Anseriformes, Falconiformes, 
Accipitriformes, Charadriiformes, Psittaciformes, y Passeriformes; 7 de tortugas del orden 
Testudines, 1 de cocodrilo del orden Crocodilia, 1 de pez del orden Cyprinodontiformes; y 1 de 
equinoderma Temnopleuroida (Figura 5-11). Las secuencias de la clase reptilia, actinopterygii y 
echinoidea, presentan mayor porcentaje de identidad entre ellas, lo que podría indicar un origen 
ancestral común que se dio en el surgimiento de las aves. A su vez, estas secuencias de 
cocodrilos, pez, erizo y tortugas, que presentan menor porcentaje de identidad con las aves, 
pueden servir como grupo externo para la inferencia evolutiva con MEGA X. 
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Figura 5-11. Alineamiento pareado de las 40 secuencias e identificación de bloques asociados con el porcentaje 
de identidad. El bloque superior corresponde a especies de aves relacionadas con la SCA-2. El bloque del centro 
corresponde a especies del orden Testudines. El bloque inferior corresponde a especies relacionadas con la SCA-
1. P83515.1. Struthio camelus (SCA-2); XP_025926949.1. Apteryx rowi; XP_013801306.1. Apteryx mantelli; 
P84618.2. Rhea americana (RCA-2); P84616.2. Dromaius novaehollandiae (DCA-2); XP_025977246.1. Dromaius 
novaehollandiae; XP_035425211.1. Cygnus atratus; XP_032037982.1. Aythya fuligula; XP_038024161.1. Anas 
platyrhynchos; XP_035169392.1. Oxyura jamaicensis; XP_040394638.1. Cygnus olor; XP_005443542.1. Falco 
cherrug; XP_037244175.1. Falco rusticolus; XP_010564359.1. Haliaeetus leucocephalus; XP_029872161.1. Aquila 
chrysaetos chrysaetos; XP_014817435.1. Calidris pugnax; XP_026512179.1. Terrapene carolina triunguis; 
XP_023966471.1. Chrysemys picta bellii; XP_039376632.1. Mauremys reevesii; XP_039376633.1. Mauremys 
reevesii; XP_037745434.1. Chelonia mydas; XP_034619350.1. Trachemys scripta elegans; XP_042716842.1. 
Chrysemys picta bellii; P83514.1 Struthio camelus (SCA-1); P84617.2. Rhea americana (RCA-1); P84615.2. 
Dromaius novaehollandiae (DCA-1); XP_032041511.1. Aythya fuligula; XP_038021737.1. Anas platyrhynchos; 
XP_040400689.1. Cygnus olor; XP_035425210.1. Cygnus atratus; XP_035169393.1. Oxyura jamaicensis; 
XP_029871070.1. Aquila chrysaetos chrysaetos; XP_033918754.1. Melopsittacus undulatus; XP_030327925.1. 
Strigops habroptila; XP_041261516.1. Onychostruthus taczanowskii; XP_014746250.1. Sturnus vulgaris; 
XP_030816725.1. Camarhynchus parvulus; XP_019334710.1. Alligator mississippiensis; XP_038144619.1. 
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Cyprinodon tularosa; XP_041484247.1. Lytechinus variegatus. Los códigos se encuentran en orden de 
superior/izquiera a inferior/derecha 
 
En MEGA X, las secuencias se alinearon mediante el método de MUSCLE y se sometieron a la 
búsqueda del mejor modelo evolutivo. El mejor modelo determinado por el BIC score más bajo 
fue el JTT +G +I, pero el valor de +I era cero y el BIC score era prácticamente similar al JTT +G, 
por lo tanto, el árbol se corrió con ese modelo evolutivo.26 
 
La historia evolutiva se infirió utilizando el método de máxima verosimilitud y el modelo en 
matrices JTT.25 En la Figura 5-12, se muestra el árbol con la mayor probabilidad logarítmica (-
7181.81). El porcentaje de árboles en los que los taxones asociados se agruparon se muestra 
junto a las ramas (1000 réplicas). Además, se utilizó una distribución gamma discreta para 
modelar las diferencias de tasa de evolución entre los sitios (2 categorías (+G, parámetro = 
1.6370)). El árbol está dibujado a escala, con las longitudes de las ramas medidas en el número 
de sustituciones por sitio. Este análisis involucró 40 secuencias de aminoácidos. Hubo un total de 
628 posiciones en el conjunto de datos finales.26 
 
Al igual que el resultado SDT, se observa que la división está dada principalmente por la filogenia 
con la SCA-1 (inferior) y SCA-2 (superior), siendo separadas por las secuencias correspondientes 
a tortugas (Testudines – amarillo claro) (Figura 5-12). Del primer grupo de aves, están los órdenes 
Struthioniformes (morado), Apterygiformes (naranja), Anseriformes (verde), Charadriiformes 
(azul), Falconiformes (rosado oscuro), Accipitriformes (rosado claro) y Testudine (amarillo claro). 
De las secuencias presentes en el segundo grupo de aves están los órdenes Accipitriformes 
(rosado claro), Psittacifornes (gris), Passeriformes (morado claro), Struthioniformes (morado 
oscuro) y Anseriformes (verdes). 
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Figura 5-12. Árbol filogenético de las 40 secuencias de proteínas organizadas por el orden de la especie a la que 
corresponden. Secuencias externas: Rojo. Cocodrilia: XP_019334710.1. Alligator mississippiensis. Amarillo 
oscuro. Temnopleuroida: XP_041484247.1. Lytechinus variegatus. Verde grisaseo. Cyprinodontiformes: 
XP_038144619.1. Cyprinodon Tularosa. Secuencias relacionadas a la SCA-2: Morado. Struthioniformes: 
P83515.1. Struthio camelus (SCA-2); XP_025977246.1. Dromaius novaehollandiae; P84616.2. Dromaius 
novaehollandiae (DCA-2); P84618.2. Rhea americana (RCA-2). Naranja. Apterygiformes: XP_013801306.1. 
Apteryx mantelli; XP_025926949.1. Apteryx rowi. Verde. Anseriformes: XP_040394638.1. Cygnus olor; 
XP_035425211.1. Cygnus atratus; XP_035169392.1. Oxyura jamaicensis; XP_038024161.1. Anas platyrhynchos; 
XP_032037982.1. Aythya fuligula. Azul. Charadriiformes: XP_014817435.1. Calidris pugnax. Rosado oscuro. 
Falconiformes: XP_037244175.1. Falco rusticolus; XP_005443542.1. Falco cherrug. Rosado claro. 
Accipitriformes: XP_010564359.1. Haliaeetus leucocephalus; XP_029872161.1. Aquila chrysaetos chrysaetos. 
Amarillo claro. Testudine: XP_042716842.1. Chrysemys picta bellii; XP_034619350.1. Trachemys scripta elegans; 
XP_039376633.1. Mauremys reevesii; XP_039376632.1. Mauremys reevesii; XP_037745434.1. Chelonia mydas; 
XP_023966471.1. Chrysemys picta bellii; XP_026512179.1. Terrapene carolina triunguis. Secuencias relacionas a 
la SCA-1: Rosado claro. Accipitriformes: XP_029871070.1. Aquila chrysaetos chrysaetos. Gris. Psittaciformes: 
XP_030327925.1. Strigops habroptila; XP_033918754.1. Melopsittacus undulatus. Morado claro. Passeriformes: 
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XP_030816725.1. Camarhynchus parvulus; XP_014746250.1. Sturnus vulgaris; XP_041261516.1. Onychostruthus 
taczanowskii. Morado oscuro. Struthioniformes: P84615.2. Dromaius novaehollandiae (DCA-1); P84617.2. Rhea 
americana (RCA-1); P83514.1 Struthio camelus (SCA-1). Verde. Anseriformes: XP_038021737.1. Anas 
platyrhynchos; XP_032041511.1. Aythya fuligula; XP_035169393.1. Oxyura jamaicensis; XP_040400689.1. 
Cygnus olor; XP_035425210.1. Cygnus atratus. Los bootstrap se muestran para una de las ramas 
 
El análisis de las secuencias de los grupos de órdenes obtenidos del árbol filogenético nos 
evidencia la conservación del dominio (cuadro morado) y de las cisteínas características de estos 
grupos de proteínas con dominio lectina tipo-C. De la secuencia de la proteína correspondiente 
al orden Cocodrilia (XP_019224710.1), se observa que presenta similitud con la SCA-1 
(P83514.1), con 7 cisteinas conservadas y una variación en el N-terminal y en el C-terminal de 
aproximadamente 30 aminoácidos (Figura 5-13). Algo similar se observa en el alineamiento de 
las secuencias externas del orden Temnopleurodia (XP_041484247.1, Figura 5-14A) y 
Cyprinodontiformes (XP_038144619.1, Figura 5-14B) con la secuencia de la SCA-2 (P83515.1) 
identificando las cisteínas y los aminoácidos conservados entre ellas, así como la extensión del 
N-terminal (Figura 5-14). El análisis entre estas secuencias de aminoácidos reveló que los 
miembros de cada orden son evolutivamente diferentes, lo que indica que probablemente el gen 
que codifica a la SCA-1 y SCA-2 se haya duplicado. 
 
P83514.1            ----------------------------DKCPKGWLDFRGNCYGYFRYELPWKRAEAWCR  32 
XP_019334710.1      MGTTARLCFCLLGCLALSPWLEGAAPEVESCPRGWLFYRGNCYGLFLQPLPWAEAEAECR  60 
                                                :.**:*** :****** *   *** .*** ** 
 
P83514.1            SIRAGAHLASIHTSEEHRAIAKFISQYHHGEEEEDVWIGLFRWN--SVWAWIDGSKKHYS  90 
XP_019334710.1      SYGPGTHLAWVRSAVESGMLAIHVSQ---RMPAGGVWIGLHRPPQGGGWTWTGDTGFSFS 117 
                    *   *:*** :::: *   :* .:**        .*****.*    . *:* ..:   :* 
 
P83514.1            ALDD-----DDYPKGKHCAVLDESSGFLSWDNDSCGERNAFICKCTA----- 132 
XP_019334710.1      SWEPGEPGRSRPGAGKLCALMWSGTAFLKWKAEHCAAESAFLCQCRQPQCPA 169 
                    : :      .    ** **:: ..:.**.*. : *. ..**:*:*        

Figura 5-13. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden Struthioniformes (P83514.1. SCA-
1) y del orden Cocodrilia (XP_019334710.1. Alligator mississippiensis). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: 
Aminoácidos conservados; Morado: Dominio 
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A 
P83515.1            ----------------------------RERAGCAKGWIPFDGRCYGFFPQ-ELSWRRAE  31 
XP_041484247.1      MEVFAKSCVVVSTLIFIGTFVEVFPYVAGGGCGCSPLWTSYNGHCYRFFNDRNISWIDAE  60 
                                                   .**:  *  ::*:** ** : ::**  ** 
 
P83515.1            GFCQRLGA----------RTHLASIHSEEEHQAIVSMLASSQPYSDSEEEAGEEVWIGLH  81 
XP_041484247.1      LRCRSFSIPCGDLTSTQSIAHLVSVHSQEEMDFLTAMYESL-----RSKRGPSRVWIGLH 115 
                      *: :.            :**.*:**:** : :.:*  *       .:.. ..****** 
 
P83515.1            RPLGRRNWEWSDGTKLDYGSWYRDVFLRRRACVALEDTTDFATWDV-----ELCSD--RK 134 
XP_041484247.1      DKSTENRSEWIDGTAVNFTDWAPGQPNDRNG---FHDCTFFAKWGDYQWNDMACDPENVE 172 
                        ... ** *** ::: .*  .    *..   :.* * **.*.        *.    : 
 
P83515.1            PFICEYRT- 142 
XP_041484247.1      SYICKHPKW 181 
                     :**:: .  
 

B 
P83515.1            ------------------------RERAGCAKGWIPFDGRCYGFFPQELSWRRAEGFCQR  36 
XP_038144619.1      MMRLLFLFALTLPAVTPSHGQEQKLLRGGCPMFWYSFNYRCYKYVSSRMTWGEAELHCVS  60 
                                              *.**   *  *: *** :. ..::* .** .*   
 
P83515.1            LGARTHLASIHSEEEHQAIVSMLASSQPYSDSEEEAGEEVWIGLHRPLGRRNWEWSDGTK  96 
XP_038144619.1      EGA--NLVSIHSQEEHNFVNYLIKNFS-------PTQELTWIGLTDVHKEGAWMWSDGSK 111 
                     **  :*.****:***: :  :: . .        : * .****     .  * ****:* 
 
P83515.1            LDYGSWYRDVFLRR--RACVALEDTTDFATWDVELCSDRKPFICEYRT-- 142 
XP_038144619.1      YTFFNWAEKEPNNVGGDEHCGYTNIHPNFKWNDDQCSKPKPFVCASRLCP 161 
                      : .* ..   .       .  :     .*: : **. ***:*  *    
Figura 5-14. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden Struthioniformes (P83515.1. SCA-
2), del orden Temnopleuroida (A) (XP_041484247.1. Lytechinus variegatus) y del orden Cyprinodontiformes (B) 
(XP_038144619.1. Cyprinodon Tularosa). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; 
Morado: Dominio 
 
El alineamiento de secuencias de las especies de los órdenes Struthioniformes (Figura 5-15) y 
Anseriformes (Figura 5-16) permitió identificar 85 y 77 aminoácidos conservados, respectivamente. Estos 
aminoácidos están resaltados en verde para las cisteínas y en amarillo para los demás residuos. Los 
otros aminoácidos, son sustituidos por residuos que presentan propiedades fisicoquímicas similares, lo 
que es probable que sea una propiedad característica de una especie o de un linaje en específico. De tal 
manera, puede ser que el plegamiento tridimensional esté conservado evolutivamente. Algo similar se 
observó con las demás especies de diferentes órdenes, incluyendo al orden Testudines, correspondientes 
a tortugas (ver Anexo 5.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

128 

P83514.1      ----------DKCPKGWLDFRGNCYGYFRYELPWKRAEAWCRSIRAGAHLASIHTSEEHR 50 
P84615.2      LRPALQGVRASPCPKGWLDFRGNCYGYFRHELPWRKAQAWCRALRDGCHLASIHSAEEHR 60 
P84617.2      -------VRANRCLKGWLDFRGNCYGYFRQELPWRKAEAWCRVVRGGCHLASIHTSEEHR 53 
                        . * *************** ****::*:**** :* *.******::**** 
 
P83514.1      AIAKFISQYHHGEEEEDVWIGLFRWNSVWAWIDGSKKHYSALDDDDYPKGKHCAVLDESS 110 
P84615.2      AIARFVSQCQRGEEEENVWIGLRQLVKLWAWSDGSKMRYSAWDDDEFTKGNYCAALEDSS 120 
P84617.2      AVAKFISQCRRGEEGDDVWIGLYHWNKSWSWIDGSKMHYSAWDDDDFSKGQYCAALEDSS 113 
              *:*:*:** ::*** ::***** :  . *:* **** :*** ***:: **::**.*::** 
 
P83514.1      GFLSWDNDSCGERNAFICKCTA 132 
P84615.2      GFLSWEDDSCGERNAFICKYAA 142 
P84617.2      GFLSWEDDACSERNAFICKCAA 135 
              *****::*:*.******** :* 
Figura 5-15. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden Struthioniformes (P83514.1. SCA-
1; P84615.2. DCA-1; P84617.2. RCA-1). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; 
Morado: Dominio 
 
P83514.1            ------------------------------------------------------------   0 
XP_038021737.1      MGFRVKPSALPHSGAIKAVGRPRPAPAPLPCTPPTQEGRGWDQPAFLCLLGLLSLPSLPG  60 
XP_032041511.1      --------------------------------------MGPAAFLSLCLLGLLSLPSLPG  22 
XP_035169393.1      --------------------------------------MGPATFLGLCLLGFLALPSLPG  22 
XP_040400689.1      --------------------------------------MGPAAFLGLCLLGFLALPSLPG  22 
XP_035425210.1      --------------------------------------MGPAAFLGLCLLGFLALPSLPG  22 
                                                                                 
 
P83514.1            ---DKCPKGWLDFRGNCYGYFRYELPWKRAEAWCRSIRAGAHLASIHTSEEHRAIAKFIS  57 
XP_038021737.1      VQANKCPKGWLDFRGSCYGYFGQELTWRKAEAWCKVIHTGCHLASLHSPEEHAAVARFIA 120 
XP_032041511.1      VQANKCPKGWLDFRGSCYGYFGQELTWRKAEAWCKAIHTGCHLASLHSPEEHTAVARFIA  82 
XP_035169393.1      VQASKCPRGWLDFRGSCYGYFGQELTWKKAEAWCKVIHAGCHLASLHSPEEHTAVARFVA  82 
XP_040400689.1      VQANKCPKGWLDFRGSCYGYFGQELTWRKAEAWCKVIHAGCHLASLHSPEEHTAVARFVA  82 
XP_035425210.1      VQANKCPKGWLDFRGSCYGYFRQELTWRKAEAWCKVIHTGCHLASLHSPEEHTAVARFVA  82 
                       .***:*******.*****  ** *::*****: *::*.****:*: *** *:*:*:: 
 
P83514.1            QYHHGEEEEDVWIGLFRWNSVWAWIDGSKKHYSALDDDDYPKGKHCAVLDESSGFLSWDN 117 
XP_038021737.1      KFQRREEEDNVWIGLHHWNQARVWIDGSKKRYSAWDDDELPKGKYCTVLEGSSGFMSWED 180 
XP_032041511.1      KFQRSEEEDNVWIGLHHWNQARVWIDGSKKRYSAWDDDEFPKGKHCTVLEGSSGFMSWED 142 
XP_035169393.1      KFQRSEEEGNVWIGLHHWNQARVWIDGSKKRYSAWDDDELPKGKYCTVLEGSSGFMSWED 142 
XP_040400689.1      KFQRSEEEDNVWIGLHHWNQAQVWIDGSKKRYSAWDDDEFPRGKYCTVLEGSSGFMSWED 142 
XP_035425210.1      KFQRSEDEDNVWIGLHHRNQAQVWIDGSKKRYSAWDDDEFPRGKYCTVLEGSSGFMSWED 142 
                    :::: *:* :*****.: *.. .*******:*** ***: *:**:*:**: ****:**:: 
 
P83514.1            DSCGERNAFICKCTA 132 
XP_038021737.1      NSCSERNPFVCKYSA 195 
XP_032041511.1      NACSERNPFVCKYSA 157 
XP_035169393.1      NLCSERNPFVCKYSA 157 
XP_040400689.1      NPCSERNPFICKYSA 157 
XP_035425210.1      NPCGERNPFICKYSA 157 
                    : *.*** *:** :* 

Figura 5-16. Alineamiento de las secuencias primarias entre las especies del orden Struthioniformes (P83514.1. 
SCA-1) y del orden Anseriformes (XP_038021737.1. Anas platyrhynchos; XP_032041511.1. Aythya fuligula; 
XP_035169393.1. Oxyura jamaicensis; XP_040400689.1. Cygnus olor; XP_035425210.1. Cygnus atratus). Verde: 
Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio 
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5.4 CONCLUSIONES 
 
La separación y purificación de las proteínas intraminerales presente en cascarones de huevo de 
avestruz, emú y cocodrilo se llevó a cabo utilizando el método de crioconcentración y 
cromatografía de exclusión molecular. Del cascarón de huevo de avestruz se obtuvieron las dos 
proteínas correspondientes a la estruthiocalcina-1 (SCA-1) y estruthiocalcina-2 (SCA-2). Así 
mismo, se obtuvieron las proteínas del cascarón de huevo de emú dromaiocalcina-1 (DCA-1) y 
dromaiocalcina-2 (DCA-2). En el cascarón de huevo de cocodrilo, se logró obtener una sola 
proteína correspondiente a la crococalcina-1 (CCA-1), la cual presenta un peso de 14 kDa 
mediante el FPLC, mientras que por UPLC se obtuvo la proteína de 7 kDa (CCA-2). Los ensayos 
de cristalización que se llevaron a cabo utilizando la CCA-2, no fueron exitosos debido a la baja 
concentración de proteína y a la alta inducción y formación de agregados policristalinos de sales 
inorgánicas presentes en el medio. 
 
Las especies estudiadas, así como las obtenidas mediante el método BLAST, son exclusivas del 
reino animalia y presentaron una alta identidad, con regiones altamente conservadas, lo que 
sugiere que el plegamiento está conservado evolutivamente, y que presentan un origen evolutivo 
en común. 
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5.5 ANEXOS 
 

ANEXO 5.1 
Agentes precipitantes utilizados en la prueba de cristalización 

 

 
Figura 5-17. Agentes precipitantes utilizados en las pruebas de cristalización de las proteínas obtenidas del 
cascarón de huevo de cocodrilo 
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ANEXO 5.2 
Identificación de las regiones conservadas de las secuencias obtenidas mediante 

QuickBLAST 
 
A continuación, se realizó los alineamientos de secuencias de diferentes ordenes, con el fin de 
representar y comparar las estructuras primarias de las proteínas analizadas. 
 
XP_025977246.1      MPEEQPPARPCRAVSPGKQKMGWRTCWGFGLLGGLLLVPLLQGEEEIGCTSGWVPFDGRC  60 
P84616.2            -------------------------------------------EEEIGCTSGWVPFDGRC  17 
P83515.1            -------------------------------------------RERAGCAKGWIPFDGRC  17 
P84618.2            -------------------------------------------DEQEGCASGWVPFDGRC  17 
                                                                *. **:.**:****** 
 
XP_025977246.1      YGFFPQELSWRRAESFCQRLGARTHLVSIHNEEEHQAIISMLASSQPYSDSEEQEANGDV 120 
P84616.2            YGFFPQELSWRRAESFCQRLGARTHLVSIHNEEEHQAIISMLASSQPYSDSEEQEANGDV  77 
P83515.1            YGFFPQELSWRRAEGFCQRLGARTHLASIHSEEEHQAIVSMLASSQPYSDSEEE-AGEEV  76 
P84618.2            FGFFPQELSWRRAEGFCQRLGARTHLASIHSEEEHQAIMSMLASSQPYSESEEEVADEEV  77 
                    :*************.***********.***.*******:**********:***: *. :* 
 
XP_025977246.1      WIGLRLSL-RRLWEWSDGTKLDYGSWYRDVLPRRRACAALEDTAGAVGRSPSTPRLRAAF 179 
P84616.2            WIGLRLSL-RRLWEWSDGTKLDYGSWYRDVLPRRRACAALEDTADFASWDVELCSDRKPF 136 
P83515.1            WIGLHRPLGRRNWEWSDGTKLDYGSWYRDVFLRRRACVALEDTTDFATWDVELCSDRKPF 136 
P84618.2            WIGLHRPMGRRHWEWSDGTKMDYSSWYREGFPRRRACAALEDSTDFASWDTELCSDRKPF 137 
                    ****:  : ** ********:**.****: : *****.****::. .  . .    *  * 
 
XP_025977246.1      TTSGVSRELNTVIVCVSSSLPRAQ 203 
P84616.2            I-------------CAYRT----- 142 
P83515.1            I-------------CEYRT----- 142 
P84618.2            I-------------CEYHV----- 143 
                                  *           

Figura 5-18. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden Struthioniformes: 
XP_025977246.1. Dromaius novaehollandiae; P84616.2. Dromaius novaehollandiae (DCA-2); P83515.1. SCA-2; 
P84618.2. (RCA-2). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio 
 
P83515.1            -----------------------RERAGCAKGWIPFDGRCYGFFPQELSWRRAEGFCQRL  37 
XP_013801306.1      MDWRSYWGLCLLGGLLLAPSLQGEERAGCAKGWFPFDGRCYGFFPQELSWRRAEGFCQRL  60 
XP_025926949.1      MDWRSYWGLCLLGGLLLAPSLQGEERAGCAKGWFPFDGRCYGFFPQELSWRRAEGFCQRL  60 
                                           .*********:************************** 
 
P83515.1            GARTHLASIHSEEEHQAIVSMLASSQPYSDSEE-EAGEEVWIGLHRPLGRRNWEWSDGTK  96 
XP_013801306.1      GARTHLASIHSEEEHQAIISMLASSQPYSDSEEEEADDEVWIGLHRPLGRRNWEWSDGTK 120 
XP_025926949.1      GARTHLASIHSEEEHQAIISMLASSQPYSDSEEEEADDEVWIGLHRPLGRRNWEWSDGTK 120 
                    ******************:************** **.:********************** 
 
P83515.1            LDYGSWYRDVFLRRRACVALEDTTDFATWDVELCSDRKPFICEYRT  142 
XP_013801306.1      MDYGSWYREGFSRRRACAALEDTTDFATWDIELCSDRKPFICEYRI 166 
XP_025926949.1      MDYGSWYREGFSRRRACAALEDTTDFATWDIELCSDRKPFICEYRT 166 
                    :*******: * *****.************:**************  

Figura 5-19. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden Struthioniformes (P83515.1. SCA-
2) y del orden Apterygiformes (XP_013801306.1. Apteryx mantelli; XP_025926949.1. Apteryx rowi). Verde: 
Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio 
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P83515.1            --------------------------RERAGCAKGWIPFDGRCYGFFPQELSWRRAE---  31 
XP_040394638.1      -MPRYAPTA--------PRSPRPSAGQELSDCTPGWVPVSGGCLGFFPWELSWSRAEVRG  51 
XP_035425211.1      MAPMWTPGLWLLGCLLLVPALWGQEL---SDCTPGWVPVSGGCLGFFPWELSWSRAE---  54 
XP_035169392.1      MAPTWTPGLWLLGCLLLVPVLWGQELSELSDCTPGWVPVSGGCLGFFPWELSWSRAE---  57 
XP_038024161.1      MAPTWTPGLWLLGCLLLVPALWGQDLSELSDCSPGWVPVSGGCLGFFPWELSWSRAE---  57 
XP_032037982.1      MAPTWTPGLWLLGCLLLVPALWGQDLSELSDCSPGWVPVSGGCLGFFPWELSWNRAE---  57 
                                                 :.*: **:*..* * **** **** ***    
 
P83515.1            ------------------------------------------------------------  31 
XP_040394638.1      CRARCGRQLGSAALGGRVTASWGHPRTGTLSKGSLPSPDRLPPLWHCCSAPRQSTQGCQA 111 
XP_035425211.1      ------------------------------------------------------------  54 
XP_035169392.1      ------------------------------------------------------------  57 
XP_038024161.1      ------------------------------------------------------------  57 
XP_032037982.1      ------------------------------------------------------------  57 
                                                                                 
 
P83515.1            --------------------------------GFCQRLGARTHLASIHSEEEHQAIVSML  59 
XP_040394638.1      PRVPTSPQPRHCSHRPPPGEVGAGVTLPSLLQAFCRRFGSGTHLASVHSEEELQAVVDLL 171 
XP_035425211.1      --------------------------------AFCRRFGSGTHLASVHSEEELQAVVDLL  82 
XP_035169392.1      --------------------------------AFCRRFGSRTHLASVHSEEELQAVADLL  85 
XP_038024161.1      --------------------------------AFCRRFGSSTHLASVHSEEELQAVADLL  85 
XP_032037982.1      --------------------------------AFCRRFGSRTHLASVHSEEELQAVADLL  85 
                                                    .**:*:*: *****:***** **:..:* 
 
P83515.1            ASSQPYSDSEEEAGEEVWIGLHRPLGRRNWEWSDGTKLDYGSWYRDVFLRRRACVALEDT 119 
XP_040394638.1      FSSRSSDASEEELDEEVWIGLHRPPRSRSWQWSDGTAVAYNSWHRAALSRRRACAALQDS 231 
XP_035425211.1      FSSRSSDASEEELDEEVWIGLHRPPRSRSWQWSDGTAVAYNSWHRAALSRRRACAALQDS 142 
XP_035169392.1      FSH-SGEASEEELDEEVWIGLHRPLRSRSWQWSDGTAVLHNSWHRAAFSRRRACAALQDS 144 
XP_038024161.1      FSR-SGDASEEELDEEVWIGLHRPLRSRSWQWSDGTAVAYNSWHRASFTRRRACAALQDA 144 
XP_032037982.1      FSR-SGDASEEELDEEVWIGLHRPLRSRSWQWSDGTAVAYNSWHRASFTRRRACAALQDA 144 
                     *    . **** .**********   *.*:***** : :.**:*  : *****.**:*: 
 
P83515.1            TDFATWDVELCS---DRKPFICEYRT---------------------------------- 142 
XP_040394638.1      TGEPGTGAPPPAAPPPATPPPCAALTEPRSLVAMAGAVLGWLVHAHTDTCTHMGVLCEHT 291 
XP_035425211.1      TDFTTWEAEACS---DRKPFICKSLS---------------------------------- 165 
XP_035169392.1      TDFTTWEAEACS---DRKPFICKSLS---------------------------------- 167 
XP_038024161.1      TDFTTWEAEACS---DRKPFICKSLS---------------------------------- 167 
XP_032037982.1      TDFTTWEAEACS---DRKPFICKSLS---------------------------------- 167 
                    *.     .   :     .*  *   :                                   
 
P83515.1            ----- 142 
XP_040394638.1      CMLPT 296 
XP_035425211.1      ----- 165 
XP_035169392.1      ----- 167 
XP_038024161.1      ----- 167 
XP_032037982.1      ----- 167 
                          

Figura 5-20. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden Struthioniformes (P83515.1. SCA-
2) y del orden Anseriformes (XP_040394638.1. Cygnus olor; XP_035425211.1. Cygnus atratus; XP_035169392.1. 
Oxyura jamaicensis; XP_038024161.1. Anas platyrhynchos; XP_032037982.1. Aythya fuligula). Verde: Cisteínas 
conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio 
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P83515.1            --------------------------------------------RERAGCAKGWIPFDGR  16 
XP_014817435.1      MGCGGLSTPPSCCRPSPGKGQMGATRTLRLSLLGCLLLTPRLHGQEAAACPSGWVSFEEG  60 
                                                                :* *.* .**: *:   
 
P83515.1            CYGFFPQELSWRRAEGFCQRLGARTHLASIHSEEEHQAIVSMLASSQPYSDSEE-EAGEE  75 
XP_014817435.1      CYGFFPQELSWRRAEAFCRRFGVGTHLASVHSEEEHGAIATMLSSSHPAEGSEEGDKDNG 120 
                    ***************.**:*:*. *****:****** **.:**:**:* ..*** : .:  
 
P83515.1            VWIGLHRPLGRRNWEWSDGTKLDYGSWYRDVF-LRRRACVALEDTTDFATWDVELCSDRK 134 
XP_014817435.1      VWIGLHRPRRSKYWQWSDGSEVDYGSWHQQEHGSRRRVCAALQDSTGYHLHDPSRN--RA 178 
                    ********   : *:****:::*****::: .  ***.*.**:*:*.:   * .    *  
 
P83515.1            P-FICEYRT--------------------------------------------------- 142 
XP_014817435.1      PAYSFGVRAGGQQPERSPGPAYLVPPGTTTKGKDGIPAYSIHGRPHDLPPFRTPGPGCYS 238 
                    * :    *:                                                    
 
P83515.1            ------------------------------------------------------------ 142 
XP_014817435.1      PERAGRLTLPCAPACSLRSRGRQFTTEETPVWGGCHRSLCPQTPGPCGYRLVDANVYKQR 298 
                                                                                 
 
P83515.1            ------------------------------------------------------ 142 
XP_014817435.1      APKYSMAARNYLPGDNTLKPGPGTYTLEQGRQRGQTFGIRHSNYLVPLIVDVLD 352 
                                                                           
Figura 5-21. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden Struthioniformes (P83515.1. SCA-
2) y del orden Charadriiformes (XP_014817435.1. Calidris pugnax). Verde: Cisteinas conservadas; Amarillo: 
Aminoácidos conservados; Morado: Dominio 
 
P83515.1            ----RERAGCAKGWIPFDGRCYGFFPQELSWRRAEGFCQRLGARTHLASIHSEEEHQAIV  56 
XP_037244175.1      MAGGQELAACAWGWVPFNEGCYSFFPRELSWRRAEAFCQRFGTSTHLASVHSAEEHRAIA  60 
XP_005443542.1      MAGGQELAACAWGWVPFNEGCYSFFPRELSWRRAEAFCQRFGTSTHLASVHSAEEHRAIA  60 
                        :* *.** **:**:  **.***:********.****:*: *****:** ***:**. 
 
P83515.1            SMLASSQPYSDSEEE-AGEEVWIGLHRPLGRRNWEWSDGTKLDYGSWYRDVFLRRRACVA 115 
XP_037244175.1      ALLSSSYPGKDSEEEDEDDGIWIGLHRPLGSRRWQWSDSSEVDYGSWHQQPGPRRRACAA 120 
XP_005443542.1      ALLSSSYPGEDSEEEDEDDGIWIGLHRPLGSRRWQWSDSSEVDYGSWHQQPGPRRRACAA 120 
                    ::*:** * .*****  .: :********* *.*:***.:::*****:::   *****.* 
 
P83515.1            LEDTTDFATWDVELCSDRKPFICEYRT 142 
XP_037244175.1      LQDGADFMTWYSDACSERKPFVCKSSA 147 
XP_005443542.1      LQDGADFMTWYSDACSERKPFVCKSSA 147 
                    *:* :** **  : **:****:*:  : 
Figura 5-22. Alineamiento de secuencia primaria entre la secuencia de la especie de orden Struthioniformes 
(P83515.1. SCA-2) y del orden Falconiformes (XP_037244175.1. Falco rusticolus; XP_005443542.1. Falco 
cherrug). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio 
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P83515.1            ------------------------------------------------------------   0 
XP_010564359.1      MA-----PSK-----TQAELPLVPREGGTYHCPTARARHHR-----G----EGAGMSA--  39 
XP_029872161.1      MGPGYVGPVCFGAGMTFRVAHGVPRHPPLPSCPGIKSPRAAAQLPGGSEPAPAAVLSSCG  60 
                                                                                 
 
P83515.1            -----------------------------RERAGCAKGWIPFDGRCYGFFPQELSWRRAE  31 
XP_010564359.1      AGKGQMMGLTRTLSLGLLGCLLLVPWLHGQEPAACAWGWVPFEDGCYGFFPRELSWRRAE  99 
XP_029872161.1      DTVKGQMGPSRTLRLGLLGCLLLVPWLHGQEPAACAWGWVPFEDGCYGFFPRELSWRRAE 120 
                                                 :* *.** **:**:. ******:******** 
 
P83515.1            GFCQRLGARTHLASIHSEEEHQAIVSMLASSQPYSDSEE--EAGEEVWIGLHRPLGRRNW  89 
XP_010564359.1      AFCQRFGMGTHLASVHSVEEHRAIISLLSSSHSSEDSEEEEDWDDGIWIGLHRPLGSRHW 159 
XP_029872161.1      AFCQRFGTGTHLASVHSVEEHRAIIALLSSSHSSEDSEEEEDWDDGIWIGLHRPLGSRHW 180 
                    .****:*  *****:** ***:**:::*:**:  .****  : .: :********* *:* 
 
P83515.1            EWSDGTKLDYGSWYRDVFLRRRACVALEDTTDFATWDVELCSDRKPFICEYRT 142 
XP_010564359.1      QWSDSSEVNYGSWHRQPGPRRRACAALQDAADFMMWYSDTCADRKPFICKSSA 212 
XP_029872161.1      QWSDSSEVNYGSWHRQPSPRRRACAALQDAADFMMWYSDTCADRKPFICKSSA 233 
                    :***.::::****:*:   *****.**:*::**  *  : *:*******:  : 

Figura 5-23. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden Struthioniformes (P83515.1. SCA-
2) y del orden Accipitriformes (XP_010564359.1. Haliaeetus leucocephalus; XP_029872161.1. Aquila chrysaetos 
chrysaetos). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio 
 
P83515.1            ------------------------RERAGCAKGWIPFDGRCYGFFPQELSWRRAEGFCQR  36 
XP_037745434.1      MGPVAYFSLCLLGCLIFSSSLA-GARAPSCPRGWLHFQDDCYRYFPKEATWRRAEAWCQS  59 
XP_042716842.1      MGPVAYFSLCLLGCLIFNPSLE-GAQAGPCPRGWFSFQDECYGYFPEQLSWERAKARCQR  59 
XP_034619350.1      MGPVAYFSLCLLGCLIFNPSLE-GAQAGPCPRGWFSFQDECYGYFPEQLSWERAKARCQR  59 
XP_039376633.1      MGPVTCFSLCLLGCLIFNPSLAAGAQAASCPRGWLHFHNDCYGYFPQEATWKRAEARCQS  60 
XP_039376632.1      MGPVTCFSLCLLGCLIFNPSLAAGAQAASCPRGWLHFHNDCYGYFPQEATWKRAEARCQS  60 
XP_023966471.1      MGPVAYFSLCLLGCLIFNPSLS-GTRAASCPTGWLHFQDDCYGYFPQEATWRRAEARCQS  59 
XP_026512179.1      MGPVAYFSLCLLGCLIFNPSLS-GARAAACPTGWLHFQGDCYGYFPQEATWRRAEARCQS  59 
                                             .   *  **: *.. ** :**:: :*.**:. **  
 
P83515.1            LGARTHLASIHSEEEHQAIVSMLASSQPYSDSEEEAGEEVWIGLHRPLGRRNWEWSDGTK  96 
XP_037745434.1      YVSGAHLASIHSEEEHNAVAGFIARSQHHD-D--DDGDNVWIGLSTYGRRRRWSWTDDSE 116 
XP_042716842.1      FGSGAHLASIHSEEEHDAVAGFITRSQRRD-D-----DDVWIGLYIPVRRQSWSWVDGST 113 
XP_034619350.1      FGSGAHLASIHSEEEHDAVAGFITRSQRHD-D-----DDVWIGLYIPVRRQSWSWVDGST 113 
XP_039376633.1      YGSGAHLASIHSEEEHNAVADFITRSQRHD-DDDNDGDDVWIGLHTPARSRRWSWADGSE 119 
XP_039376632.1      YGSGAHLASIHSEEEHNAVADFITRSQRHD-DDDDDGDDVWIGLHTPARSRRWSWADGSE 119 
XP_023966471.1      YSSGAHLASIHSEEEHNAVAGFIARSQRHD-DDDDDGDDVWIGLHIPARSRRWSWADGSE 118 
XP_026512179.1      FGSGAHLAAIHSEEEHNAVAGFIARSQRHD-DDDDDGDDVWIGLHIPVRSRRWSWADGSE 118 
                      : :***:*******:*:..::: **  . .     ::*****      : *.* *.:  
 
P83515.1            LDYGSWYRDV-----FLRRRACVALEDTTDFATWDVELCSDRKPFICEYRT 142 
XP_037745434.1      VDFDAWDSHRSYSFPSLKAECCLALEEGTGFMTWVSEFCKNRNTFVCKYRP 167 
XP_042716842.1      VDYSAWEKQKSYY--SLKGEHCAVLEEDTGFMTWDNDSCNDRNPFVCKYRP 162 
XP_034619350.1      VDYSAWEKQKSYY--SLKGEHCAVLEEDTGFMTWDNDSCNDRNPFVCKYRP 162 
XP_039376633.1      LDFSAWGSHGSSS--SPKGEPCVVLEEDTGFVTWDKDSCNDRNPFVCKFRP 168 
XP_039376632.1      LDFSAWGSHRSSS--SPKGEPCVVLEEDTGFVTWDKDSCNDRNPFVCKFRP 168 
XP_023966471.1      LDFSAWDSHRSYF--FLKGEHCAVLEEDTGFMTWDNDSCNDRNPFVCKYRP 167 
XP_026512179.1      LDFSAWDSHRSYS--SLKGEHCAVLEEDTGFMTWDNDSCNDRNPFVCKYRS 167 
                    :*:.:*  .        : . * .**: *.* **  : *.:*: *:*::*  
Figura 5-24. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden Struthioniformes (P83515.1. SCA-
2) y del orden Testudines (XP_037745434.1. Chelonia mydas; XP_042716842.1. Chrysemys picta bellii; 
XP_034619350.1. Trachemys scripta elegans; XP_039376633.1. Mauremys reevesii; XP_039376632.1. Mauremys 
reevesii; XP_023966471.1. Chrysemys picta bellii; XP_026512179.1. Terrapene carolina triunguis). Verde: 
Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio 
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P83514.1            --------------------------DKCPKGWLDFRGNCYGYFRYELPWKRAEAWCRSI  34 
XP_029871070.1      MGPAAFLGLCLLGCLALHPSLQGAQANKCPRGWLDFGGHCYGYFGQELTWRQAEAWCRSS  60 
                                              :***:***** *:*****  ** *::*******  
 
P83514.1            RAGAHLASIHTSEEHRAIAKFISQYHH--GEEEEDVWIGLFRWNSVWAWIDGSKKHYSAL  92 
XP_029871070.1      RGGCHLASLHTPEEHRALAAFIARRQRREEEEEENVWIGLYHRSQAWMWVDGSQTRYSAW 120 
                    *.*.****:** *****:* **:: ::   ****:*****:: ...* *:***:.:***  
 
P83514.1            DDDDYPKGKHCAVLDESSGFLSWDNDSCGERNAFICKCTA 132 
XP_029871070.1      EGDDPPKRKHCAALDDSSGFMSWEDESCGERKPFVCKYAA 160 
                    :.** ** ****.**:****:**:::*****: *:** :* 

Figura 5-25. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden Struthioniformes (P83514.1. SCA-
1) y del orden Accipitriformes (XP_029871070.1. Aquila chrysaetos chrysaetos). Verde: Cisteinas conservadas; 
Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio 
 
P83514.1            --------------------------DKCPKGWLDFRGNCYGYFRYELPWKRAEAWCRSI  34 
XP_030327925.1      MGPAALLGLCLIGCLVLSPQLQGVQAGPCLREWLSLGGHCYGYFGQELSWRRAEAWCKAA  60 
XP_033918754.1      MGPAALLRLCLIGCLVLSPRMRGVQAGPCPREWLSLGGHCYGYFGQELSWRRAEAWCKAA  60 
                                              . * : **.: *:*****  ** *:******::  
 
P83514.1            RAGAHLASIHTSEEHRAIAKFISQYHH-------------GEEEEDVWIGLFRWNSVWAW  81 
XP_030327925.1      RGGGHLASLHTPEEHRALAAFVSQRQRR--HRHRHPRREEEDDDDNVWIGLYRRGQAWSW 118 
XP_033918754.1      RGGGHLASLHTPEEHRALAAFISQSQRQQRRWHQRPQREEEDDDDNVWIGLYRRGQAWSW 120 
                    *.*.****:** *****:* *:** ::              :::::*****:* ...*:* 
 
P83514.1            IDGSKKHYSALDDDDYPKGKHCAVLDESSGFLSWDNDSCGERNAFICKCTA 132 
XP_030327925.1      VDGSRRRYSAWDGDDAAAGPRCAALEDAAGFMSWDDESCSEKKPFVCKYAA 169 
XP_033918754.1      VDGSRRRYSAWDGDDVAAGPHCAALEDAAGFMSWDIESCSERKPFICKYAA 171 
                    :***:::*** *.**   * :**.*::::**:*** :**.*:: *:** :* 
Figura 5-26. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden Struthioniformes (P83514.1. SCA-
1) y del orden Psittaciformes (XP_030327925.1. Strigops habroptila; XP_033918754.1. Melopsittacus undulatus). 
Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos conservados; Morado: Dominio 
 
P83514.1            --------------------------DKCPKGWLDFRGNCYGYFRYELPWKRAEAWCRSI  34 
XP_030816725.1      MGPATFLGLCLLGCLVLPPSLPGAEATRCPRGWLSFGGHCYGYFGQPLSWRRAEAWCQAT  60 
XP_014746250.1      MGPAAFLGLCLLGCLVLPPSLPGAQATRCPRGWLSFEGHCYGYFGQQLSWRRAEAWCQAT  60 
XP_041261516.1      MGPAAFLGLCLLGCLVLPPSLPGAQATRCPRGWLSFEGHCYGYFGQQLSWRRAEAWCQAT  60 
                                               :**:***.* *:*****   * *:******::  
 
P83514.1            RAGAHLASIHTSEEHRAIAKFISQYH---------------HGEEEEDVWIGLFRWNSVW  79 
XP_030816725.1      R-GGHLASLHSPEEHRALAAFLARRPRRGEDDEEGEKERDRDREREESVWIGLQRRRQGW 119 
XP_014746250.1      R-GGHLASLHSPEEHRALAAFIARRPRRGDDDEEGEKERER--EREESVWIGLHRRRQGW 117 
XP_041261516.1      R-GGHLASLHSPEEHRALAAFIARRPRRGEDDEEGEKERERERDKEESVWIGLHRRRQGW 119 
                    * *.****:*: *****:* *:::                   :.**.***** * .. * 
 
P83514.1            AWIDGSKKHYSALDDDDYPKGKHCAVLDESSGFLSWDNDSCGERNAFICKCTA 132 
XP_030816725.1      LWADGSPRHYWAWEGDDGPKGHPCIALEDSAGFMAWEGEACGERKPFICKYPA 172 
XP_014746250.1      LWADGSPRHYWAWEGDDGPKGHPCIALEDSAGFMAWEGEACGDRKPFVCKYPA 170 
XP_041261516.1      LWADGSPRHYWAWEGDDGPKGHPCIALEDSAGFMAWEGEACGERKPFVCKYEA 172 
                     * *** :** * :.** ***: * .*::*:**::*:.::**:*: *:**  * 
Figura 5-27. Alineamiento de las secuencias primarias de las especies del orden Struthioniformes (P83514.1. SCA-
1) y del orden Passeriformes (XP_030816725.1. Camarhynchus parvulus; XP_014746250.1. Sturnus vulgaris; 
XP_041261516.1. Onychostruthus taczanowskii). Verde: Cisteínas conservadas; Amarillo: Aminoácidos 
conservados; Morado: Dominio 
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6.1 CONCLUSIONES GENERALES 
 
En este trabajo se examinaron las microestructuras y cristalografía de diversos cascarones de 
huevo fosilizados y modernos. El análisis fue particularmente útil para este propósito porque se 
mostró la microestructura y los granos presentes en cada una de las muestras, mediante 
difracción de rayos X ya que ofrece el tamaño, número y orientación preferencial de la calcita 
presente en los cascarones de huevo. El resultado de los estudios muestra que los cascarones 
de huevo de las aves están compuestos de calcita, pero su mecanismo de desarrollo subyacente 
es completamente diferente de los cascarones de huevo de reptiles. Aunque ambos cascarones 
de huevo están compuestos de calcita, es probable que los cascarones de huevo de reptiles se 
desarrollan de forma independiente, mostrando quizás un polimorfo diferente a la calcita que 
podría ser aragonito o vaterita. Sin embargo, la similitud superficial puede, por lo tanto, 
diferenciarse mediante diferentes métodos, lo que se considera un estudio más riguroso de 
homología vs homoplasia. Este principio es aplicable a muchos cascarones de huevo 
aparentemente “similares”, como lo son los cascarones de huevo de dinosaurio. Por lo tanto, la 
interpretación de cascarones de especies extintas es de gran importancia para comprender la 
evolución de los cascarones de huevo rígidas como lo son las de dinosaurios. Sin embargo, para 
comprender la evolución de los cascarones de huevos rígidas es necesario identificar la 
homología y así, la evolución que presentaron después de la cladogénesis. De acuerdo con los 
resultados mostrados en el capítulo 2, la cristalografía general de los cascarones de huevo 
dinosaurio de las especies herbívoras frente a la muestra de la especie carnívora, se evidencia 
una cierta homología, pero, aun así, es necesario estudiar muchos más cascarones de especies 
extintas o fosilizadas, así como de las modernas. 
 
Otro resultado que se observa del capítulo 2, muestra que los cascarones de huevo fosilizados 
presentan microestructuras similares con los cascarones de especies modernas, así como 
también es aplicable con su cristalografía (forma de grano y relación de aspecto), la cual presentó 
una fuerte orientación preferencial, como se observa en el capítulo 3. En los capítulos 2 y 3, se 
mostró que las microestructuras de los cascarones de huevo de la especie carnívora fueron las 
que mejor se observaron, permitiendo un análisis más representativo en comparación con las 
muestras de especies herbívoras. En la mayoría de los casos, los fenotipos similares se 
interpretan como una homología y, por lo general, se codifican en el mismo estado en una matriz 
de caracteres, que se utiliza en el análisis filogenético. 
 
Una de las técnicas que se empezó a utilizar en muestras fosilizadas es la espectroscopía Raman, 
y como no requiere tratamientos de muestra agresivos o complicados, es una herramienta muy 
prometedora en la investigación de cascarones de huevos fosilizados. En el capítulo 3 se 
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muestran los minerales identificados, siendo el principal la calcita, así como albita, cuarzo, óxido 
de silicio amorfo y algunas trazas de anhidrita, hematita e hidroxiapatita, minerales que le podrían 
otorgar color a los cascarones fosilizados. Estos minerales, no solo se encontraban en la 
superficie de los cascarones, sino en los poros formados durante el desarrollo de los cascarones 
de huevo. Por lo tanto, la morfología de los poros no solo nos podría dar información evolutiva, 
sino también de la taxonomía extinta. Sin embargo, para poder concluir la idea anterior, es 
necesario analizar y estudiar cascarones de otras especies extintas, no solo en América, sino 
también en los demás continentes, debido a que algunas especies solo vivieron en determinados 
continentes. 
 
En conclusión, los resultados de esta tesis doctoral muestran que los cascarones de huevos 
fosilizados tienen un gran valor para diversas cuestiones paleobiológicas y geológicas. Como 
biomineral, el cascarón de huevo contiene información biológica que podría haber sido 
seleccionada por selección natural. Debido a que los cascarones de huevos fosilizados han 
evolucionado y contienen señales filogenéticas, la investigación futura debería tratar de encontrar 
la mayor cantidad de datos latentes posibles. Entre estos están expresión cuantitativa de la 
microestructura en los cascarones de huevo, evolución homoplástica de la ornamentación en 
diversos cascarones de huevo, así como en la forma del grano. Por lo tanto, el desarrollo de 
diversos enfoques que no se probaron en la investigación de cascarones de huevos fosilizados, 
sería el siguiente paso significativo para mi carrera como investigadora. Así como, la 
sobreexpresión de las proteínas intraminerales de cascarones de huevo de especies modernas, 
con el propósito de obtener la estructura tridimensional y poder identificar el plegamiento que se 
observa en su estructura, la cual, completara la información de la filogenia y finalmente, la relación 
evolutiva entre especies. 
 
6.2 PERSPECTIVAS 
 
En un futuro cercano se deben secuenciar los péptidos y polipéptidos extraídos de las proteínas 
intraminerales de los cascarones de huevo de estos 5 tipos de dinosaurios. Esto permitiría poder 
compararlos con los resultados de la alineación de secuencias, hechas por técnicas de 
bioinformática en esta tesis doctoral. Las similitudes de ciertas regiones en el contenido de 
aminoácidos nos podrían dar luz en detectar y confirmar por técnicas bioquímicas y de biología 
molecular si los dinosaurios, así como las aves rátidas y los cocodrilos tienen un ancestro común 
que vivió en la tierra o las aves simplemente derivaron de los dinosaurios. Toda esta suposición 
está basada en la evidencia de haber encontrado al arqueópterix (encontrado en Alemania y que 
vivió hace 150 millones de años), el cual es el ancestro de las aves. Desafortunadamente, no se 
tienen cantidades suficientes de cascarones de huevo de dinosaurios, para hacer este estudio 
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estructural de las proteínas intraminerales por medio de cristalografía por rayos X, pero si fuera 
posible en las proteínas intraminerales de avestruz, emú, rea americana, cocodrilos, habría que 
encontrar los genes que codifican para estas proteínas y en un futuro se podría ver si ese gen 
aparece en los residuos de DNA que se pudieran encontrar en huesos fósiles en esos nidos de 
dinosaurios encontrados en el norte de México codificó para esas proteínas. Por tanto, esta tesis 
doctoral abre un camino a investigaciones futuras mucho más ambiciosas que darán resultados 
cada vez más interesantes en la evolución de las aves y contribuirán en parte entender como la 
biomineraización de carbonato de calcio, en la formación de cascarones de huevo, contribuyó o 
no a la extinción de los dinosaurios sobre la faz de la tierra. 
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A B S T R A C T

This contribution is a scientific journey divided into three parts. In the first part, we review the role that silica
biomorphs of alkaline earth metals have played in the formation of complex structures as a reminiscence of the
chemistry of the primitive life on Earth. These biomorphs, and their variety of forms synthesized by simple
chemical reactions, can nowadays be experimentally used to explain some mechanisms of biomineralization in
living organisms. In the second part, we review the role of calcium carbonates in the formation of eggshells in
avian. The mechanism of the mineral eggshell´s formation of the biogenic calcite deposited on an organic matrix
is revised. The competitive crystal growth mechanism of the mineralized part orientates these crystals preserving
the semispherical shape of the egg. We are using these eggshell formations as a second model to understand the
biomineralization processes in Nature. The third and final part is about the importance that biomineralization
concepts have to produce hybrid materials for the future. This has allowed us to obtain tailored size control of
complex morphologies by synthetic chemical procedures that give rise to these new materials’ specific forms and
ad hoc properties. We conclude this part with the advantage of knowing the biological mechanisms, based on
molecular biology concepts, to obtain protein crystals in vivo and in cellulo techniques. Both methods use the
cellular machinery of growing biocrystals in specialized cells that have evolved through millions of years. This
new way of producing protein crystals has been trending topic for modern crystallography when using the
facilities of the X-ray free-electron lasers (four generation of synchrotrons) for megahertz serial crystallography.

1. Similarities between the biomorphs and biomaterials/
biominerals obtained by biomineralization processes

This is the year of the periodic table of the chemical elements, from
that table there are 27 elements that play important roles in living
organisms and that are catalogued as essentials for life. However, there
are two chemical elements, very similar in their chemical properties,
that played a central role to understand the chemical origin of life, and
still do in present times. These two chemical elements were also im-
portant in the formation of complex structures such as in their struc-
ture-function relationship. One of these elements is carbon, which is the
mainly constituent of membranes, proteins, nucleic acids, poly-
saccharides, cells, tissues, organs, among others. Carbon does not only
have a strong tendency to form multiple bonds, but it is also capable of
forming long chains like the biological macromolecules, and thus
evolving in time to finally being the main component of cells, tissues,

organs, bodies and a wide variety of species distributed in the five
known kingdoms. The second chemical element is silicon, which is one
of the most important elements in Nature, and the most abundant
chemical element on the crust of our planet as well as the oxygen. This
chemical element has a limited tendency to form multiple bonds, which
allows it to form hypervalent molecules. Nowadays, silicon is no longer
part of the essential element of biological structures in living organisms,
and it is only present in a few microorganisms like radiolarians (marine
protozoans) and diatoms (unicellular algae), however, radiolarians and
diatoms, both secrete siliceous skeletons [1,2], which are an alive re-
miniscence of the first fossils deposited on Earth million years ago (and
found nowadays). Especially in the case of diatoms, the shell or frustule
is composed of opaline silica, which is a very unstable form of silica that
is transformed to a more stable minerals known as cherts (micro-
crystalline quartz). Marine sponges are the most ancient multicellular
animals and they usually concentrate three mineral elements: iron,
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calcium and silicon. Iron occurs in the form of lepidocrocite, calcium in
the form of calcium carbonate and silicon in the form of silica. Calcium
carbonate and silica are involved in different skeletal structures and
spicules. Amorphous silica is the most abundant inorganic skeletal
compound in the phylum Porifera. It forms spicules of the hexactillids,
of the demosponges, and of the sclerosponges. Additionally, higher
plants producing amorphous hydrated silica structures. Silica-based
biostructures are biologically synthesized complex aggregates and
usually show species-specific morphology. Their sizes usually are ran-
ging from nanometer to meter scale in exceptional cases [3]. The an-
cestors of humans used silica for a variety of applications without
knowing that it was made of silicon and oxygen. Furthermore, silica
(SiO2) is the main component of many technologically important ma-
terials of modern life like solar cells, or the microchips used in elec-
tronics, but it is also an important constituent of glasses, abrasives,
building materials, among others. Amorphous silica (SiO2⋅n H2O) and
the crystalline polymorphs (like quartz, coesite, stishovite, etc.) are
solid materials at room temperature; but in liquid phase (like sodium
metasilicate methyl or ethyl orthosilicate) mixed with carbonates and
alkaline metal Earth´s elements (at alkaline pH) form peculiar crystal-
line aggregates. These aggregates made of silica-carbonates of Ca, Ba or
Sr display a variety of life-like morphologies, which can self-assemble
forming complex structures [4]. These complex structures are usually
called biomorphs. The biomorphs were firstly obtained when in-
vestigating osmotic pressures done by Alfonso Herrera in the middle of
the nineteenth century and were rediscovered at the end of the se-
venties of the twentieth century by García-Ruiz and Amorós [5,6].
These biomorphs could be a reminiscence of the prebiotic chemistry of
life [7–10]. Silica is able to auto-organize inorganic nanocrystalline
structures, which emulate the living forms as well as the textures of
many biominerals. Silica was an essential chemical component of the
prebiotic life [11].

The different structural morphologies of living organisms have been
emulated in vitro in a group of materials, called silica biomorphs or
crystalline aggregates of induced morphology [11–16]. Since then, their
morphologies have been described, as well as their chemical composi-
tion, synthesis methods and characterization techniques [11,12,17–23].
The mechanism of biomorph synthesis is relatively simple: they are
formed from nanocrystals of carbonate deposited on a film of silica that
are self-assembled, giving rise to highly ordered structures with a
variety of complexity, ranging from micrometer to millimeter scales.
These mechanisms usually mimic the architectures of organisms ob-
tained through processes of biomineralization [11,16,21,24–26].

For the last four decades, several techniques for the synthesis of
silico-carbonates biomorphs have been developed. All these methods
require carbonate ions (synthesized from CO2 gas), silicate solution,
cations of alkaline earth elements, an alkaline pH at room temperature
[5]. The first method for obtaining biomorphs was the technique called
growth in solution, which consists of a mixture of sodium metasilicate
solution at a concentration between 1000 to 5000 ppm, with barium
chloride (BaCl2, 0.1 M) at room temperature and alkaline pH ranging
from 8 to 11 [5,13] (see Fig. 1a). The structures of silico-carbonate
biomorphs of alkaline Earth metals (mostly made of calcium, barium,
strontium salts) are stable for months. The second method of synthesis
of biomorphs is that called gel-growth based on diffusion-transport of
ions along a silica hydrogel (Fig. 1b). The classic technique for syn-
thesizing these biomorphs consists of a preparation of a silica gel at a
pH of 10.5 (pH adjusted with 1M HCl) in a crystallization cell. Once the
gel is formed, BaCl2 (1.0 M) is added to the crystallization cell and the
biomorphs are obtained at room temperature [11,13,27,28]. Subse-
quently, the biomorphs are firstly extracted from the crystallization cell
with a kind of good expertise to be observed under the optical micro-
scope, and secondly characterized by different techniques (X-ray dif-
fraction or Scanning Electron Microscopy, RAMAN spectroscopy among
others). An additional method, which is similar in the synthesis to the
first methodology with certain variations (as shown in Fig. 1) uses

serpentinization. In this procedure the biomorphs are synthesized from
alkaline natural water highly concentrated of silica mixed with alkaline
earth metals [29]. A third method to obtain biomorphs is the one called
gas-diffusion method (Fig. 2), in which the growth of silico-carbonate
structures is regulated by the controlled diffusion of CO2 and movement
of ions in solution [30]. Regardless of the synthesis method, once the
biomorphs are formed they have to be examined, and consequently
characterized by optical microscopy, scanning/transmission electron
microscopy, X-ray diffraction techniques and Raman spectroscopy
[11,12,16,29,31,32]. All these methods have been recently reviewed
[20,33]. The gas-diffusion method as that shown in Fig. 2 allows to
obtain silica-carbonate biomorphs in a rather easy way, when some
biological macromolecules are incorporated into the synthesis. This
methodology requires small volumes of samples and it is appropriate
when incorporating biological macromolecules to the synthetic process
[32].

There is a variety of morphologies that have been observed in bio-
morphs as shown in Fig. 3, these are described as follows: cardioid
structures (cardioid leaves), helical shapes (helical filaments), funnel-
shaped aggregates (circular and conical), worm-shaped, braid struc-
tures, twisted curls, framboidal shapes, helical braiding, coral, fractal
type, channel type, as well as structures similar to moths, snails, donuts,
urns, dendrites, ferns and spheroids [4,11,12,17–20,34]. To explain the
formation, and specifically the shape of this variety of biomorph forms,
mathematical algorithms have been used [12]. Additionally, time-lapse
video-microscopy have also been used to record the formation of bio-
morphs at the beginning of their growth. One of the biomorphs, whose
growth has been observed by video-microscopy is that made of BaCO3

[12]. From this, it was found that the initial nucleus of the different
morphologies is the witherite, which originates pseudo-hexagonal twin-
shaped prisms that grow along the c axis. The different morphologies
are originated from the breaking of the crystalline symmetry of this
nucleus formation [12].

In addition to the formation of BaCO3 biomorphs, it has been re-
ported that in a general way in these biomorphs, BaCO3 particles are
initially grown assisted by silica polymers (films). Biomorphs formed
from calcium carbonate (CaCO3), have been obtained from the com-
bined crystals of CaCO3 and amorphous silica, called mesocrystals.
Another form of self-organization is that of hollow tubes formed by
hydrated metal silicate membranes [12,16,34,35,36]. Interestingly, the
biomorphs morphologies (see Fig. 3) are in most cases indistinguishable
from the morphologies found in biomaterials/biominerals formed in
vivo specifically in the Precambrian cherts [37].

A second similarity between the biomorphs and biomaterials/bio-
minerals is their chemical composition as they are both formed by
polymorphs of CaCO3, BaCO3 or SrCO3. Interestingly due to their
morphology and chemical composition, biomorphs are reminiscent of
microfossils formed in the Precambrian era. These are known as cherts
that could be the chemical basis of current microfossils found as the
most ancestral prebiotic forms of life [11,37]. The synthesis of bio-
morphs as well as the biomineralization processes in vivo require mul-
tiple controlled steps. In this way the mineralization of skeletons is a
biologically- and genetically controlled process done by biomolecules
that control the size and morphology of these crystals. In the case of
microorganisms, biomineralization has been reported to be carried out
in two ways. The first is considered an active mechanism because the
metabolic reactions of the microorganism are used to perform the
biomineralization. The second mechanism is considered passive, since
biomineralization takes place within an exopolymer matrix [38,39].

Fig. 4A shows calcite rhombohedra and bundles of aragonite ob-
tained in the conventional aqueous-based procedure mixing soluble salt
of calcium and carbonate ions at controlled temperatures. However, the
same synthesis in the presence of hydrolyzed tetraethyl orthosilicate
(TEOS) solutions these bundles suffer dramatic changes and form a
coral-like self-assembled silica-carbonate biomorph of calcium
(Fig. 4B). When it is compared with Fig. 5H (natural coral from the
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southeastern Australian seaside) the similitude in the shape is un-
believable. There are some other examples when introducing genomic
DNA in the synthesis of biomorphs some morphologies are similar to
biological shapes like flowers, leaves, helices, diatoms or radiolarians
[32].

Due to the similarities between biomorphs and biomaterials/bio-
minerals, biomorphs are also important for their potential use in tissue
regeneration and photonic microarchitectures [31,41,42]. For instance,
the biomorphs of SrCO3 have been used in certain types of biomedical
coatings as a scaffold surface, which improves the adhesion of osteo-
blasts, regulates the activity of alkaline phosphatase and increases the
production of collagen. There is also evidence that make clear the po-
tential of biomorphs in tissue regeneration [41]. As described above,
biomorphs are micro crystalline structures deposited in silica with un-
ique characteristics that make them a trending topic of fascinating in-
terest that usually opens very interesting scientific discussions. There-
fore, even though biomorphs have been suggested to be reminiscent of
Precambrian cherts, we can obtain diverse morphologies by several in
vitro methods in order to use them as biomedical materials or biological
markers [43,44]. It is still necessary to carry on exploring different
approaches to the synthesis of biomorphs using combinations of

different inorganic compounds and organic molecules close to those
existed in the early primitive life or even using clay minerals usually
found in the planetary surfaces. The obtainment of these types of bio-
morphs with novel morphologies that together with the work already
done, will unveil the complete formation mechanism of the Pre-
cambrian fossils and their similarity in shape and structure with these
biomorphs, which has been proposed for several decades by the García-
Ruiz´s group. There are a number of questions that have not yet been
fully elucidated: 1) why do biomorphs share the same characteristics as
the biomaterials /biominerals that are part of the living organisms? and
2) why do all living organisms perform biomineralization processes
which produce crystals with the characteristics of biomorphs? To ad-
dress these questions, our working group has synthesized biomorphs in
the presence of biomolecules (DNA, RNA) at low and high temperatures
in order to get some answers about these questions. Based on this
contribution, the characteristics adopted by biomorphs in the presence
of nucleic acids, different alkaline Earth metals combinations at dif-
ferent temperatures have been recently published [32]. The obtainment
of biomorphs under these conditions would be important because this
would emulate, in part, the conditions that existed in the primitive
Earth, where these first structures and chemical combinations gave rise

Fig. 1. (a) Sketch of the synthesis of biomorphs in dilute silica solutions. See text for explanations [33]; (b) schematic representation for the preparation of biomorphs
in silica gels, utilizing custom-designed crystallization cassettes. The yellow lines indicate needles through which reagents can successively be injected. For further
explanations, see text in [33]. With permission of ELSEVIER. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article.)
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to the first cell and the formation of complex biological structures
[4,12].

1.1. Biomineralization mechanisms are shared between biomorphs and
organisms

Biomineralization is the process where inorganic and organic solids
are precipitated or synthesized in living organisms. This process can be
pathologic when some anomalous precipitations are obtained like
renal, gallbladder, pancreatic stones among others. These biominerals
are formed due to high supersaturation of salts in some organs of ani-
mals, plants or even in some insects as a kind of crystalline toxins for
protection. On the other hand, this biomineralization process is not
pathological when bones, teeth, eggshells are formed. We have tried to
understand the mechanisms of synthesis of biominerals as well as their
relationship with the forms usually obtained in the synthesis of bio-
morphs at certain physical and chemical conditions.

The following approach has been based on the synthesis of silica-
carbonate biomorphs using chemical combinations that the reaction
can take place to form life-like forms from mixtures of silicate solutions
with different alkaline earth elements, in the presence of biomolecules
(nucleic acids) at different temperatures. The morphology of the bio-
morphs was evaluated using a scanning electron microscope (SEM). The
biomorphs were synthesized by means of using the modified gas-dif-
fusion method [30,32]. Briefly, the biomorphs were synthesized on
glass plates of 5 × 5 × 1 mm in height x width and thickness. A glass
plate was introduced in a cell crystallization containing a solution of
sodium metasilicate (1000 ppm), CaCl2, BaCl2 or SrCl2 (20 mM), 0.1 ng
of RNA, genomic DNA or plasmid DNA, pH = 11.0. The extraction of
nucleic acids for genomic DNA was performed with the same protocol
described in reference [32]. Extraction of Plasmid DNA was performed
according to the supplier's instructions of the PureLinkKitTM Quick
Plasmid Miniprep (Invitrogen). Finally, RNA was obtained using the
modified Trizol technique recently described elsewhere [32]. The

biomorphs were observed under a TESCAN (Brno, Czech Republic)
model VEGA3 SB, which has a secondary electron detector of 10 to
20 kV in high vacuum conditions (the working distance was 10 mm).

The combination which enabled biomorph formation was Ca2+ and
Ba2+ (1: 1) at 37°C. As seen in Fig. 6, the observed morphology is a
sphere formed of prism-shaped crystals, similar to the silica skeletons
produced by radiolarians [45].

Specifically, this type of biomorph is pretty similar to the radi-
olarian Actinomma antarcticum, which is a species with a large, sphe-
rical cortical shell, with a rough surface due to small spines. The in-
termediate medullary sheath is spongy and with numerous beam-
shaped projections that connect it to the cortical shell [45]. Interest-
ingly, these spherical biomorphs are constructed by ordered blocks as
shown in the microphotographs marked “a” to “e”. In Step 1, as seen in
the photomicrograph (Fig. 6a) in the lower part, the first block of
crystals formed in a circular shape (Fig. 6b). In a second step, the fol-
lowing blocks of crystals are accommodated (Fig. 6c). Later the sphere
is almost closed, and the layers of crystals are closing the empty space
to complete the sphere (Fig. 6d). In the last step the sphere is com-
pletely closed (Fig. 6e). This orderly mechanism of biomorphic forma-
tion observed in the formation of spherical morphology, agrees with the
synthesis methods reported for other biomorphs [11,12,46]. For ex-
ample, in some of the biomorphs of BaCO3, crystallization begins with
the nucleation of a crystal, which grows to a so-called dilation or
dumbbell symmetry [46].

Other combinations that were used for the formation of biomorphs
were Ca2+/Be2+, Ca2+/Ba2+ and Ca2+/Sr2+. DNA or RNA nucleic
acids were added to some of these mixtures. All the syntheses were
carried out at 50°C, the temperature chosen for the purpose of emu-
lating, as far as possible, one of the conditions of the Precambrian era
(Fig. 7).

In the combination of Ca2+/Be2+, the morphology adopted by the
biomorph was spherical with spicules (Fig. 7a). This morphology was
also found for the same combination, but in the presence of DNA

Fig. 2. The experimental set up using the gas-diffusion method. The obtainment of biomorphs is performed on glass plates, 5 mm in length, 5 mm in width, and 1 mm
of thickness. The glass plate is placed inside a crystallization cell with a final volume of 200 µL. Biomorphs formation was allowed for 24 h. With permission of
CRYSTALS MDPI [32].
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(Fig. 7b). The structure of the biomorphs adopted in both combinations
is similar to the radiolarians Acrosphaera spinosa [47]. These radi-
olarians are a thin-walled spherical shell, with irregular pores, and large
and medium-pointed spines [47]. These results are very interesting,
because they subscribe in general to the hypothesis that the structures
of the biomorphs were the basis for the later formation of organisms,
such as radiolarians. Furthermore, the fact that the biomorphs obtained
have a morphology similar to radiolarians, may be additional evidence
that the radiolarians, having contained a structure resulting from a
mechanism of biomineralization generated in the Precambrian era,
these mechanisms have preserved the same process of biomineraliza-
tion until now.

For the combination of Ca2+/ Be2+ with RNA, an array of primarily
orthorhombic crystals was found (Fig. 7c). This crystal morphology
corresponds to the polymorph aragonite of CaCO3. Aragonite is the
form of CaCO3 present in the shells and skeletons of many groups of
organisms.

This polymorph has been identified in the oldest known fossils,
which correspond to the Paleozoic era [48]. These results, in conjunc-
tion with our result, indicate that the presence of aragonite may not be
a product of a fortuitous event, but the result of a biomineralization
product that was carried out by the first organism formed in the Pre-
cambrian, which has been preserved to the present time.

The combination of Ca2+/ Ba2+ without DNA formed structures of
multiple joined spheres (Fig. 7d). The biomorphs synthesized with the
same elements, but with DNA (Fig. 7e) or RNA (Fig. 7f), had spherical
morphology with a rough surface formed by crystals, like the radi-
olarian Haliomma spp. [49]. This radiolarian is formed by spherical
forms characterized by a cortical skeleton, with circular pores located
in polygonal cells. It has spines in the intersections and two piths joined
by arms, some of which protrude like short conical spines. This species
was recorded for the Lower Paleocene of New Zealand [50]. This result
indicates that possibly calcium, like other alkaline earth elements,
mainly Barium or Strontium, are those that governed the structure of

Fig. 3. A taste of the different biomorph morphologies discussed in this work; worms (A), trumpets and cones (B, C, G), coral-like floral spherulites (D), sheets (E),
globular bunch (F), funnel-like leaf (G), rhombohedral calcite (H), alpha helix (I).
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living organisms from their origin. Those are the origin of the different
morphologies as we currently know them.

A third combination that was interesting was Ca2+/ Sr2+. The
morphology of the synthesized biomorphs emulates a flower with
leaves in the shape of spicules, or a coral. These are complex structures
obtained far from equilibrium (Fig. 7g). This morphology that has been
previously observed in other conditions of synthesis has been observed
[51]. It has been reported that synthesis of this morphology can be
carried out from aragonite seeds, which are incorporated on the sub-
strate and in this way the coral-like shapes are obtained [52]. Another

mechanism of formation of this type of structure starts with the pre-
cursors called dumbbells, which become pitted spherical clusters. The
stems of the bunches are elongated, and the petals begin to form. Fi-
nally, the helical extensions of the tips of the petals ends and the growth
stops [53].

In combinations of Ca2+/ Sr2+ with DNA (Fig. 7h) this morphology
is much more similar to a coral-shaped or RNA (Fig. 7i) biomorphs with
spherical morphology were obtained, as was also observed for Ca2+/
Ba2+ combinations with nucleic acids (Fig. 7e, 7f). The morphologies
found in the biomorphs of Ca2+/ Sr2+ with nucleic acids are like

Fig. 4. SEM images of a cluster precipitate in the absence (A) and in the presence of silica sol (B). Crystal Growth & Design 2008, 8, No. 5, 1515-1521 with permission
of the ACS [40].

Fig. 5. (A) Self-assembled “coralline” silica-calcium carbonate biomorphs. (B, C) High-magnification image of “coralline” silica-calcium carbonate showing the
orientational ordering of crystallites. (D, E) Different positions of the silica-carbonate composites showing the starting point of nucleation and the orientation of the
sheets. (F) Optical micrograph of silica-calcium carbonate aggregates viewed between crossed polarizers. (G) Carbonate dissolution from the carbonate-silica ma-
terial, leaving a silica “ghost”. (H) Natural coral from the southeastern Australian seaside. Crystal Growth & Design 2008, 8, No. 5, 1515-1521. With permission of the
ACS [40].
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radiolarian or spherical diatom structures [45]. All the spherical
morphologies of the biomorphs obtained in the different combinations
of Ca2+ with some of the other alkaline earth elements (Fig. 7), follow a
fractal growth, as reported by other work groups [4,54].

Interestingly, combinations of calcium with other alkaline earth
elements show that they can give rise to biomorphs with morphology
reminiscent of the first organisms formed in the Precambrian era.
Therefore, hard structures are invaluable in order to understand both
the evolution and the future of the species. Another alkaline earth
element that can form biomorphs is barium. We combined barium with
both Be2+ and Mg2+. For the first combination in which there was only
Ba2+/Be2+, the morphology of the synthesized biomorphs had stems
with leaves, emulating a fern (Fig. 8a).

This fern-type morphology has been previously reported by other
authors also in the presence of Ba2+ [4]. The mechanism of formation
of this type of fern-type morphology is fractal type. In this branching
formation mechanism, the individual branches are physically separated
from each other, and form structures like dendrites, which are con-
nected to form a dendritic structure similar to a fern [4,54]. This fractal
method by which the formation of independent branches has been
described, is perhaps the method of biomineralization and formation of

the morphology that the plants present. In the case of the combination
of Ba2+/ Be2+ in the presence of DNA, the biomorphs presented mor-
phology like an arrangement of thin cross-linked sheets (Fig. 8b).

This morphology is like the mineral arrangements of witherite or
aragonite. This structure is possibly the one that can emulate the pro-
cess of mineralization that minerals follow.

In the case of Ba2+/Be2+ in the presence of RNA, the morphology of
the biomorphs is similar to bound leaves, covered with tiny wool
(Fig. 8c). This growth mechanism can be a fractal type, with the dif-
ference that the leaves are not physically separate, as has been de-
scribed for fern-type biomorphs (Fig. 8a). This morphology of leaves
united with small hairs that cover it (Fig. 8c), is like plants of the
species Tradescantia sillamontana. It is also similar to the shape of the
clover leaves, but most precisely to the foraminifera Streblus compactus
[55].

For the combination of Ba2+/Mg2+ biomorphs were formed in the
presence of only these two elements (Fig. 8d). The biomorphs that were
produced in this mixture were crystal arrangements like those found in
rock minerals (Fig. 8d). This morphology is one of the preferred forms
of minerals, since it may be the same process of thermodynamically
more stable mineralization that the minerals of that time followed from
the formation of the terrestrial layers, and it is the one that has been
preserved to the present time. Meanwhile, for the combination of Ba2+/
Mg2+ in the presence of DNA, biomorphs with a peculiar structure were
found two spheroids joined by stems (Fig. 8e). This type of morphology
is likely to be obtained by fractal growth, because it has been observed
that biomorphs containing Ca2+ have a morphology where two den-
drites are separated by a stem [4,54]. In the mixture of Ba2+/Mg2+ in
the presence of RNA, biomorphs with spheroidal morphology were
found (Fig. 8f). This type of morphology is carried out by means of a
fractal growth that starts with the union of dendrites, followed by with
crystal growth to generate a kind of broccoli flowers-like, to then
change to framboidal forms, to finally produce spherical forms [4,54].

The third element with which biomorphs were synthesized was
strontium. The first mixture analyzed was Sr2+/Be2+. In the combi-
nation without nucleic acids, a morphology of floral arrangements was
observed, emulating the plants of Tulipa spp. (Fig. 9a).

This result is interesting because a biomorph with a morphology
that is almost perfectly similar to a plant suggests, once more, that the
mechanism of biomineralization that takes place in the biomorphs
(Fig. 9a), may be the basis by which similar structures in plants or other
organisms are generated. For example, it has been reported that there
are organisms such as algae and invertebrate organisms that contain
strontium in their structure [56]. This type of conical funnel or vessel
type morphology has been induced by other research groups using the
CO pulse technique [30]. Unlike our synthesis where the presence of
another alkaline earth element such as Beryllium, induced the forma-
tion of glass type or conical funnel, but also with leaves and stems
(Fig. 9a).

Another combination used to form biomorphs was Sr2+/Be2+ with
DNA. In this mixture biomorphs were formed with a morphology of a
flower with a cup (Fig. 9b), like some of the species of Lilium candidum.
As mentioned for the case of the tulip-type biomorphs (Fig. 9a). These
morphologies can be the basis of the structures of plants that we cur-
rently know, which are conserved in the presence of DNA (Fig. 9b). A
third combination of strontium was Sr2+/Be2+ in the presence of RNA.
In this mixture biomorphs with spherulitic morphology were found,
though with a slight division in the center (Fig. 9c). It has been reported
that this type of structure follows a fractal-growth mechanism. Speci-
fically, they are biomorphs of the framboidal type [4]. This type of
spherulitic biomorph with division in the center, emulates the for-
aminifera Miliolinella subrotunda [57], which has a circular contour
shell, wide and rounded peripheral margin, smooth walls, occasionally
with transverse grooves. This type of foraminifera is benthic from the
Southeast Pacific [58], these organisms are taken as bio-indicators for
copper pollution [59]. This result indicates that the shape and form of

Fig. 6. SEM microphotographs of the sequential formation (a–e) of silica-cal-
cium-barium carbonate biomorphs at 37 °C. Sequential steps formation of a
spherical biomorph showing its hollow internal structure.
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the foraminifera was a biomineralization process that existed from the
early stages of the earth.

The next combination in which the biomorphs were produced was
Sr2+/Mg2+. In the mixture without nucleic acids, the morphology
adopted by the biomorphs was a star or cross (Fig. 9d), like a common
starfish. This type of structure is somewhat like other biomorphs that
have been previously reported by [60,61], where the growth me-
chanism is also a fractal type. In the combination of Sr2+/Mg2+ in the
presence of DNA, a globular (potatoes bunch) form was identified,
formed by globular aggregates (Fig. 9e). This structure has been de-
scribed for decades as a common morphology of biomorphs [5]. But
unlike the structure reported previously [5], in our case, this type of
globular morphology was obtained in the presence of DNA and two
alkaline Earth elements (Fig. 9e).

A mixture of Sr2+/Mg2+ with RNA was also used for the synthesis
of biomorphs. In this combination a spherulitic structure was again
identified, but with the difference that there were small spheres in its
interior (Fig. 9f). The formation of this structure in biomorphs is also
done through fractal growth. This structure like the foraminifera Tro-
chamminita sauce, which is described as a planiespiral-shell in its first

chambers, while the last chambers are globular and cemented with
grains of sand. This result indicates, as in the other similar morpholo-
gies with foraminifera, that the different structures of the foraminifera
are the product of a biomineralization process that existed from the
earliest stages of the Earth that has been preserved to nowadays.

In addition to obtaining biomorphs in various combinations of al-
kaline earth elements in the presence or absence of a nucleic acid (DNA
or RNA), we were also interested in knowing the morphologies that
could be obtained in the presence of the two nucleic acids (DNA and
RNA) in the presence of Ca2+, Ba2+ and Sr2+. The first experimental
set up in order to prepare a set of combinations was by adding Ca2+

with DNA and RNA. The biomorphs obtained from this combination
presented polycrystals of rhombohedral morphology (Fig. 10a).

The fact that the same biomorph structure is obtained both in the
presence of DNA [32] and in the presence of DNA + RNA (Fig. 10a),
indicates that DNA is the biomolecule that determines the morphology
that the biomorph will adopt on RNA. This is interesting, because even
though RNA was the first biomolecule that existed in the Precambrian
era, DNA is the biomolecule that determines the morphology of the
structures of living beings and is the key biomolecule for perpetuation

Fig. 7. SEM microphotographs of silica-calcium-barium and silica-calcium-strontium carbonate biomorphs obtained in different combinations.

N.R. Elejalde-Cadena, et al. Progress in Crystal Growth and Characterization of Materials xxx (xxxx) xxxx

8



of the species.
The next combination used to form biomorphs was DNA + RNA

with Ba2+. The morphology of the biomorphs obtained for this mixture
was that of a leaf attached to the substrate (Fig. 10b). This type of
structure has also been reported by other working groups for witherite
biomorphs [10,51].

The third combination used in the formation of biomorphs was
DNA + RNA with Sr2+. The structure found in this mixture was
spherulitic with some dividing lines (Fig. 10c). This morphology is si-
milar to that obtained in the combination of Sr2+/ Be2+ with RNA
(Fig. 9c). As described above, it is a structure like the foraminifera
Miliolinella subrotunda [57]. Finally, biomorphs were obtained with the
mixture of Ca2+/ Ba2+/ Sr2+ and DNA+ RNA, which presented a
morphology of ellipsoid-like with crystals structures on the top
(Fig. 10d). This morphology may be the basis of the structure of some
organisms, as has been described in some species of algae, invertebrates
and fish from the Irish Sea [56]. The different morphologies of the
biomorphs obtained from different combinations of the alkaline earth
elements (Figs. 6–10), with or without nucleic acids, indicate that the
process of mineralization responsible for morphologies from micro-
organisms to higher organisms began in the primitive earth.

1.2. Biomineralization mechanisms and cases studies on calcium carbonate
growth in eggshell´s formation

Later, when the first biomolecule RNA was present, the miner-
alization process continued as a biomineralization process perpetuated
through DNA and keeping some forms as reminiscence of the original
combinations of inorganic chemicals. Since the skeletons of humans
and all higher organisms that exist or existed (such as the skeletons of
dinosaurs) and the structures of eggshells, diatoms, radiolarians, mol-
lusks, shells, etc. are fundamental to life, the biomineralization process
is perhaps the most important mechanism that generated life. These
biomorphs can help to elucidate the chemical origin of life, since they
are reminiscent of the first organisms that inhabited the Earth, they
conserve the biomineralization mechanisms from the Precambrian era
to the present era. While our results contribute to the understanding of
this process, we are still far away from the total explanation of the
formation of organisms and the origin of life. However, our group
continues working to gain this knowledge. One example of these pre-
served mechanisms for instance is the formation of eggshells in dif-
ferent avian. In the eggshell´s formation calcium carbonate crystals are
epitaxially grown on the surface of an organic membrane (in a com-
petitive mechanism of crystal growth). The preservation of some

Fig. 8. Silica-barium-beryllium and silica-barium-magnesium carbonate biomorphs visualized through SEM.
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ancient biomineralization mechanisms in real cases have been pub-
lished elsewhere [62-64]. For instance, the experimental simulations of
the mineralization phenomena in avian eggshell´s formation using silica
biomorphs of witherite grown in an alkaline silica matrix. These me-
chanisms are preserved as shown in Fig. 11, where the surface of two
biomorphs (dendrite-like (a) and laminar-type (b) of silica biomorph of
witherite) was analyzed by using atomic force microscopy.

The same characterization was performed in the case of a real
eggshells from Gallus gallus domesticus and Pavo cristatus as shown in
Fig. 12. The orientation of crystals is exactly the same as those observed
in the biomorphs of Fig. 11, but in this case, grown in a surface of an
organic membrane (usually called organic matrix). In Fig. 11 the
membrane was a silicate membrane (polysiloxane) obtained at alkaline
pH where crystals of barium carbonate were epitaxially grown forming
a classical silica biomorph is witherite. The difference is just the scale,
the biomorphs are in the scale of microns, and the eggshells are in the
scale of centimeters [62].

The beauty of Nature is precisely the existence of certain forms,
which are present everywhere [37]. The curvature is the hallmark of
living organisms, this is not observed in the classic crystals where right
angle is one of their most common features, though there are also other
types of angles. There are some correlations between the forms found in

living organisms and those forms found in the biomorphs that helps to
understand the shapes in Nature: the sphere protects, the hexagon
fulfills the space, the spiral is packing, the helix is used to support
things, the right angle is used for penetration, the wave is used for
communication, the parabola is the shape of emission and reception,
the chain is for resistance and support, the fractals are a perfect model
to understand the colonization.

2. Biomineralization of calcium carbonate in the formation of
eggshells

In the previous section we already mentioned that the biominer-
alization is the biologically mediated process observed in Nature
through which living organisms form amorphous or highly ordered
crystalline structures with specific size, morphology, mechanical and
biological properties [63,64]. These structures are composed of either
inorganic (usually called biominerals) [65] or organic [66] materials,
which drive the development of complex biological structures. These
biominerals are obtained, via living organism through mineral phase
deposition following processes of nucleation from the supersaturated
solutions. This process is usually called biologically induced miner-
alization. The second type is performed by the direct regulatory control

Fig. 9. SEM microphotographs of silica-strontium-beryllium and silica-strontium-magnesium carbonate biomorphs obtained at different combinations.
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of the organism, when highly organized protein and carbohydrate
matrices work as templates for the nucleation and organization of na-
nostructured inorganic phases, this is called organic or matrix-mediated
mineralization [67]. In different species the inorganic phase is not only
composed of carbonates, but it can also be composed of phosphates,
sulfates, oxalates, oxides, silicates, among others; associated with a
phase known as the organic matrix that are often controlled by

biological macromolecules integrated in the mineral phase [68,69]. The
organic matrix is composed of biological macromolecules such as acid
proteins, phosphoproteins, glycoproteins, polysaccharides, lipids or a
mixture of them. This matrix plays an important functional role in the
control and growth of the mineralized structure [70,71].

Biomineralization in animals as well as in humans plays important
biological functions such as mechanical strength, structural support and
protection of soft tissues [72]. In humans though, the process of bio-
mineralization has other important aspects like when, for example,
mineral deposits, in abnormal and pathological conditions, affect blood
vessels, muscles, tissues and, in some cases, internal organs. This pro-
cess is called pathological or ectopic calcification which can cause
morbidity or even mortality [73]. The pathological biomineralization is
a highly regulated process resulting from aging though it can also be
caused by several diseases, i.e; hypertension, dyslipidemia, obesity, etc.
High concentrations of ions or molecules that reach high intracellular
supersaturation values, for example, calcium, produce precipitations
leading to the release of muscle cell matrix vesicles, formation of
apoptotic bodies and remodeling of the matrix, contributing also to
vascular calcification and formation of kidney and biliary stones
[74,75].

On the other hand, non-pathological biomineralization is the pro-
cess carried out under biological control [76] and this process can also
be genetically controlled [3]. It consists in the formation of bones,
teeth, shells in mollusks, and eggshells in birds that are exclusively
found the polymorph of calcite [77,78]. Particularly, the patterns and
shapes are strictly related to the interaction between biological mac-
romolecules and biominerals [79].

In nature, there are a lot of biominerals that can present poly-
morphism which is the ability of solid materials to have different crystal
symmetries and structures, while maintaining the same chemical
composition (like calcite, aragonite and vaterite, as an example). A
single crystal is a solid characterized by a unit cell, which is repeated
periodically in three dimensions forming a homogeneous structure. The
external shape of a crystal shows planar faces forming dihedral convex
angles, while concave ones are exhibited by twins. According to crys-
tallization conditions (existence of substrates, fluid-dynamic regimes,
competition for crystallization space, etc.) aggregates of crystals can

Fig. 10. SEM microphotographs of CaCO3, BaCO3, SrCO3 and silica-calcium-
barium-strontium carbonate biomorphs obtained in a combination of
DNA + RNA.

Fig. 11. Structural characterization using atomic force microscopy of the induced morphology crystalline aggregates for (a) dendrite- type crystalline aggregate and
(b) laminar-type crystalline aggregate. With copyright permit [J. Crystal Growth 234(2002) 227-236)] [62].
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form without a pre-definite order [80]. A classic crystal with rhombo-
hedral shape and a polycrystalline aggregate of the most occurring
calcium carbonate polymorph (calcite) is shown in Fig. 13.

In general, the nucleation of a crystal is usually followed by an
adsorption process onto the growing crystal surfaces, in a super-
saturated mother phase. In other words, the variation of the free Gibbs
energy of the system reaches a maximum (critical activation energy)
and then nucleation takes place; then, growth of the nucleus sponta-
neously occurs through the deposit of new molecules on the just formed
faces of the crystal [81,82]. In a supersaturated condition, the number
of crystal growth units reaching the faces (adsorbed units) is greater
than the number of growth units leaving the crystal surface (desorbed
units). So, the crystal habit is determined by the different advancement
rates of the different faces, due to character of the faces (flat, stepped,
kinked) and to the value of the growth temperature and supersaturation
of the mother phase (vapor, solution, melt) [83]. In Fig. 14, the for-
mation of structural growth sites on a flat crystalline surface can be
observed, where the adsorption sites on the terrace, edges, and kink
positions are the most important ones for growth.

In Nature, calcium carbonate (CaCO3) is one of the most abundant
biominerals usually found in combination with biological macro-
molecules [67]. This is usually found in three most important poly-
morphic forms: calcite, aragonite, vaterite, but it is also found in the

three other less common and not-polymorphic crystal phases, like cal-
cium carbonate hexahydrate, monohydrate and, finally, as an amor-
phous phase [85,86]. Among them, calcite is the most thermo-
dynamically stable polymorph, followed by aragonite and vaterite. In
aqueous solution at given pH values, vaterite transforms in the poly-
morph calcite at low temperature, whereas at a high temperature, it
forms the polymorph aragonite, which is mainly found in corals
[87,88]. It is very interesting to find calcium phosphates in most of the
vertebrates, whereas calcium carbonate is found in mainly eggshells.

Particularly, the eggshell is a rigid part of the avian´s egg with an
oval structure that is suitable for gaseous exchange due to small pores
size distribution in the structure that controls the transport of water,
gases and ion exchange. The function of the pores is to provide the
calcium used in the formation of the skeleton of the embryo, which is
composed mainly of calcium carbonate and some biological macro-
molecules involved in the control of the nucleation, sites and growth of
calcium carbonate crystals [89–91]. Depending on the species, the
eggshells have different sizes, thickness, strengthen and even these
mineralized shells usually show a very characteristic color. The col-
oration occurs in the final phase of the biomineralization and is pro-
duced by organic compounds called porphyrins such as proto-

Fig. 12. Structural characterizations of
avian eggshells using atomic force micro-
scopy, images correspond to eggshell of
hen (Gallus gallus domesticus): (a) with ex-
ternal membrane protection, (b) without
external membrane protection. Eggshell of
Turkey (Pavo cristatus) (c) with membrane
protection and (d) without membrane pro-
tection. With copyright permit [J. Crystal
Growth 234(2002) 227-236)] [62].

Fig. 13. Calcium carbonate crystal (calcite) synthetically obtained (left), and
synthetic polycrystalline aggregate of calcium carbonate (right). Pictures ob-
tained in scanning electron microscopy (SEM).

Fig. 14. Sites of growth that can be found in the crystal: red: side face; brown:
filled adsorption site to the step; green: adsorbed to kink; purple: free adsorp-
tion site on the terrace; yellow: filled sites in a step ledge and on the surface;
blue: filled adsorption site on the terrace. Image based on reference [84]. (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is re-
ferred to the web version of this article.)
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porphyrin, biliverdin and an organometallic compound such as the zinc
biliverdin [92,93].

The eggshell of hen (Gallus gallus) is one of the better-known natural
structures in which the biomineralization process is studied [94]. It is
composed of calcium carbonate (95%) in the form of calcite, of an or-
ganic matrix (3.5%) and of water (1.5%) [95,96]. Biologically speaking,
the egg is segregated and oviposited at intervals of approximately 24
hours. In the majority of reptiles, the pattern formation is different, it
depends in the species and geolocation. At first, certain amount of eggs
is formed. Along the oviduct the shell is synthesized in a single com-
partment of the oviduct. Then the last step is followed by the si-
multaneous ejection of the entire lien [97].

The eggshell formation follows different steps: At the beginning, the
yolk is traveling through the oviduct, in this organ all the specific
components are secreted for egg´s formation (Fig. 15). The oviduct is
divided into five regions: the infundibulum, which receives the ovule
and where the vitelline membrane is deposited; the magnum (where
albumin is secreted); the isthmus (it secretes the precursors of the
membrane of the eggshells); the red isthmus (in this part the organic
matrix is formed). In this latter, the formation of the organic matrix
occurs when the organic components are deposited on the membrane of
the outer shell [97–99], and finally, the uterus that adds calcium to the
shell, forms the cuticle and increases the weight of the shell
[96,97,100].

2.1. Stages of the biomineralization and composition of the eggshell

The avian eggshell is a highly complex structure, which contains
five main components: cuticle, mineral palisade, internal mamillary
buttons and membranes as shown in Fig. 16 [97]. The cuticle is the
external layer of the shell composed mainly of organic matter and it is
responsible for the coloring of the egg. It provides protection against
microbial contamination in the first hours after oviposition [101]. The
mineral palisade is composed mainly of biominerals (calcium

carbonate), a low proportion of organic matter (2–3%), and pores that
allow the exchange of gases inside and outside the shell [102–104].

One of the most characteristic pores from a variety of pores found in
eggshells of birds (Fig. 17) is the simple and unbranched funnel shape
hole (Fig. 17A). The pores corresponding to rhea and ostrich, are more
branched and wider on the surface of the shell (Fig. 17B and 17C, re-
spectively), and in the case of emu, it has a simple branched and re-
ticulate pore system (Fig. 17D). In this way, a structure of the crystals
establishes a gradual growth with a preferred orientation. The crystals
oriented perpendicularly to the substrate, keep growing in the outer-
most part of the layer. However, this tendency only happens if the
growth of the crystals is anisotropic (greater in one direction) due to the
inhibitions in the growth of certain surfaces, due to the interaction with
the organic matrix [105,106].

The mamillary nuclei correspond to a layer deposited on the surface
of the membrane. It is in this phase, where the formation of the nu-
cleation sites takes places and where the calcium carbonate crystals
grows; therefore, the initiation sites of the mineralization occurs and
the formation of spherules around of the nuclei take place [107–109].
The membranes are composed mainly of proteins in a 95%, of lipids in a
3% and of hydrocarbons in a 2%. We know that it is a network of fine
fibers what constitutes a membrane that connects the internal part of

Fig. 15. Reproductive system of the hen. Reprinted from reference [98].
Copyright 2019 permission from Frontiers in Bioscience.

Fig. 16. Parts of hen eggshell. Reprinted from ref [98]. Copyright 2019 permit
from Frontiers in Bioscience.

Fig. 17. Pore formation of different avian eggshells. (A): Form pore in most
eggshells of birds; (B): pores of rhea eggshells; (C): pores of ostrich eggshell; D:
pores of emu eggshell. Reprinted from ref [121]. Copyright 1984 Elsevier.
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the shell with the mineralized phase and an outer membrane. These
membrane layers form a three-dimensional network of entangled fibers,
parallel to the surface of the shell and play a secondary role in the
mineralized layer [110–112].

During the mineralization of calcium carbonate to form the egg-
shell, the process used to take three stages: the first is called initiation,
this starts in the testaceas membrane, which contains the mammillary
nuclei composed of polysaccharides like glycosaminoglycans and ker-
atan sulfate. These biological macromolecules give strength and hard-
ness to the material formed by biomineralization; stabilizing the mi-
neral surface and protecting it from dissolution; as well as maintaining
the orientation of the formed crystal [113]. For the biomineralization
process to be carried out, nucleation sites, supersaturation conditions
and agents that propitiate the nucleation are needed [114]. The nu-
cleation sites are composed mainly of an acidic protein capable of
binding calcium ions, like acidic sulphated polysaccharides, sulphated
proteins or carboxyl groups that requires the cooperativity of at least 2
or 3 ligands [115,116], where the concentration of calcium ions ob-
tained from the bloodstream and carbonate ions are enough for crystal
nucleation to take place in the mamillary buttons [70,117]. The second
stage is related to linear growth, this starts with the crystal growth of
calcite (rhombohedral) on the surface of a membrane with a well-de-
fined crystalline face. This part called mineral palisade leads to the
formation of pores size distribution that allow the egg to exchange gases
mostly oxygen for breathing (Fig. 17) [118]. The last stage corresponds
to finalization of the biomineralization process, it takes place in the
cuticle, where the secreted uterine fluid (rich in calcium phosphate)

inhibits the calcium carbonate precipitation and biomineralization
[119,120].

The most important component of the organic matrix for the egg-
shell´s protection is the uterine fluid. This contains proteins with dif-
ferent important functions, such as the formation of proteoglycans,
chaperone proteins, proteases/antiproteases, antibacterial agents
[79,122] mineralization processes, nucleation, orientations and mor-
phology of the biomineral [121-124]. It is composed of protein in a 70%
and of proteoglycans and polysaccharides in a11% [125]. All these
proteins can be classified into three groups:, ubiquitous proteins (type X
collagen [126], osteopontin [127], and clusterin [128], are found in
various tissues), egg white proteins (like albumin [129], ovotransferrin
[130], and lysozyme [131]) and the third group contains all the shell-
specific proteins, which are involved in the biomineralization process as
we mention below [132].

2.2. Intramineral proteins and calcium binding sites

In the eggshell´s formation there is a group called intramineral
proteins or specific proteins. The secretion of these proteins is per-
formed along a limited part of the oviduct (red isthmus) and in the
uterus during the calcification of the egg forming a perfectly defined
eggshell. From this group we can list: The ovocleidins (OC–17, OC–116)
[89,133] and the ovocalixins (OCX–21, OCX–25, OCX–32 and OCX–36)
[134,135]. Particularly, the ovocleidins are the main proteins of the
eggshell matrix, they are present in the mineral palisade and abound in
the uterus fluid during the calcification phase [90,132]. The

Fig. 18. Ribbon diagram of asialoglycoprotein receptor isolated from human (PDB: 1DV8) showing the calcium binding sites and their interaction with amino acids.
Calcium ions are shown in gray and the dotted lines indicate the expansion of the interactions of the ions with the amino acids. Reprinted from ref [143]. Copyright
2000 Elsevier
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ovocalixins, present also in the eggshell, are known to be serine-pro-
tease inhibitors. One of the first intramineral proteins of the hen egg-
shell isolated and structurally characterized by X-ray diffraction was the
ovocleidin–17 (OC–17) [89,136,137], with a molecular weight of 17
kDa and 142 amino acids. It is found in the tubular cell of the uterus
and the expression occurs in the uterine fluid during the growth phase
of the calcification of the eggshell [79,138].

Later on, human lithostathine (HLIT) was also isolated and bio-
chemically characterized. This protein was found responsible for the
inhibition of the formation of pancreatic stones [139]. The pancreatic,

renal or biliary stones are calculi that contain mainly calcium, phos-
phate, uric acid, magnesium or even mixtures with biomolecules
formed by the precipitation of these minerals that are found in high
concentrations through pathogenic biomineralization [75,140,141].
Another human protein related to calcium binding is the ansialogly-
coprotein receptor, this protein is responsible for the transport of mo-
lecules from the outer to inner parts of liver cells [142,143]. Structu-
rally speaking this protein presents three calcium binding sites (Fig. 18)
which are mainly linked to negatively charged amino acids such as
glutamic and aspartic acids by coordination bonding. The calcium
shows an octahedral geometry in coordination with water molecules. In
the first binding site calcium is connected to three aspartic acids (Aps
215, Asp242 and Asp253), one glutamic acid (Glu252), and two water
molecules. The second binding site has similar coordination to the site
1, which is a coordinate with glutamic acid (Glu252), glutamine
(Gln239), asparagine (Asn264), aspartic acid (Asp265), two water
molecules, aspartic acid and tryptophan molecules that act as highly
conserved contributor to the hydrophilic and hydrophobic core,
whereas site 3 interacts with valine (Val190), glutamic acid (Glu196,
Glu277), three water molecules, and a serine (Ser163) that helps to
stabilize the region [144].

This superfamily shares conserved regions of amino acids with their
similar members, all these proteins have 110 to 140 highly conserved
residues. They consistently present three disulfide bridges and some
globular domains. These domains consist of two to three α-helices, six
to eight β-strands and a prominent loop that form the core of the pro-
tein, as seen in Fig. 18, though their function is always to link the
calcium [145,146]. From the crystallographic point of view all mem-
bers have an intramolecular disulfide bond at N-terminal, but with
different location of the other structure factors. Particularly, the OC–17
presents a relationship of 2–1–1–1–2–1–3 with eight β-sheets and three
α-helices. The SCA–1 has a relation of 2–1–1–2–3–1–2, with one more
α-helix than OC–17, while the HLIT has six β-sheets (two less than the
previous one) and three α-helices like OC–17, with a relation of
2–2–2–1–2. Fig. 19 shows the comparison of OC-17 with other similar
intramineral proteins like SCA-1(struthicalcin-1) and HLIT (Human
Lithostathine).

Fig. 19. UP: Ribbon representations of OC–17, SCA–1 and HLIT (human lithostathine) (PDB: 1GZ2, 4UWW, 1LIT). α-helices are shown in blue, β-strands in purple
and the three disulfide bridges are in green. DOWN: a cartoon representation of the topology of the OC–17, SCA–1 and HLIT. The arrows indicate the direction of
chain and the β-strands; the rectangles indicate the α-helices. Modified reference [139]. Copyright 1996 EMBOpres. Reprinted from reference [143]. (For inter-
pretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

ANCA 100  

SCA-1 62 100  

RCA-1 68 74 100  

DCA-1 65 70 77 100  

OC-17 34 36 38 39 100  

DCA-2 43 41 41 44 43 100

SCA-2 43 40 42 44 44 83 100  

RCA-2 43 42 42 45 46 78 84 100 

Fig. 20. ANCA: Anseocalcin; SCA: Struthiocalcin; RCA: Rheacalcin; DCA:
Dromaiocalcin; OC: Ovocleidin. Obtained from Clustal-Omega software.

Fig. 21. Neighbor-ioning phylogenetic tree, which distributes to proteins ac-
cording to their distance based on the percentage of identity Obtained from
Clustal-Omega software.
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2.3. Phylogenetic relationship between homologous proteins

The ratite birds like Ostrich (Struthio camelus), the greater rhea (rhea
Americana) and emu (Dromaios novahollandiae) belong to the
Palaeognathae superorder. On the other hand, the hen (Gallus gallus),
the goose (Anser anser) correspond to the order Neonagthae. The

sequence presented in the identity are 34%-46%. Percentage identity
between homologous proteins is shown in Fig. 20.

The most characteristic feature of the Palaeognate superorder is that
the eggshell usually contains 2 proteins called CTLD, which is the ac-
ronym of Lectin-like type domain. Nowadays, we could easily classify
these proteins into two groups: The first group includes the protein
isolated type 1 with ANCA, which presents a high degree of identity.
The second group called type 2 includes OC-17, which has an identity of
43-46%. While the protein of the group 2 have an identity of 78-84%.
The identity obtained by using phylogenetic tree (see Fig. 21) can be

Fig. 22. Morphological changes in calcite crystals in presence of different proteins. At 50 μg/mL, (A): SCA–1, (B): SCA–2, (C): DCA–1, D: DCA–2. At 75 μg/mL, (E):
SCA–1, (F): SCA–2, G: DCA–1, (H): DCA–2. At 100 μg/mL, I: SCA–1, J: SCA–2, K: DCA–1, L: DCA–2. Reprinted from ref [79]. Copyright 2014 ACS Publications.

Fig. 23. Morphological changes in calcite crystals in presence of OC–17. (A):
200 μg/mL; (B): 100 μg/mL; (C): 50 μg/mL; (D): 5 μg/mL. Reprinted from ref
[137]. Copyright 2004 American Society of Biochemistry and Molecular
Biology.

Fig. 24. Morphological changes in calcite crystals in presence of CCA–1 (A–C)
and CCA–2 (D–F). A, D: 100 μg/mL; B, E: 250 μg/mL; C, D: 500 μg/mL.
Reprinted from ref [147]. Copyright 2018 American Chemical Society.
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genetically demonstrated with distances based on a multiple sequence
alignment which shows the same type of grouping. In the case of pro-
teins belonging to the Palaeognathae superorder, demonstrating that
proteins are homologous in different species. In relation to the inter-
action we can assume that negatively charges of the waste of acidic
amino acids and the positively charges of the basic residues in proteins,
interact with calcium carbonate ions, respectively.

A very characteristic of the Palaeognathae superorder is that the
eggshells used to have two proteins of this type, whereas the rest of the
birds have only one. From all the above, we can infer that the ancestral
species of the birds of the superorder Neognathae lost one of the pro-
teins with a CTLD, however, the ANCA proteins have greater identify
with the group 1 of the Paleognathae proteins, while the OC–17 has a
greater identify with group 2, which leads two events of loss of proteins
with a CTLD and to think that they perform similar functions within the
formation of the shell.

It has been recently found that reptiles such as crocodile, species
taxonomically related with birds, have homologous proteins with CTLD

similar to those reported in the ratite's birds. Crococalcin (CCA–1 and
CCA–2) were isolated from the crocodile shell (Crocodylys moreletti)
[147], which are morphologically distinct from birds’ shells.

To know the identity of the proteins that have CTLD in the eggshell
of birds a multiple aligned sequences (MAS) was performed as shown in
the Fig. 1S (Supplementary material). According to the sequences,
ANCA presents a repeated sequence of charged amino acids EEDD, KKR
and DDDE that are not preserved in OC–17. These sequences are also
found in proteins present in the shell of the Palaeognathae superorder.
Particularly, in the case of SCA–1 has amino acids EEEED, KKH and
DDDD, and SCA–2 has EEE, EEEAGEE and RRR. The RCA–1 has DDD,
and RCA–2 has EEE, EEE, RRH and RRR. The DCA–1 has EEEE and
DDDE, and DCA–2 has EEE, EEE and RRR. These amino acids sequences
may indicate that they could be associated with an electrostatic inter-
action with calcium carbonate.

In addition, Mann [148] indicates that these proteins have post-
translational modifications such as phosphorylation of serines, ex-
clusively in group 2. For this reason, the OC–17 presents an identity
with the proteins of group 2, since it presents two serine amino acids,
where the phosphorylation takes place as the Ser61 and Ser68. In the
case of SCA–2, RCA–2 and DCA–2, presents three phosphorylation sites
Ser 61, Ser65 and Ser68. The mechanism of phosphorylation for specific
residues play an important role in biomineralization together with in-
teracting with calcium ions [149], even by inhibiting the deposition
calcium carbonate [150,151].

2.4. Morphology and habit of calcite crystals in the presence of proteins

The influence of intramineral proteins on the growth of calcite
crystals has been reported: such as those fractions of proteins with
different isoelectric point [152], the uterine fluid of the hen [120,153],
lysozyme [154] and recently of intramineral proteins like OC–17 [137],
SCA and DCA [122,155].

Calcite crystals have a rhombohedral morphology as seen in Fig. 13,
however, in the presence of SCA and DCA, it is observed that the
morphology of the crystals is dependent on the concentration of the
protein, varying from a dodecahedron-like with rounded vertices to
spherical or ellipsoidal polycrystalline aggregates. From Fig. 22 (A-L), it
can be identified that the SCA–1 protein has the greatest effect on the
morphology of the crystals, causing them to grow with a dodecahedron-
like (Fig. 22A) morphology up to spheres (Fig. 22I). Subsequently, the
proteins SCA–2, DCA–1 and DCA–2 have a lower influence forming
polycrystalline aggregates in the form of polycrystalline ingrowth
(Fig. 22F, G and H), as well as OC–17 (Fig. 23). At higher concentra-
tions, the main morphology of the crystals is completely lost, growing
spherical aggregates with an indistinguishable surface.

The adsorption of proteins on different faces of the crystal used to
affect the crystalline habit as shown in Fig. 23. The formation of
spherical aggregates indicates that this adsorption is not specific since it
deposits on the surface of the crystal block the growth of calcite for all
the faces. The influence of the protein OC–17 has the same behavior as
the previous proteins, but without significant changes with the increase
of the protein concentration (Fig. 23) In this way, we can infer that
calcite interacts more with the proteins from the Palaeognathae su-
perorder than that obtained from the Neognathae superorder.

The difference between the tests carried out with proteins isolated
from bird's shells and the tests carried out with crocodile eggshells is
that, the latter, show a greater alteration in the growth of calcite
crystals at low concentrations (Fig. 24A to D), observing a spherical
morphology, which is observed in the other tests at higher concentra-
tions. Currently there is not any structural explanation that can explain
this experimental result. However, the semispherical shape is evolu-
tionary selected because such containers of the new life are most stable
mechanically - eggs that may have other shapes are easily broken,
which results in missing offspring. Therefore, such species are extinct.

So far, we have understood that Nature is always using the same

Fig. 25. (a) Eosinophils showing granules containing dark rectangular crystals
of EMBP. (b) A trichocyst attached to the outer membrane of Paramecium. (c) A
protein toxin crystal within Bacillus thuringiensis. (d) An encapsulated virus
rod of the granulosis virus of Plodia interpunctella. Scale bars correspond to (a)
1 μm and (d) 0.1 μm. Reproduced with permission from reference [159]. Curr.
Opinion in Colloid & Interface Science 11(2006) 40–46.
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mechanisms of crystal growth either to form complex forms like bio-
morphs or eggshell´s formation in birds. We have accumulated suffi-
cient knowledge to get advantages and use the molecular biology
techniques and overexpression of proteins to grow crystals of biological
macromolecules In vivo. This new way of producing protein crystals is a
modern topic in serial crystallography, when using the synchrotron
facilities. Nowadays, small crystals in the size scale of microns and
nanometers or highly pure solutions of proteins are used to get the 3D
structure in the synchrotrons of the fourth generation. This last part of
the contribution will show how a new generation of crystallographers
need to be trained not only in the physics of crystal growth and X-ray
diffraction, but also in molecular biology techniques. This is important
to understand that in our current days, crystallography has met the
nanotechnology and big data analyses (using the modern X-ray facil-
ities), these are challenging issues to be faced in the near future.

3. Crystallization in vivo for x-ray crystallography

The understanding of most of the biomineralization processes as
well as the mechanisms of crystallization and crystal growth has a lot of
applications in materials science and in life sciences [155,156]. Re-
cently, most of the novel contributions have been concentrated on using
biomineralization concepts to synthesize new bioinspired functional
hybrid materials. During this synthesis there is a control on specific
size, on the obtainment of complex morphologies, as well as on the
composition and structure, even in these materials the self-assembly
processes driving the biomorphs growth allow to obtain and to design
hierarchically ordered materials with specific optical, chemical and
physical properties [18,157]. These designed structures usually proceed
through the synthetic route using functions of some molecules [158].
However, few efforts have been done in developing strategies to syn-
thesize and to grow crystals of proteins using the biological machineries

of living organisms evolved during millions of years as shown in Fig. 25
[159].

The existence of high technologies developed for the characteriza-
tion of small protein crystals (via X-ray free-electron lasers, XFEL) has
allowed to obtain a modern megahertz serial crystallography. This has
changed the concept of availability of big crystals to know the high-
resolution structures of proteins, DNA, RNA or their macromolecular
complexes. Nowadays, X-FEL techniques allow to obtain structures of
bio-macromolecular complexes in the scale of nanocrystals and using X-
ray pulses with a megahertz inter-pulse spacing [160,161].

The advantages of obtaining protein crystals (in the size ranging
from nanometers to micrometers) directly in specialized micro-or-
ganism cells has been poorly explored. The first formal approach of
characterizing proteinaceous crystals obtained in Bacillus cereus was
published by Toumanoff in 1953 investigating the bacterial toxin that
paralyze the silkworm larvae [162]. The use of Bacillus thuringiensis to
produce toxin crystals was done by Angus in 1954 [163]. Later on,
investigations on the metabolism of Bacillus thuringiensis contributed
to the understanding the relationship between spore and crystal for-
mation in vivo [164]. The role of pathological crystals for applications
in materials science in terms of anomalous crystallization in a human
body leads to the application of this knowledge for several diseases
[165]. The synthesis of a variety of crystals mediated by proteins in
different biological organisms has been recently reviewed applied to
inorganics and organics [166].

On the other hand, the in vivo protein crystallization is a promising
strategy to obtain biological macromolecules crystals grown in specia-
lized cells. There are photo-convertible fluorescent proteins found in
corals from Fabia favus that have been studied demonstrating the
usefulness of the engineered high-lighter. This concept has been applied
to biological samples validating the structure via site-directed muta-
genesis to obtain fluorescent protein as an optical tool [167]. The

Fig. 26. Examples of cypovirus and baculovirus poly-
hedra. Scanning electron micrographs of (a) re-
combinant BmCPV-H29S polyhedra, (b) wild-type
BmCPV polyhedra, (c) recombinant AcMNPV-G25D
polyhedra, and (d) wild-type AcMNPV polyhedra. The
cavities visible on the surface of wild type polyhedra are
presumed to have been previously occupied by virus
particles. The scale bars represent 1 μm. With copyright
permit of Ref. [170] Elaine Chiu, Coulibaly Fasséli, Peter
Metcalf, Current Opinion in Structural Biology 22
(2012), 234–240.
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microfluidic technologies were based on the growth of inorganic and
organic crystals in living organisms emulating the idioblasts, which are
usually a highly specialized cells that have several functions such as
storage of chemicals, excretory materials or deposit of biominerals
concentrated by supersaturation processes. These microfluidic tech-
nologies allow to grow crystals based on free-interface diffusion me-
chanisms [168].

The crystallization of human IgG via the endoplasmic reticulum in
ovary cells has shown the potential of the protein crystallization in
[169]. By using this method in insects, a viral polyhedra intracellular
protein crystals were produced and solved by X-ray diffraction at
atomic resolution (Fig. 26). These were the smallest protein in vivo
crystals used for the novo structure determination [170].

Novel strategies to obtain crystals using the in vivo crystallization
have opened the opportunities for structural analysis in a variety of
biological systems [171,172]. Recent publications have applied in situ
data analysis using dynamic light scattering and data collection using
XFEL to microcrystals of firefly luciferase and green fluorescent protein-
tagged reovirus micro-NS. In this contribution the authors applied live-
cell imaging techniques to investigate the dynamic crystallization me-
chanisms in cells [173]. The crystallization of protein called (kikGR-
Xpa) as well as the autophaging cell´s response showed the plausible
applications of the in vivo protein crystallization (Fig. 27). This in-
vestigation demonstrated that these strategies are feasible for proteins,

which are difficult to crystallize. It is a practical tool to study nucleation
dynamics [174]. The same concept was applied to coral fluorescent
protein, grown in vivo encapsulated by the autophagosomal mem-
branes, lysosomal lumen, and inside the cellular nucleus [175] Figure
28.

The free-electron laser used to collect full datasets; it was applied to
alcohol oxidase microcrystals. These crystals were initially grown in the
native cellular organelle. This procedure of growing crystals did show
the potential of the crystallization in vivo [176]. The crystals of the
Bombyx mori polyhedron as a model system diffracted up to 1.5Å; the
strategy took approximately eight days from the overexpression to the
obtainment of the X-ray crystallographic structure [177].

The in vivo crystallization using Bacillus thuringiensis has been re-
cently reviewed, and it has been applied to Three Domain Cry Toxins,
which make these proteins a perfect model for the in vivo crystallization
research and production of biopesticides [178].

The specific obstruction of certain steps along the in vivo crystal-
lization by using a specific drug based on biochemical and physiological
strategies was done against the insect Rhodnius prolixus. This strategy
dysregulated the heme-redox homeostasis and disrupted the vector/
parasite ultimately with a positive effect on Chagas disease [179]. This
methodology stablishes intracellular protein crystallization for the
construction of a novel platform for recombinant proteins [180].

A general overview on protein crystallogenesis describing what is

Fig. 27. In vivo crystallization of KikGR-Xpa and the Autophagic Response of the Cell Upon transient expression of KikGR-Xpa, a crystal is formed in the cytosol of the
transfected cell (Steps 1,2) (note: nuclear crystals also form but are not shown for simplicity). With copyright permit from [174] Hanisov and Kirkin Molecular Cell
2015:58:5–7.
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needed in the future for a precise crystallographic work has been
published elsewhere [181]. In that contribution there is a historical
journey from the crystallogenesis from the physiology time as well as
from the classic development of chemistry, passing through the history
of methods of protein crystallization up to modern techniques to solve
three dimensional structures at very high-resolution using the modern
SFX and XFEL techniques at the synchrotrons of four generation.

Concluding remarks

This manuscript summarizes valuable information concerning im-
portant aspect of bio-mimicking crystallization and biomineralization/
biocrystallization. To elucidate the biological roots of the biominer-
alization, the role that silica and alkaline earth metals have played in
the formation of life-like structures (so-called biomorphs) was con-
sidered firstly. The biochemical aspects of eggshells formation in vivo
were elucidated in the second part of this contribution. The role of
calcium carbonate in creation of avian eggshells was revised thor-
oughly. We concluded the third part with the advantage of knowing the
biological mechanisms based on molecular biology concepts, to obtain
protein crystals in vivo and in cellulo techniques. Both methods use the
cellular machinery of growing biocrystals in specialized cells that have
evolved through millions of years. This new way of producing protein
crystals is a trending topic for modern crystallography when using the
facilities of the X-ray free-electron lasers (four generation of synchro-
trons) for megahertz serial crystallography. We hope that these three
topics connected by crystal growth mechanisms will help the readers to
understand the magnificence of the biomineralization processed in
Nature.
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ABSTRACT: This work presents a detailed structural and morphological analysis
of different dinosaur eggshells such as Spheroolithus (sample 1, 2), lambeosaurinae,
Prismatoolithus, and one unidentified ootaxon performed by high-resolution
scanning electron microscopy (HRSEM). These ancient eggshells of Late
Cretaceous dinosaurs were collected in the coastal area of El Rosario, Baja
California in Mexico. Additionally, a thorough study was performed on the
elements present in the samples by different techniques such as energy-dispersive
spectroscopy (EDS), X-ray fluorescence (XRF), and X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS). The XPS technique was performed to make an accurate
identification of the compounds of two different types of eggshells (Spheroolithus
sample 1 and Prismatoolithus). This contribution compares the surface of five
different dinosaur eggshells of 74 Ma and their inner section to determine the
morphology, distribution of the chemical elements present, as well as their relationship. The observed morphology of the ornithopod
eggshells of the herbivorous species shows that the mammillary cones are in the form of columns with microaggregates and irregular
pores. In contrast, in the theropod eggshells, the mammillary cones are observed in different forms with wider pores. Finally, the
chemical components present in the structures of each of the samples were estimated using the information obtained from SEM-
EDS, evidencing the presence of calcite, quartz, and albite in each of the samples. The composition reveals that eggshells contain Si,
P, S, K, Ca, Mn, Fe, and Sr and trace elements such as Cr, Cu, and Zn. The presence of heavy metals may be an indication that the
eggshells presented diagenetic alterations.

■ INTRODUCTION
Dinosaurs were one of the most enigmatic and interesting
species of animals that have existed on earth. They lived in a
variety of environments that ranged from forest to arid land,
including the coast around the oceans.1,2 Of these species, the
first dinosaur was the Megalosaurus discovered and described
by William Buckland at the end of the 18th century.3,4 Later,
Mary Ann Mantell identified the Iguanodon and the
ankylosaurus Hylaeosaurus that presented great differences in
the shape of bones, posture, and teeth compared to the first
discovery.4 In the second half of the 19th century, William
Parker-Foulke found the first duckbill dinosaur fossil
Hadrosaur foulkii.5,6 The Hadrosaurus species belong to the
Hadrosauridae family. They are a group of herbivores that
lived approximately 80−66 million years ago during the Late
Cretaceous period.7 Subsequently, the theropod Cryolophosau-
rus ellioti belonging to the Tetanurae family was discovered in
the Antarctica.8 This family belongs to the carnivorous species
called maniraptoran that lived between the Late Jurassic and
Late Cretaceous period (160−66 million years back).9

All of the dinosaurs mentioned above faced a period of
extinction along the earth, with the fossils found in different
parts of the world being the only evidences of their existence.
Information from the paleoenvironmental conditions, as well
as diagenetic and thermal changes were investigated for fossils

comprising bones, skeleton, tracks, skin impressions, gastro-
liths, coprolites,10 nets,11 and eggs or eggshells.12,13 Since the
sensational discovery of dinosaur eggs in Gobi desert by the
Central Asiatic Expedition of the American Museum of Natural
History in the early 1920s, the remains of fossil eggshells, eggs,
and nest have been found in all of the continent and all
Mesozoic deposits, most of them from the upper Creta-
ceous.14,15 Just in North America alone, there exist at least 40
localities with fossils of eggs and eggshells distributed between
Canada, the United States, and Mexico.16

Most of the works on the classification of fossil eggshells are
based on their different characteristics such as the general
morphology, pore shape, and thickness, but mainly the
biocrystalline arrangement.17−20 A few works focus on the
element and the isotopic analysis that we carried out. These
were done to find information about the possible body
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temperature of some of the dinosaur groups,21 but above all,
we wanted to infer their paleoenviromental conditions.22,23

Regardless of its size, morphology, and shape, the eggshell
provides the embryo a stable and adequate medium called the
homeostatic medium.15 The egg is composed of two phases: an
organic phase constituted of sugars, lipids, and proteins, and an
inorganic phase mainly composed of calcium carbonate
(CaCO3) that corresponds to the mineral part of the eggshell
(Figure 1). The function of the eggshell (based on its
architecture) is to protect the embryo against external
environmental agents that affect its development.24,25

A great diversity of Late Cretaceous dinosaurs has been
discovered26 in Mexico, where, at present, there only exist two
localities with egg and eggshell fossil records: Cerro El Pueblo
Formation at the south of Coahuila27 and El Gallo Formation
in Baja California.28 Those discoveries lead to the studies of
paleopathology,29 ignites,30 teeth,31 and the paleoenviron-
ment32 of different species, with the Hadrosauridae family the
most reported in the scientific literature.33 These works, like
most of them, are focused on the classification of eggshells;
however, there is no information about the elemental
composition of fossil eggshells found in this country.
Therefore, we have studied the elemental composition and
their distribution in different areas using different dinosaur
eggshells. We have also studied the change they have
undergone due to the paleoenvironmental and diagenetic
conditions that caused the formation of exogenous inorganic
sediments in these eggshells.
The majority of dinosaurs’ eggshells found in old nests in

different parts of the world are proved enough of their
existence. The following questions arise: How were they
originated? How did these species disappear? But most of all,
how can we characterize the one unknown sample if it does not
correspond to the others in the nest? None of these questions
have a simple answer as we cannot travel back in time to be the

direct observers of how that happened. Nor are there any living
witnesses alive. However, some testimonies have been found
recorded on the surface of Earth’s rocks or fossilized samples in
the best cases, but this information is, most of the time, hard to
decode and rests there hidden. However, we have some
techniques that can help us to unravel some of the mysteries
that lie there hidden, such as spectroscopic and microscopic
techniques.34 These were performed to study the surface and
cross-sectional morphology as well as the elemental
composition of the external and internal surfaces of the
eggshells of five samples: Spheroolithus (samples 1 and 2),
Lambeosaurinae, Prismatoolithus, and one unidentified ootax-
on. The aim of this research was to perform strategies to
analyze the eggshell of the unidentified ootaxon to determine
whether it belonged to either herbivorous (ornithopod) or
carnivorous (theropod) dinosaurs.
The eggshell samples assigned to the oogenus Spheroolithus

and Prismatoolithus were described and identified in a previous
work.28 However, based on the El Gallo Formation fossil
record, it is believed that these eggshells were laid by
ornithopod hadrosaur (Figure 2A) in the case of Spheroolithus
eggshells, and by a theropod troodontid in the case of the
Prismatoolithus eggshell (Figure 2B).27 The Lambeosaurinae
eggshell is assigned to this taxon thanks to association founded
in the site. The unidentified sample is too damaged to identify
and to classify into an oofamily.
All of these analyses aimed at giving information about the

elemental composition of the dinosaur eggshells collected in
Mexico contributing therefore to the paleontological research
in the Americas, in the same way that has already been done in
other continents.

Geographical Location of the Dinosaur Eggshells.
The samples were collected in the El Gallo Formation (Late
Campanian) in the town of El Rosario, Baja California. The
Lambeosaurinae eggshells (II) were 3.4 km from El Rosario
(30°3′25′N 115°45′37″W) (Figure 3); those of the
Prismatoolithus eggshells (IV) and the unidentified ootaxon
(V) were 1.2 km from point II (30°3′50″N 115°46′12″W),
while the two Spherooltihus eggshells (I and III) were 2.1 km
from point II (30°3′58″N 115°46′45″W).

■ RESULTS AND DISCUSSION
The samples studied were donated from the Institute of
Geology from the National Autonomous University of Mexico
(UNAM). These eggshells were dated and classified according
to the classic protocols used in paleontology. However, there
was not any approach or methodology to characterize these

Figure 1. Schematic illustration of the parts of the avian eggshell.

Figure 2. Illustrations of (A) ornithopod (herbivorous) and (B) theropod (carnivorous) dinosaurs belonging to the Hadrosauridae and
Troodontidae families.
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samples by spectroscopic and structural methods. Figure 3
shows the optical photos of five dinosaur eggshells discussed in
this work. They present dimensions of approximately 0.5 cm ×
0.5 cm. We were able to appreciate that the theropod eggshell
(IV) has a reddish coloration and smooth surface, while the
ornithopod eggshells (I, II, and III) have opaque colors such as
gray and light yellow with rough surfaces.
According to the images in Figure 3, the eggshells of the

unidentified ootaxon (V) are similar to the eggshells
corresponding to the ornithopod (I and III) in terms of
roughness and thickness.
Morphological Characterization by Scanning Elec-

tron Microscopy (SEM). An intrinsic characteristic of the
ornithopods’ eggshells is that they present tubular calcite
crystals. The phases are usually merged, making it difficult to
discern them, and in some cases, present ornamentation in the
outer layer.14,15 The characteristic of Prismatoolithus eggshells
from theropods, on the other hand, presents at least two
structural layers in the eggshell, a mammillary layer in the
lower part of the eggshell with a radial-tubular structure,
followed by a prismatic layer in the upper part with a tubular or
columnar structure. In addition, they have a smooth external
surface as ornamentation.35,36

From the external and internal surfaces (Figure 4A,B), we
can observe large deposition of granules forming larger
aggregates, thus preventing the visibility of smaller particles
due to the fusion of adjacent units. The inner surface of the
ornithopod eggshells (Figure 4, types IB, IIB, and IIIB)
presents units with fibrous structures similar to those observed
in titanosaurid dinosaur eggshells,37 which were probably

formed due to the presence of the membrana testacea
(indicated by the yellow arrow in Figure 4B). As for the
therapod eggshells (Figure 4, type IVB), they present granular
structures of different shapes and sizes distinct from those
observed in the nonidentified ootaxon (Figure 4, type VB),
which has microaggregates scattered over the entire internal
surface, giving a soft and fibrous appearance in some areas of
the eggshell.
However, the theropod eggshell (Figure 4, type IVC)

presents a smooth appearance, without protuberance on the
surface. Dinosaur eggshells have different ornamentation forms
such as nodes, valleys, or ridges38 distributed over the entire
outer surface of the eggshell.15 Spheroolithus eggshells (Figure
4, types IC and IIIC) present nodes distributed at different
distances (this is indicated by the yellow arrow in Figure 4C),
similar to those found in the unidentified ootaxon (Figure 4,
type VC). In the case of the Lambeosaurinae eggshell (Figure
4, type IIC), we were unable to identify any ornamentations
due to the wear that the eggshell presents. We could, however,
observe a thin lamina in some areas of the surface, which
probably corresponds to structures formed by the diagenetic
processes. Apart from all of these characteristics, the
ornithopods eggshells also present a calcite diagenetic layer
of approximately ∼100 μm thickness, which makes the
visibility of the ornamentation difficult.

Figure 3. (a) Map of the precise location where the eggshells were
collected: (I) Spheroolithus sample 1; (II) Lambeosaurinae eggshell;
(III) Spheroolithus sample 1; (IV) Prismatoolithus; and (V)
unidentified ootaxon. The inset on the left-hand side is the amplified
zone of the north part of the Baja California peninsula, where these
samples were found. (b) Eggshells of the five types of dinosaurs: (I)
Spheroolithus sample 1; (II) Lambeosaurinae eggshell; (III)
Spheroolithus sample 2; (IV) Prismatoolithus; and (V) unidentified
ootaxon. Side A. External surface; Side B. Inner surface. Figure 4. SEM images of the five dinosaur eggshells. (A) External

surface; (B) inner surface; (C) cross section: (I) Spheroolithus sample
1, (II) Lambeosaurinae eggshell, (III) Spheroolithus sample 2, (IV)
Prismatoolithus, and (V) unidentified ootaxon. The ornamentation
(IC-VC) and fibrous structures (IB) are indicated by the yellow
arrow.
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The structural morphology observed in the eggshells varies
depending on the area of analysis. The Spheroolithus sample 1
(Figure 5, type I) is composed of layers of different
morphologies not very well faceted (Figure 5, type IA) and
of irregular structures with sizes ranging from 0.5 to 5 μm
(Figure 5, type IB). The first layer of the eggshell fulfills the
function of the base carrying out the process of crystallization
and formation of the mammillary cones. This layer grows
epitaxially, with a cone appearance (Figure 5, type IC), giving
way to the formation of the mineral palisade composed mainly
of calcium carbonate (CaCO3), which is responsible for the
hardness and shape of the eggshell.39 We were able to observe
the outer layer formed by a sheet of crystals arranged in parallel
(Figure 5, type ID). A similar observation was also made in the
eggshell of the Spheroolithus, sample 2 (type III), where the
layers are presented in different morphologies (Figure 5, type
IIIA). Here, we were able to appreciate more clearly a
polycrystalline growth (Figure 5, type IIIB), mammillary cones
growing out of the membrane (Figure 5, type IIIC), and a well-
defined calcite diagenetic layer (Figure 5, type IIID).
The Spheroolithus eggshells belonging to ornithopod

dinosaur, as does the Lambeosaurinae family eggshell (Figure
5, type IIA), present different structures with well-defined
facets with sizes greater than 5 μm (some even ranging from 20

to 50 μm). This is what causes an increase in the roughness of
the sample that can be easily spotted under an optical
microscope. This roughness prevents the observation of the
eggshell layers. However, the mammillary cones are shorter
and separated from each other (Figure 5, type IIC); they
present columnar structures in the outer layer of the eggshell
(Figure 5, type IID), as those observed in the previous species
(Figure 5, type ID).
The eggshells of the ornithopod dinosaurs present thin and

elongated mammillary cones with a rounded termination
arranged in parallel, very different from those observed in the
Prismatoolithus eggshell (Figure 5, type IVC). The mammillary
cones form clusters with broad juxtaposed bilayered structures
that have an unrounded and columnar termination in the outer
surface (Figure 5, type IVD). In addition, they have structures
with sizes ranging from 0.5 to 10 μm (Figure 5, type IVB),
while the nonidentified ootaxon presents a high similarity with
the eggshells of ornithopods in terms of crystal size and
appearance (Figure 5, type VB). We were able to distinguish a
polycrystalline growth identical to the one observed in the
Spheroolithus eggshell sample 2 (Figure 5, type IIIB), with thin
mammillary cones and closely spherical structures (Figure 5,
type VC), forming small columns located in the last layer of
the eggshell (Figure 5, type VD) and thus adding more

Figure 5. SEM images of the cross section of the five dinosaur eggshells. (A) Cross section; (B) structures observed in the cross section in different
zones; (C) mammillary cones; (D) structures present in the cuticle: (I) Spheroolithus sample 1, (II) Lambeosaurinae eggshell, (III) Spheroolithus
sample 2, (IV) Prismatoolithus, and (V) unidentified ootaxon. The outer surface is at the bottom of each image.
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evidence to the idea of the eggshell belonging to ornithopod
dinosaurs corresponding probably to the Hadrosauridae family.
Elemental Analysis by Energy-Dispersive Spectros-

copy (EDS). EDS analysis was performed on both sides of the
eggshells. Here, the presence of calcium (Ca), oxygen (O),
silicon (Si), and carbon (C) was mainly observed (Figure
6A,B). These elements are the main components of the
eggshell and of the wollastonite.40 This is one of the standards
of the compounds that can be found in the sample (see
Supporting Information Table S1). Wollastonite is a common
mineral that is obtained in the reaction of calcium carbonate
(CaCO3) with silicon dioxide (SiO2, due to the silicification)
in the eggshell. This synthesis happens in the soil at high
temperatures and pressures during progressive metamor-
phism.41 In addition, elements such as magnesium (Mg),
iron (Fe), potassium (K), sodium (Na), and aluminum (Al)
are also found in smaller quantities, as observed in the inset of
Figure 6A,B, respectively. These elements are mixed with
silicon oxide,42 forming albite, a common mineral that is also
composed of aluminum, potassium, and sodium.43

Of the elemental composition obtained, the calcium content
is inversely proportional to the content of silicon on both sides,
being higher on the outer side than on the inner side (Figure
6A,B). The decrease in the calcium content is probably an
indication that other elements have infiltrated through
diffusion, replacement, or recrystallization processes carried
out during fossilization.44

The presence of elements such as magnesium (Mg),
phosphorus (P), and manganese (Mn) is an indication that
sedimentary materials such clay minerals were filtered inside
the eggshells. Thanks to this, the elements and/or minerals

that are not part of the composition of the eggshell could also
be observed. The evidence that the eggshell has undergone
diagenetic changes during fossilization implied a change in the
elemental composition of the eggshell.
In addition, the EDS mapping of the studied area, framed

with a white line (Figure 7 and Supporting Information Figures
S6−S9), allowed us to observe that carbon, potassium, iron,
manganese, phosphorous, sulfur, and chlorine, in the case of
Supporting Information Figures S6−S9, are distributed more
evenly throughout the sample compared to the other elements.
Oxygen, sodium, aluminum, silicon, and magnesium are found
mainly in areas where calcium is present in a lower
concentration due to the spatial location of the atoms within
the structures formed in the eggshells. Furthermore, Figure 7
shows a larger structure framed in yellow, in which oxygen,
sodium, aluminum, and silicon are the most characteristic
elements, as is the structure shown in Supporting Information
Figure S9.

X-ray Fluorescence (XRF) Elemental Analysis. X-ray
fluorescence analysis is a technique that helps determining the
elemental composition of a sample with high precision
compared to the analysis obtained by EDS. Therefore, the
samples were analyzed to corroborate the data previously
obtained. Supporting Information Table S2 shows the mass
concentration (mg kg−1) of each of the elements found in the
samples. Being calcium the main component of the eggshells,
its high concentration is adequate for the type of sample.
Furthermore, silicon and phosphorous are slightly in excess
compared to aluminum, potassium, or iron, elements that are
naturally found in the soil.45 Moreover, the presence of
sodium, magnesium, and chlorine was observed with values

Figure 6. Elemental composition in the percentage of molecular weight of the eggshells of the five dinosaurs. (A) External surface; (B) inner
surface; orange: Spheroolithus sample 1, green: Lambeosaurinae eggshell, yellow: Spheroolithus sample 2, purple: Prismatoolithus, blue: unidentified
ootaxon. The inset shows a zoom over the area where the percentage value of the elements present in the tables is very low.
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that are considered unreliable. However, the presence of metals

like chromium (Cr), copper (Cu), zinc (Zn), and strontium

(Sr), which were not observed by EDS, was detected by XRF.

This provides information about the strength of the energy of

the electronic levels, as the depth of the signal produced by

XRF is greater than the one produced by EDS, allowing

determination of these elements, which are in very low
concentrations.

Determination of the Electronic State of the
Elements by X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS).
X-ray photoelectron spectroscopy is used to determine the
elemental composition and chemical and electronic states of
the elements present on the surface of a sample at a depth of

Figure 7. Images of the elemental distribution EDS (in color) of the surface eggshell of the Spheroolithus sample 1. (A) External surface, (B) inner
surface.

Figure 8. X-ray photoelectron spectra (XPS) of the eggshell of the Spheroolithus sample 1 (external and inner surfaces). The electronic state of
some elements presented in the eggshell surface corresponds to the observed by EDS and XRF.
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1−10 nm.46 Due to the presence of metals such as chromium,
copper, zinc, and strontium detected in the XRF analysis but
undetected in EDS, we decided to corroborate whether these
elements could only be found inside or whether they could also
be found on the surface of the samples. Based on these data,
we found that these atoms were surrounded by the main
elements of the eggshell (Ca, C, O). Compared to that of the

bulk, the metals had a much higher binding potential on the
surface, causing an increase in reactivity.
According to the spectra obtained from the ornithopod and

theropod eggshells (Figures 8 and S11), the elements that are
evident are calcium (Ca 2p, ≈347 eV), oxygen (O 1s, ≈532
eV), carbon (C 1s, ≈285 eV), silicon (Si 2p, ≈102 eV),
aluminum (Al 2p, ≈74 eV), iron (Fe 2p, ≈712 eV), sodium

Figure 9. Deconvoluted X-ray photoelectron spectra of the external surface of the eggshell Spheroolithus sample 1. The tables show the binding
energies of each compound; binding energy (B.E.).
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(Na 1s, ≈1072 eV), and magnesium (Mg 1s, ≈1303 eV). The
intensities corresponding to oxygen and carbon are the most
notable (with the exception of calcium on the external
surface), probably due to the presence of organic molecules
formed on the surface of the eggshells and to the calcite
diagenetic layer formed by the fossilization process. The
decrease in some of the signals is caused by electrons that are
elastically dispersed before leaving the surface of the sample,
causing a reduction in the kinetic energy of the electrons and,
therefore, a decrease in the intensity of the peaks.
To determine the chemical bonding and compounds on the

surfaces of each of the samples, the deconvolution of each of
the electronic states was carried out, determining thus different
functional groups from spheroolithus eggshell (Figures 9 and
S10) (to see the compounds of each spectrum, see the
Supporting Information). The aluminum (Al 2p) spectrum
was resolved into four curves. The peaks at 76.74 eV and 74.09
eV are related to oxide (Al2O3) and hydroxide (Al(OH)3)
compounds, while the peak at 75.19 eV is associated with
aluminosilicates (Al2SiO3) and metallic Al is founded at 72.58
eV. Silicon (Si 2p) spectrum had the same behavior as
aluminum, with four curves at 104.52, 103.09, 102.07, and
100.64 eV, associated with elemental silicon, Si 2p3/2, Si 2p1/2,
and silicon oxide (SiO2). The nonmetallic element such as
carbon (C 1s) presents a peak at 286.09 eV, which is
associated with acetyl compounds (O−C−O). At 284.37 eV,
compounds with nonoxidized alkane-type carbon groups (C−
C) were observed, as well as carboxylic groups (CO) at
289.23 eV. In addition, metal carbonates were observed at
290.21 eV, which are probably associated with CaCO3 and
Na2CO3. Besides, the C sp2 and C sp3 peaks were detected at
285.14 and 284.03 eV, respectively. Oxygen (O 1s), another
nonmetallic element, corroborated the information obtained
from the C 1s, the signals corresponding to the C−O group
belong to alcohol and ether groups at 532.91 eV, and metal
oxides at 530.82 and 529.50 eV are observed.47,48

The binding energies of the characteristic signals of alkali
and alkaline-earth metals such as sodium (Na 1s) for the case
of Prismatoolithus eggshell (Figure S11−S13), calcium (Ca
2p), and magnesium (Mg 1s) indicate that compounds linked
as oxides (CaO at 346.63 eV, MgO at 1304.12 eV), hydroxides
(Mg(OH)2 at 1302.04 eV, NaOH at 1073.26 eV),
aluminosilicates (Na[AlSi3O8] at 1072.18 eV, chemical
composition of albite), phosphates (Mg(H2PO4)2 at 1306.44
eV, Na3PO4 at 1069.79 eV), bicarbonates (NaHCO3 at
1071.06 eV), carbonates (CaCO3 at 347.08 eV and 348.61
eV, MgCO3 at 1305.19 eV), chlorides (CaCl2 at 347.85 eV),
sulfates (CaSO4 at 347.44 eV), and metallic magnesium at
1302.96 eV are present, and finally, iron (Fe 2p), the only
transition metal, confirming the presence of Fe2O3, Fe3O4,
FeO, and FeOOH, at 710.97, 713.39, 709.99, and 712.16 eV,
respectively.48,49

Taking into account these results, a methodology to obtain
information about the intramineral proteins, present in the
dinosaur eggshells, could be developed since a study of the
eggshell of a dinosaur carried out by μ-XANES determines the
presence of a cluster formed by the S−S/S−H groups of L-
cysteine. This could be an indication of the plausible presence
of the proteins or of the remaining peptides that were isolated
by the mineral phase.50

■ CONCLUSIONS
The samples were optically observed determining that the
eggshells of the unidentified ootaxon presented high
similarities to the eggshells of the Spheroolithus (samples 1
and 2) and to the Lambeosaurinae (herbivorous dinosaurs), in
terms of texture, roughness, and thickness. As for the
coloration, the unidentified ootaxon looks more like
Spheroolithus eggshells. However, colors are not entirely
relevant when characterizing, as they can fluctuate during
diagenesis. Using techniques such as SEM, we observed that
the eggshells presented structures with different morphologies
of sizes ranging from 0.5 to 50 μm, making it possible to
identify the ornamentation, whereas the nonidentified ootaxon
has nodes in the cuticle, characteristics that correspond to
ornithopod eggshells. Furthermore, the mamillary cones
observed in this eggshell are approximately cylindrical as
those observed in Spheroolithus eggshells.
On the other hand, the eggshells are composed mainly of

calcium, carbon, silicon, and oxygen. Other elements such as
sodium, potassium, aluminum, and iron are also present in
moderate concentration, but only on the surface level;
however, traces of chromium, copper, zinc, and strontium,
were determined internally. This variation in the composition
of the eggshell, which is composed mainly of calcium
carbonate (corroborated by XPS), is an indication that the
eggshells underwent diagenetic changes, replacement, and
recrystallization process during fossilization.
All of these analyses aimed at giving information about the

elemental composition of the dinosaur eggshells collected in
Mexico, contributing therefore to the paleontological research
in the Americas, in the same way that has already been done in
other continents. Furthermore, being able to determine
whether an egg of an unidentified ootaxon of dinosaur
corresponds either to a theropod or to an ornithopod dinosaur
will be, without a doubt, a great contribution to the world of
structural analysis of paleontological samples.

■ EXPERIMENTAL SECTION
Cleaning and Identification of Eggshell Surfaces. The

eggshells were first washed with 5% ethylenediaminetetracetic
acid (EDTA) solution for 30 min to remove the organic
contamination present in the samples; then, they were washed
with Milli-Q water and air-dried. After that, the corresponding
sides of every eggshell were identified with an optical
microscope SZH10 OLYMPUS and were placed on carbon
tape to identify the external and internal sides of the eggshells.
Once the sides were identified, we submitted the samples to
the four different methodologies mentioned below.

Morphological Characterization by Scattering Elec-
tron Microscopy (SEM). For these analyses, we used an
SEM-TESCAN VEGA 3 SB scanning electron microscope with
a voltage of 15 keV in backscattering electrons (BSE). All
samples were gold-coated to improve the conductivity. These
samples were observed on both sides of the eggshell and radial
section. The allocation of the side was carried out by observing
the radial section of eggshells where the curvature was
correctly appreciated. The thickness of each of the samples
was obtained from the radial section SEM images using ImageJ
software.

Energy-Dispersive Spectroscopy (EDS) Mapping
Using High-Resolution SEM (HRSEM). The analyses by
HRSEM and EDS mapping were performed using a JEOL
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JSM-7800F microscope with a 2 kX magnification to 15 keV.
In the case of EDS, the process was finalized when the number
of counts was in 2000, and for the mapping, the processing
time was 4 min. The samples were used without gold coating.
Elemental Characterization by X-ray Fluorescence

(XRF). For this technique, the samples were placed on a slide
suitable for equipment use (after treatment) as it was
previously described. We used an X-ray tube with Rh anode
(potential difference, 30 keV; amperage, 250 μA), located at an
angle of 0° with respect to the normal of the sample. The
irradiation time of each sample was 900 s. X-ray detection was
mediated using an SDD detector (Amptek), located at an angle
of 45° with respect to the normal of the sample. The detector
resolution was 140 eV to 5.9 keV. The data obtained were
analyzed by the QXAS software of the International Atomic
Energy Agency. Accuracy was determined using analytical
methods for geogenic materials published by Espinosa et al.34

X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS). K-Alpha
Surface Analysis from Thermo was used, with a mono-
chromatic AL Kα line to 12 kV and 40 W of power at a relative
angle of 30°. The general recognition was made using a
neutralizer that generates a cloud of argon ions of 3 keV energy
and 30 W power over the analyzed area. The spectra are
obtained under two conditions: in a broad general scan (0−
1350 V) with 1 eV/step and 100 eV of step energy, and in
mode of small windows with 0.1 eV/step and 50 eV of step
energy.

■ ASSOCIATED CONTENT
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The Supporting Information is available free of charge at
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.0c03334.

Images, graphics, and maps of the elemental composi-
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copy (XPS); binding energy of electronic states of the
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determined by deconvolution of XPS spectrum of the
Spheroolithus eggshell (Table S4); binding energy of
electronic states of the elements presents in the
Prismatoolithus eggshell obtained by XPS (Table S5);
X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) spectra of the
eggshell of the Prismatoolithus (external and inner
surface); electronic state of some elements presented

in the eggshell surface corresponding to the observed by
EDS and XRF (Figure S11); deconvoluted X-ray
photoelectron spectra of the external surface of the
eggshell Prismatoolithus; tables showing the binding
energies of each compound (Figure S12); deconvoluted
X-ray photoelectron spectra of the inner surface of the
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ABSTRACT: In this work, we present an investigation of the
surface area and roughness of different dinosaur eggshells of 70
million years old using fractal dimension analysis obtained from
atomic force microscopy (AFM) and scanning electron microscopy
(SEM) information. We also conduct qualitative analyses on the
external and inner surfaces of eggshells, which are mainly
composed of calcium carbonate. The morphological characteristics
of both surfaces can be revealed by both SEM and AFM
techniques. It is observed that the inner surface of the eggshell
has greater roughness that increases the surface area due to the
vaster number of pores compared to the external face, making,
therefore, the fractal dimension also greater. The aim of this
contribution is to identify the morphology of the pores, as well as the external and inner surfaces of the eggshells, since the
morphology is very similar on both surfaces and will otherwise be difficult to determine with the naked eye by SEM and AFM. In
addition, the sole AFM analysis is very complicated for these types of samples due to the intrinsic roughness. However, it needs
additional methods or strategies to complete this purpose. This contribution used the fractal dimension to show the same behavior
obtained in both SEM and AFM techniques, indicating the fractal nature of the structures.

1. INTRODUCTION
An egg is a mineralized structure that fulfills the function of
protecting the embryo for its correct growth and development.
It is divided into an organic phase (composed mainly of
biomacromolecules as proteins) and an inorganic phase
(composed mainly of calcium carbonate), and depending on
the content of these phases, some eggs can be flexible (turtle
eggs), semi-rigid (crocodile eggs) and rigid (chicken eggs).
Among the species that are characterized by presenting rigid
eggs, we find dinosaurs. Not only dinosaurs’ eggs are known to
be very rigid, but they are also known to be very thick. Like the
other species, they have an inorganic phase called eggshell,
developed through the formation of crystalline calcium
carbonate (CaCO3) units on the inner eggshell membrane
(mammillary cone), initiating the formation of a very rigid
structure called mineral palisade, giving way to the formation
of pores, which fulfill the function of providing the embryo
with a homeostatic medium.1

The morphology exhibited by the crystalline units and the
pores in the dinosaur eggshells allow us to discern between a
variety of eggshells that belong to different species of
dinosaurs. Regardless of the species and the type of eggshell,
they fulfill the same functions: (1) protection and isolation of
the embryo from the external environment, (2) gas exchange
produced by respiration and metabolism of the embryo (input

of oxygen (O2)), (3) exchange of water vapor, and (4) thermal
exchange from inside to outside and vice versa.2,3

According to Russu,4 the porosity of an eggshell depends on
four factors: (1) the number of pores; (2) cross-sectional area;
(3) length; (4) pore morphology; and in turn, its direct
relation to the fractal dimension.5 In the eggshell of various
species, pores between 0.01 and 1 mm have been observed,
which, according to the IUPAC, are classified as macropores
(>50 nm). As the pores are smaller and the number of pores
contained in the eggshell increases, the specific superficial area
of the system (area/volume ratio) also increases dramatically,
and so does the roughness.
Fractals have been accepted to describe different natural

systems and currently finding extensive application in diverse
areas such as telecommunication technology,6 computer
science,7 optical and electronic devices,8,9 and recent character-
ization of absorption capacity, porosity, and surface area,10,11

using atomic force microscopy (AFM),12 scanning electron
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microscopy (SEM),11,13 chorioallantonic,14 extra-embryonic
vessels,15 vascular networks,16 magnetic resonance images,17

among others. For example, random systems at the micro-
scopic scale behave like fractals, i.e., their geometrical units
resemble one another at all scales (at both low and high
magnifications, similar features are identified). It, therefore,
means that fractals are not sensitive to the scale of resolution
and fractal analysis can be used to extract more information
about a surface as compared to the conventional statistical
methods. They argued that the presence of low-density regions
(a network of pores) of surfaces with microstructures was the
reason for the fractal behavior of thin surfaces. In rough
surfaces, the fractal dimension is used as an analytical index to
measure how the morphological features vary on scaling.18,19

The fractal analysis provides information on the roughness
exponent, correlation length, and shift (or lattice size) These
parameters offer a detailed description of spatial patterning,
segmentation, texture, and lateral roughness of the surface
morphology.20,21

On the other hand, it is evident that the porous structures do
not have an ordered arrangement in their structure, so it is not
trivial to find one. For this, different methods have been
developed for the fractal analysis of various systems. According
to Mandelbrot:22 “Fractals can be intuitively defined as objects
within objects or the repetition of the same objects at different
scales”. There are two types of fractals: self-similarity and self-
affinity. Self-similarity involves geometric objects whose shape
does not change when magnifying at different scales; this
means that these objects present regular fractals. Instant self-
affinity tends to exist in various natural objects (though not
always) that exhibit self-similarity only up to a certain level of
magnification or only in certain portions of it,23,24 e.g.,
eggshells (Figure 1). The eggshell surface can be seen as a
fractal object due to its roughness at different scales.

Of the different methods used to determine the fractal
dimension, the most common is the box counting method,
which uses a count of the minimum number of boxes N (of
size h) necessary to fully cover a graph or figure (in two-
dimensional (2D) (SEM) or three-dimensional (3D) (AFM)).
The counting process is repeated for different values of h and
log (N) is plotted as a function of log (1/h). The points
obtained are approximated by the traditional method of least

squares to a straight line. By the definition of box counting, the
fractal dimension is the limit of the ratio log (N)/log (1/h)
when h tends to zero. This value can be approximated to the
magnitude of the slope of the line. Then, for each case, the
number of boxes (N) covering the fractal features is counted,
and this logarithm is plotted versus the size of boxes (h).24,25

The fractal dimension (D) is determined from the maximal
slope coefficient of the double log plot defined as follow

D
N h

h
lim

log ( )
logh 0

= −
→ (1)

Due to the lack of information in the determination of the
surface area and roughness of the samples of dinosaur eggshells
using the box counting method, the eggshells of different
species of dinosaurs that lived in the Late Cretaceous were
studied to obtain the analysis of the fractal dimension in 2D
and 3D using images obtained by scanning electron
microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM),
respectively.
The aim of this contribution is to use the fractal dimension

to show the same behavior obtained in both SEM and AFM
techniques, indicating the fractal nature of the structures. This
contribution will open the possibility of applying this
methodology using other images as in the case of optical
images for ancient samples, where growth patterns can be
mathematically and structurally analyzed.

2. MATERIALS AND METHODS
These ancient eggshells of Late Cretaceous dinosaurs were
collected in the coastal area of El Rosario, Baja California in
Mexico.26 These eggshells of different species of dinosaurs
were first washed with 5% ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) with the aim of eliminating the organic membrane
and then they were washed with Milli-Q water and air-dried.
All samples were observed with an SZH10 OLYMPUS
microscope on both sides to determine the corresponding
sides of the eggshells. The thickness was sized using ImageJ
software. For the SEM images, the samples were washed with
5% EDTA and Milli-Q water and then air-dried. We used a
TESCAN VEGA 3 SB microscope with a voltage range of 10−
20 kV at high vacuum at magnifications of 500× and 1000×.
The SEM images at a magnification of 500× were observed
with Digital Micrograph software to observe the size of the
pores on both sides of the eggshells, while the images at a
magnification of 1000× were converted into binary images
using ImageJ software. The SEM images of the cross section
were taken after the treatment of the samples using a
sandpaper of 1500 grit with the aim of observing the pores.
After that, the fractal dimension of binary images was
determined using the box counting method. Then, a
NanoScope V from Thermo was used for AFM. The images
in three-dimensional color graphics were obtained using
ScanAsyst-air tips in scan assist mode at different scanning
rates with NanoScope 9.2 software, and the surface area, mean
roughness, and fractal dimension of every sample were
processed with Gwyddion software.

3. RESULTS AND DISCUSSION
During the past years, fossils of different dinosaur species have
been recorded in Mexico. Among these records is the
collection of eggshells in the town of El Rosario, Baja
California, corresponding to the Late Cretaceous (74 MY).

Figure 1. Representation of a typical eggshell surface with fractal
behavior (Koch curve). The inset shows a zoom over the surface of
the eggshells where the self-affinity is observed.
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Some samples of eggshells belong to ornithopod (herbivores)
and theropod (carnivores) dinosaurs of the Hadrosauridae and
Troodontidae families, respectively. Those of the Hadrosaur-

idae family correspond to the oogenus Spheroolithus, and the
oogenus Prismatoolithus correspond to the Troodontidae
family.26 The prefixes “oo” (egg) and “oolithus” (stone egg)
are added to differentiate oospecies, oogenus, and oofamilies of
dinosaurs.27,28

We analyzed two eggshells of the oogenus Spheroolithus
(samples 1 (I) and 2 (III)); one of the family Lambeosaurinae
(II), which is part of the Hadrosauridae family, with the
oogenus nonidentified; one of the oogenus Prismatoolithus
(IV); and one nonidentified ootaxon (V).
SEM images were taken from both sides of the eggshell to

observe the homogeneity of the sample, witnessing larger
structures on the external surface of the eggshell and superficial
roughness, while for the inner surface, the observed structures
are smaller, giving a smooth and homogeneous appearance
compared to the external surface. In addition, using SEM
images at 1000×, binary images were obtained to get
information about the shape and size of the pores of the
eggshells (dark areas, Figure 2B), which have different
morphologies and sizes, being wider than those observed on
the external face.
Based on the binary images, the fractal dimension was

calculated (Figure 3) using a logarithm based on the

Figure 2. SEM images using box counting analysis. (A) SEM images at 1000× and (B) binary images. (I) Spheroolithus sample 1, (II)
Lambeosaurinae eggshell, (III) Spheroolithus sample 2, (IV) Prismatoolithus, and (V) nonidentified ootaxon.

Figure 3. Fractal dimension based on eggshell SEM images. Sph S1:
Spheroolithus sample 1, Lmb: Lambeosaurinae eggshell, Sph S2:
Spheroolithus sample 2, Prsm: Prismatoolithus, and NI: nonidentified
ootaxon. Fractal dimension (D) values are between 1.69 and 1.87.
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relationship between the number of an empty box (N(h)) and
the size of the box (h) (eq 1). The eggshells of the
Spheroolithus sample 2 (Sph S2) and Prismatoolithus (Prsm)
species present a similar pore-size distribution on both

surfaces, which could indicate that the pore has a unique
entrance and exit, granting greater roughness, but not
necessarily a high surface area, just like the one seen in the
eggshell of the nonidentified ootaxon (NI). Instead of the
other two eggshells, Spheroolithus sample 1 (Sph S1) and
Lambeosaurinae (Lmb), the difference in roughness observed
is greater, compared to the other three samples. This is
probably due to wear caused by diagenetic changes during
fossilization processes, which allowed the formation of large
structures and the fragmentation of the same sample. This
causes an increase in the roughness as well as in the hollow
areas, interfering with the data, as it is mainly observed in the
Lambeosaurinae eggshell (Lmb).
Due to the results obtained by calculating the fractal

dimension, it was decided to determine the pore size observed
from the SEM images (Figures 4 and 5), which were measured
using Digital Micrograph software, where the pores on the
inner surface are smaller in diameter than those observed on
the external surface. This procedure was performed on all the
five dinosaur eggshells (see the Supporting Information) and
the same pattern was repeated.
An accurate analysis of the morphology and roughness of the

surfaces as well as the calculation of the surface area and many
other parameters can be obtained from atomic force
microscopy (AFM); this technique is very accurate compared

Figure 4. SEM images and roughness profile indicating the possible pores of the external face of the eggshell of the Spheroolithus sample 1. (A)
Vertical profile and (B) horizontal profile.

Figure 5. SEM images and roughness profile indicating the possible pores of the internal face of the eggshell of the Spheroolithus sample 1. (A)
Vertical profile and (B) horizontal profile.

Figure 6. Fractal dimension based on AFM images. Sph S1:
Spheroolithus sample 1, Lmb: Lambeosaurinae eggshell, Sph S2:
Spheroolithus sample 2, Prsm: Prismatoolithus, and NI: nonidentified
ootaxon. Fractal dimension (D) values are between 2.25 and 2.5,
indicating high roughness.
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to SEM analysis, mainly when samples under analysis are not
good conductors. A disadvantage in AFM occurs when the
samples under study are very rough, making the interpretation
of the results difficult, so other tools must be used for a good
interpretation of the results. Such is the case of fractal analysis
giving good statistical results to help the characterization of
samples like those discussed in this work. The fractal
dimension (between 2D and 3D) was determined using
AFM images, and the results were similar to those obtained by
SEM (fractal dimension between one-dimensional (1D) and
2D), where the inner surface presents a greater roughness. The
values obtained between each of the phases are far from each
other since with the fractal dimension in AFM, not only the
surface but also the volume of the amount of matter present on
the surface of the samples, is analyzed up to a few microns
deep. According to Figure 6, the Spheroolithus eggshells (Sph
S1 and S2) show greater roughness (fractal dimension 2D−3D
close to 3) in general compared to the other species, followed
by Lambeosaurinae (Lmb) and Prismatoolithus (Prsm) egg-
shells, and finally, the nonidentified ootaxon (NI), which
presents low roughness on the external surface and decreases
on the inner surface.
The roughness data can be confirmed with the profiles

obtained from the topographies taken by AFM, where it can be
seen that the inner surface presents greater roughness reflected
in the variety of size of the observed structures (Figures 7-IF1
and 8-IF1), while the external one presents large structures,
giving an almost smooth appearance to the surface (Figures 7-
EF2 and 8-EF2), indicating that the formation of structures
was a little more ordered and slower, allowing a low variation

in the size of the structures present on the surface. This
behavior could be observed in the vertical and horizontal
profiles (Figures 7 and 8) made on both surfaces of each
eggshells (for other species, see the Supporting Information).
In addition, for the Lambeosaurinae eggshell (Figure S9-IF1),
it was possible to capture the topography of a pore with a
diameter of approximately 1.5 μm.
Finally, the roughness was confirmed by calculating the

surface area of each eggshell (Figure 9). It is indeed confirmed
that the inner surface is rougher, presenting a relationship with
the size of the pores determined by SEM images that the larger
the pore diameter the less the roughness present on the
surface. Therefore, the relationship between the surface area
and the fractal dimension is directly proportional (Figure 10).
The results are an indication that the structures and pores

present in the inner surface of the eggshells are smaller;
however, when they are found in abundance, they increase the
roughness. This conclusion was corroborated through the
analysis of the distribution of the pores using the binary images
obtained from SEM, which were analyzed using ImageJ
software, for all of the samples under study (Figure 11).
From these images, the range of the pore diameter was
determined for the eggshell of the Spheroolithus sample 1
(Figure 11, black); it presented in the external surface pores
with diameters between 1.1 and 1.3 μm (Figures 11-1A), while
on the inner surface, the pore size was smaller with
approximately a diameter of 1 μm (Figures 11-1B). Similar
results were obtained from the eggshells of Lambeosaurinae
(Figure 11, red) and Spheroolithus sample 2 (Figure 11, blue),

Figure 7. Topographies and profiles of the pore size of the surface of the eggshell of the Spheroolithus sample 1. EF: External surface and IF: inner
surface. (1) AFM image and (2) profiles of the superficial structure. (A) Profile corresponding to the X-axis and (B) Profile corresponding to the Y-
axis.

ACS Omega http://pubs.acs.org/journal/acsodf Article

https://dx.doi.org/10.1021/acsomega.1c00478
ACS Omega 2021, 6, 7887−7895

7891

http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acsomega.1c00478/suppl_file/ao1c00478_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acsomega.1c00478/suppl_file/ao1c00478_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.1c00478?fig=fig7&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.1c00478?fig=fig7&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.1c00478?fig=fig7&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.1c00478?fig=fig7&ref=pdf
http://pubs.acs.org/journal/acsodf?ref=pdf
https://dx.doi.org/10.1021/acsomega.1c00478?ref=pdf


with the difference that the latter presented bigger pores on the
external surface compared to the other two species.
While Prismatoolithus (Figure 11, green) and unidentified

ootaxon (Figure 11, purple) presented values of approximately
1−2 and 1.3−1.8 μm for the external surface and 1.8−2.2 and
1.2−1.5 μm for the inner surface, respectively, being the largest
in diameter.
These values, compared to those reported by Carpenter

(Table 1),29 are consistent despite the fossilization pro-
cesses,30,31 such as recrystallization of calcium carbonates

pedogenic32 or hydrothermal fluids caused mainly by
volcanism,33 which induced the formation of irregular
structures, not typical of the eggshell that adhered to the
surfaces, causing the deformation of the eggshell micro-
structures (crystalline aggregates), which hinders the visibility
of the pores or the total coverage of them. This same fact
increases the roughness value, increasing the surface area of
both surfaces of the eggshell with the passing of the years.

Figure 8. Topographies and profiles of the pore size of the surface of the Prismatoolithus eggshell. EF: External surface and IF: inner surface. (1)
AFM image and (2) profiles of the superficial structure. (A) Profile corresponding to the X-axis and (B) profile corresponding to the Y-axis.

Figure 9. Surface area based on AFM images. Sph S1: Spheroolithus
sample 1, Lmb: Lambeosaurinae eggshell, SpH S2: Spheroolithus
sample 2, Prsm: Prismatoolithus, and NI: nonidentified ootaxon. For
tabulated data, see Table S2.

Figure 10. Correlation between the fractal dimension and the surface
area of the dinosaur eggshells under study. (E) External surface, (I)
inner surface. Sph S1: Spheroolithus sample 1, Lmb: Lambeosaurinae
eggshell, Sph S2: Spheroolithus sample 2, Prsm: Prismatoolithus, and
NI: nonidentified ootaxon.
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In addition, the morphology of the pores of each of the
eggshells under study was observed, which is related to the
pore size determined in Figure 6. Figure 12A corresponding to
the Spheroolithus sample 1 presents a pore with a diameter of
approximately 200 μm, with a larger cavity on the external
surface of the inner one. The Lambeosaurinae eggshell (Figure
12B), which despite having a slightly narrower diameter,
presents a morphology similar to that observed in the
Spheroolithus sample 1, and following Carpenter’s theory, the
appropriate pore for these two samples is tubocanaliculate
(Figure 13B) with a canal size of 0.5−0.2 mm. In addition,
Spheroolithus sample 2, which belongs to the same family as the
two previous species, presents a difference in the morphology
and pore size (Figure 12C). In this case, the pore has a
diameter of approximately 100 μm, which corresponds to
multicanaliculate (Figure 13C) with a canal size of 0.1−0.3
mm. Both the tubocanaliculate and multicanaliculate pores
show a high exchange with the environment due to the
conditions in which the eggs were found at the time of
deposition, which would be humid environments, with or
without sunlight. On the other hand, another type of pore is
observed in Prismatoolithus and unidentified ootaxon (Figure
12D,E), where the observed pore is prolatocanaliculate (Figure
13D), which is characterized by having a diameter and a
variable morphology, as well as the environment in which the
eggs were deposited.
Subsequently, the pores of the eggshells of current species

such as ostrich, emu, and crocodile (Figure 12) were
determined to observe the variability of the pores in other
species. Ostrich and emu (Figure 12F,G), species that
correspond to the same family, have pores with different

morphologies. This result can be taken as evidence to indicate
that the morphology of the pores is not related to the species
of the same family. At the same time, the ostrich and crocodile
eggshells (Figure 12F,H) present a similarity with the
Spheroolithus sample 1 and Lambeosaurinae eggshells. On
the other hand, the pores observed in the emu eggshell have a
rimocanaliculate morphology (Figure 13E), which is charac-
terized by having a funnel shape with an external diameter
much greater than the internal diameter. This type of pore is
suitable for depositions in dry environments.

4. CONCLUSIONS
The correlation of information obtained between the two
techniques used (SEM and AFM), using the analysis of the
fractal dimension by the box counting method, allowed us to
determine the morphology of the structures present on the
surface as well as the size of the pores from the binary images
(black areas) and the morphology of the pores from the cross-
sectional images. In addition, it was identified that the pores on
the inner surface of the eggshell have pores of smaller
diameters, favoring the formation of smaller structures and
therefore giving greater roughness and surface area, evidencing
the relationship between the fractal dimension (1D and 2D)
and the surface area.

Figure 11. Pore distribution using ImageJ of the eggshell of the
dinosaur eggshell under study. (A) External surface and (B) inner
surface. (1) Spheroolithus sample 1 (black), (2) Lambeosaurinae
eggshell (red), (3) Spheroolithus sample 2 (blue), (4) Prismatoolithus
(green), and (5) nonidentified ootaxon (purple).

Table 1. Distribution of Every Pore Presents in the Eggshell of Dinosaurs29

pore name canal size (mm) abundance (mm2) exchange environment

angusticanaliculate 0.01−0.1 3−20/100 less dried
tubocanaliculate 0.5−0.2 400−500/100 high buried in humid mounds
multicanaliculate 0.1−0.3 600−1000/100 high humid mounds
prolatocanaliculate 0.05−1 30−150/100 moderate varied
rimocanaliculate 0.01−0.03 undefined undefined dried
obliquicanaliculate undefined undefined undefined undefined

Figure 12. Morphology of the pores of the dinosaur eggshells under
study and the phylogenetically related species. (A) Spheroolithus
sample 1, (B) Lambeosaurinae eggshell, (C) Spheroolithus sample 2,
(D) Prismatoolithus, (E) nonidentified ootaxon, (F) ostrich, (G) emu,
and (H) crocodile.
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These analyzes were developed with the purpose of
obtaining information about the distribution of the pores
and roughness of the eggshells of dinosaurs, contributing to
research focused on the analysis of surfaces that present a
certain degree of roughness and fractality in different materials.
Furthermore, identifying the external and inner surfaces of
fossilized eggshells, using methods that are available to
everyone, could be a great contribution to the paleontology
area, mainly because this methodology could be applied to
images that are easier to acquire, such as optics.
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of the nonidentified ootaxon. (EF) External surface and
(IF) inner surface. (1) AFM image and (2) profiles of
the superficial structure. (A) Profile corresponding to
the X-axis and (B) profile corresponding to the Y-axis
(Figure S11); and superficial area and mean roughness
of dinosaur eggshells based on AFM images (PDF)
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ABSTRACT: We performed a molecular analysis of dinosaur’s
eggshells collected in El Rosario, Baja California, using techniques
such as Raman spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy
(FT-IR), X-ray powder diffraction (XRPD), and photoluminescence
spectroscopy (PS). These techniques allowed us to identify calcite as
the main mineral. The crystalline planes corresponding to this mineral
were obtained with a hexagonal unit cell by Rietveld refinement. In
addition, six crystallographic planes corresponding to quartz were
identified by XRPD, with a rather large crystallite size compared to
those obtained from calcite and albite. For this latter mineral, found in
a low content, we were able to identify only three crystalline planes
and three wavelengths of photoluminescence and micro-Raman
signals at a very low intensity. In addition, the analysis by FT-IR
allowed us to identify bands corresponding to nine amino acids and the components of the secondary structure that might very well
be some ancestral proteins that had been conserved for so long, thanks to the mineralized structure. This type of structural
characterization together with the optical one is a very relevant contribution to the field of paleontological research, mainly because
these types of samples are unique in their type due to the biological relevance in Mexico that will allow us to understand the species
that became extinct millions of years ago.
KEYWORDS: dinosaur eggshells, Late Cretaceous, amino acids, secondary structure, molecular composition, Baja California

1. INTRODUCTION

Recent characterization of dinosaur fossils has allowed us to
advance in the classification and identification of species that had
been on the face of earth for more than 65 million years ago.
Several species have been collected in different localities in
Canada, the United States,1−4 and in Mexico, where the first
report of a dinosaur bone corresponding to the Upper
Cretaceous was found in 1926 by Janensh.5 From this discovery,
the boom in finding other species gradually increased.
Geochemical analysis of fossilized materials, such as teeth,

bones, and eggshells, has been performed to determine the
paleoenvironmental conditions and the diagenetic changes
carried out over the years. From fossilized dinosaur bones
collected in the Morrison Formation in Utah, subparallel
francolite crystals (Ca,Mg, Sr, Na)10(PO4, SO4, CO3)Fe2−3 with
a size ranging from 10 to 40 nm wide have been characterized,
with an elongation in the direction of the c-axis. This elongation
is observed in crystals that grew in the cracks of the material
during the diagenetic processes, forming structures up to 250
nm long.6

Dinosaurs’ bones and teeth have been tested by isotopic
studies and micro-Raman, FT-IR, XRF, and XRD analysis of the
chemical and mineralogical composition as well as the
determination of the crystallite size. These measurements
were performed to identify the fossilization and/or precipitation
processes caused by biological mechanisms and diagenetic and
thermal alterations. Additionally, these studies even investigated
changes in the chemical composition, observed through the
formation of minerals such as apatite, hematite, calcite, quartz,
among others, as well as their relationship with organic
molecules present in the samples.7−10

On the other hand, in Sauropod dinosaur eggshells, molecular
analysis by FT-IR, XRD, and Raman spectroscopy, indicate that
the eggshells are composed not only of calcite,11 and carbon
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either in the form of graphite or amorphous, but also of
carbohydrate and sulfate compounds such as hydroxyapatite,12

as evidenced in a Late Cretaceous archosaur’s eggshell collected
in South Korea.13,14 In addition, other studies carried out on
eggshells from other eras have shown that the diagenetic changes
not only affect the composition but also the mineralized
structure, which are evidenced by craters formed by
reabsorption at the bases of crystalline units.15

These discoveries lead to studies on evolution, microenviron-
ments, behaviors, pathologies, and anatomical variation that
dinosaurs might have had. Unfortunately, there are few reports
of findings related to eggs and there is no information about
studies of the molecular analysis of dinosaur eggshells of the
Theropod and Hadrosauridae families collected in Mexico.
Therefore, the aim of this work is to show the mineral
composition of eggshells of different species of dinosaurs
corresponding to the Late Cretaceous like the oospecies
Spheroolithus (samples 1 and 2), Lambeosaurinae, Prismatooli-
thus, and one nonidentified ootaxon, using different techniques
such as FT-IR, micro-Raman, FS, and XRPD.

2. EXPERIMENTAL SECTION
Samples were washed with a 5% EDTA solution for 30 min to
eliminate the membrane residues and impurities present in the
eggshells, again washed with Milli-Q water and air-dried. The

inner and external sides of the samples were discriminated using
an SZH10Olympus optical microscope and they were deposited
on carbon tape to preserve the orientation corresponding to the
eggshells.

2.1. Characterization of Minerals by Photolumines-
cence Spectroscopy (PS). Fluorescence was measured using a
CARY Eclipse fluorescence spectrophotometer using 250 and
370 nm excitation wavelengths with a measurement emission in
the 400−600 nm range. All measurements were made at room
temperature.

2.2. Identification ofMinerals by Raman Spectroscopy
(Raman). The identification of minerals was made using a
Thermo Scientific microscope equipped with a micro-Raman
spectrometer using a 532 nm laser, measuring in the 3000−50
cm−1 range with a 50× of amplification. The measurement was
performed in three different zones with the working power in the
range 0.1−9 mW due to the intrinsic fluorescence observed in
the samples.

2.3. Characterization of Minerals by X-ray Powder
Diffraction (XRPD). XRPD was measured with a PANanalyt-
ical X-ray Empyrean diffractometer with Cu Kα radiation (λ =
1.5406 Å) at 45 kV and 35 mA, with a spot size and step time of
0.0167 μm and 80 s. The low-angle Bragg−Brentano
configuration was used with an incidence angle of 0.5°. Phase
identification was performed using Match software.16 Finally,

Figure 1. Photoluminescence of the eggshell of the Spheroolithus sample 1 on (A, B) external and (C, D) inner surfaces at (A, C) λ = 250 nm and (B, D)
λ = 370 nm excitation energies.
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the Rietveld refinement was carried out using TOPAZ
software.17

2.4. Determination of Organic Molecules by Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR). FT-IR measure-

Figure 2. Photoluminescence of the eggshell of Prismatoolithus on (A, B) external and (C, D) inner surfaces at (A, C) λ = 250 nm and (B, D) λ = 370
nm excitation energies.

Table 1. Wavelengths Obtained by Deconvolution of the Fluorescence Signals from Both Sides of the Eggshells of the
Spheroolithus Sample 1 at Excitation Energies (EE) of 250 and 370 nma

external surface inner surface

λ: 250 nm (EE) λ: 370 nm (EE) λ: 250 nm (EE) λ: 370 nm (EE)

λ (nm) Δ M λ (nm) Δ M λ (nm) Δ M λ (nm) Δ M
404 13 CS 403 3 CS 405 10 CS 401 16 CS
423 6 CS 410 7 423 6 CS 422 5 CS
444 7 Q 422 7 CS 443 7 Q 438 6 Q
461 4 CS 437 7 Q 460 5 CS 448 5 Q
468 6 S 449 3 Q 468 7 S 460 5 CS
486 6 A 460 3 CS 486 5 A 470 7 S
499 8 464 18 CS 495 10 CS 486 7 A
511 4 Q 484 3 A 511 5 Q 504 6 CS
517 1 C 488 8 CS 518 2 C 518 6 C
534 5 503 13 CS 532 4 529 5 CS
541 4 C 518 4 C 536 4 543 4 C
544 3 C 530 4 CS 542 4 C 568 15 S
573 8 C 542 3 C 572 8 C 598 19 A
596 11 A 557 7 CS 596 11 A

574 10 C
aA: albite; C: calcite; Q: quartz; S: SiO2; Δ: FWHM; M: standard; and CS: calcium of current species.
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ments were performed in reflectance mode using a gold
reference with a Cary 630 FT-IR spectrometer (Agilent
Technologies) attached to a SurveyIR infrared microscope
(RedWave Technology) with a spot size of 2 mm. Each scan
consisted of 64 averaged scans with a resolution of 4 cm−1.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Determination of the Molecules Present in the

Eggshells by Fluorescence Spectroscopy (FS). The
photoluminescence (PL) process occurs when light of sufficient
energy is incident on amaterial, where photons are absorbed and
electronic excitations are generated. Eventually, these excita-
tions relax, and the excited electrons return to the ground state,
and when radiative relaxation occurs, the emitted photons are
known as photoluminescence. Luminescence techniques have
been used to characterize minerals and materials on different
scales (macro-, micro-, and nano-) because it is a simple and
nondestructive technique. A wide variety of minerals have been
reported to have luminescence properties, mainly caused by
doping and lattice defects. For this reason, this work presents
photoluminescence results for each of the samples under study,
where Lorentzian functions were adjusted to identify the
emission lines of the main minerals present on the external
and inner surfaces of the shell. Figures 1 and 2 show the FL
spectrum of the sample labeled Spheroolithus sample 1 and
Prismatoolithus, respectively. In both cases, two excitation
wavelengths were considered 250 and 370 nm (see Tables 1
and 2). The emission lines found correspond mainly to calcite,
albite, and quartz, which were also observed in previous
studies.18 As it was almost impossible to identify other peaks
appearing at low emission intensities, the fluorescence of the
eggshell of current species such as the ostrich, emu, and
crocodile had been developed (see the Supporting Informa-
tion), to clarify if these wavelengths corresponded to calcium,
since it was known by SEM-EDS that the eggshells of the current
species were composed only of calcium carbonate (Figure S4).

Experimental data was compared with that reported by Ritcher
et al., and McRae et al.19,20 Similar results were observed in the
other three eggshells of the species mentioned in the Supporting
Information (SI), where depending on the analyzed external/
inner surface, it was possible to observe, with a higher or lower
signal level, calcite, quartz, silicon dioxide (SiO2, which does not
correspond to quartz), and albite. The wavelengths at 410, 499,
532, 534, 536, 539, and 589 nm are not identified in this work.

3.2. Molecular Identification by Raman Spectroscopy
(Raman). The formation of different structures on eggshell
surfaces (internal and external) of the different species of
dinosaurs are confirmed by Raman spectroscopy. Three
different zones have been analyzed and denoted as Bz (black
zone), Rz (red zone), andWz (white zone) (see Figures 3, 5, S8,
S10, and S12). Table 3 shows themolecular compounds that can
be seen in the sample belonging to the eggshell of the
Spheroolithus sample 1, being calcite, albite, quartz, silicon
dioxide, and anhydrite, obtained from the Raman spectrum

Table 2. Wavelengths Obtained by Deconvolution of the Fluorescence Signals from Both Sides of the Eggshell of Prismatoolithus
at Excitation Energies (EE) of 250 and 370 nma

external surface inner surface

λ: 250 nm (EE) λ: 370 nm (EE) λ: 250 nm (EE) λ: 370 nm (EE)

λ (nm) Δ M λ (nm) Δ M λ (nm) Δ M λ (nm) Δ M
404 10 CS 402 14 CS 404 10 CS 402 14 CS
423 7 CS 422 5 CS 423 7 CS 422 5 CS
442 6 Q 438 6 Q 444 7 Q 438 6 Q
447 5 Q 449 4 Q 461 4 CS 449 3 Q
460 5 CS 460 6 CS 468 5 S 460 6 CS
468 8 S 470 7 S 475 5 CS 471 11 S
485 5 A 486 7 A 484 4 A 485 4 A
491 5 CS 504 5 CS 490 5 CS 491 4 CS
499 6 519 6 C 499 6 504 6 CS
511 5 Q 529 4 CS 511 4 Q 519 6 C
518 2 C 543 4 C 517 1 C 529 4 CS
532 3 569 15 CS 534 5 543 4 C
539 4 598 16 A 542 4 C 569 16 S
542 4 C 567 3 S 598 17 A
566 3 S 575 6 C
573 4 C 595 11 A
581 5 CS
589 5
597 6 A

aA: albite; C: calcite; Q: quartz; S: SiO2; Δ: FWHM; M: standard; and CS: calcium of current species.

Figure 3. Zones corresponding to micro-Raman measurements made
in the eggshell of the Spheroolithus sample 1. (A−C) External surface;
(D−F) inner surface;Bz: black zone;Rz: red zone; andWz: white zone.
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(Figure 4). Other minerals, such as hydroxyapatite
(Ca5(PO4)3(OH)) and iron oxides such as hematite (Fe2O3),
are observed in the other samples (Figure S9). Peaks at 155, 281,
712, and 1088 cm−1 correspond to calcite (CaCO3). The peaks
located at 155 and 281 cm−1 are related to the lattice mode of
calcite, and the peak at 712 cm−1 (υ4-CO3 calcite) corresponds
to the asymmetric bending mode of CO3. The peak at the
frequency of 1088 cm−1 (υ2-CO3) is characteristic of the
symmetric bending of CO3 groups (Figure 5).

21,22

Albite (Na(AlSi3O8)) crystals presented Raman peaks at 171
and 833 cm−1, associated with the cage-shear modes and
deformation modes of the tetrahedral, respectively. The Raman
peak at 480 cm−1 is due to the expansion of the coordination of
the Na group and the stretching of the Na−Oc(O). Something
similar happens with the signal at 507 cm−1, related to the
compression of the four members of the tetrahedral ring and the
stretching of O−Na−O. While the signal at 581 cm−1 is
associated with the tetrahedral deformation and the stretching of
the O−Na−O group, the signal at 656 cm−1 is characteristic of
the vibrations of the tetrahedral ring of albite. Finally, the signal

observed at 297 cm−1 is associated with the rotation, expansion,
and contraction of the tetrahedral ring.21,23

The quartz peak at 126 cm−1 is attributed to the lattice mode
symmetric stretching vibrations; 218 and 387 cm−1 are
generated by symmetric modes; 406 and 603 cm−1 are related
to the Si−O−Si bridging vibrations; 512 and 454 cm−1

correspond to the bending vibrations of the binding oxygen
bond of Si−O, and finally, the signal at 353 cm−1, is related to the
vibrations of the lattice cell.21,24 Silicate peaks have been
observed. The peaks at 224, and 245 cm−1 are attributed to
sodium silicate and aluminosilicate, respectively; 410 cm−1 is a
fundamental vibration of dry SiO2; 555 cm

−1 indicates Si−O−Si
symmetric stretching and bending vibrations; 581 cm−1 is
related to the Si−O0 rocking motions in fully polymerized SiO2

Table 3. Raman Shift Observed in the Eggshell of the
Spheroolithus Sample 1a,b

external surface inner surface

θ ω θ ω ε ρ

155 470 155 833 512 1028
281 281
712 712
1088 1088

aθ: calcite; ω: albite; ε: quartz; and ρ: anhydrite. bThe shift is given in
cm−1.

Figure 4. Raman spectrum of the Spheroolithus eggshell sample 1 in three different zones on both sides of the eggshell. (A) External surface; (B) inner
surface; Bz: black zone; Rz: red zone; Wz: white zone; θ: calcite; ω: albite; ε: quartz; and ρ: anhydrite.

Figure 5. Zones corresponding to micro-Raman measurements made
in the eggshell of the Prismatoolithus. (A−C) External surface; (D−F)
inner surface; Bz: black zone; Rz: red zone; and Wz: white zone.
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(Q4) units; 595 cm−1 is characteristic of defect bands and the
feature of silicate networks.21,24

The signals at 231, 676, and 1028 cm−1 are attributed to a
mixture of calcium sulfates from anhydrite (CaSO4) with
sodium silicate, characteristic of the symmetric stress vibrations
of the SO4 group.

21,22,25 The other compound is identified as
hydroxyapatite (Ca5(PO4)3(OH)) with signals at 568 and 885
cm−1 characteristic of a flexion mode of the PO4 group.

21,26 The
Raman peak at 685 cm−1 of the Lambeosaurinae eggshell
possibly corresponds to a signal characteristic of hematite
(Fe2O3), but it is necessary to identify other signals of this
mineral.22 The Raman shift in the three zones of the other
species of dinosaurs can been seen in the Supporting
Information.
When observing the peaks of the minerals obtained in the

eggshell of the oospecies Spheroolithus sample 1 (Figure 4), they
present a higher intensity and definition compared to those
observed in the eggshell of the oospecies Prismatoolithus (Figure
6). A similar case occurs in the intensities of the Raman shift of
the other species under study (see the Supporting Information).
This variation in Raman peaks is due to several factors such as
the size of the crystal lattice of the minerals present in the
sample, that is, the larger the size of the crystallites, the greater
the intensity of the peaks; impurities that cause alterations in the
dimension of the cells due to ionic substitutions; and low
crystalline homogeneity and grain boundaries. These factors
induce the displacement and decrease of the intensity of the
peaks.7,27

Furthermore, the samples fluoresced during data collection,
causing the signal intensities to drop dramatically. For this
reason, Raman spectra show a break between 1200 and 2000
cm−1 to minimize the interference caused by the fluorescence
presented by the determined minerals as the working power

varied. In addition to this, another excitation wavelength in the
near infrared was used, giving unfavorable results because an
increase in the fluorescence signal was generated, providing
better results in the excitation wavelength of 532 nm (Table 4).

3.3. Phase Determination Using X-ray Powder
Diffraction (XRPD). From the previous results, it was identified
that the samples contained calcite (CaCO3), albite (Na-
(AlSi3O8)), and quartz. To corroborate those results, X-ray
diffraction was performed on all eggshells, for determining that
the phases correspond to the minerals mentioned above, as well
as the crystallite size and percentage (Table 5) belonging to
eggshells of the Spheroolithus sample 1 and Prismatoolithus. The
crystallite size present in the eggshells of the Lambeosaurinae,
Spheroolithus sample 2, and unidentified ootaxon are found in
the Supporting Information.
All of the diffractograms were taken above 2θ = 20°, since

below this angle no characteristic lattice spacing dhkl of any
mineral of interest was preserved. In addition, the presence of
amorphous elements or compounds such as iron (Fe),
aluminum (Al), or silicon dioxide (SiO2), distorted the signals

Figure 6. Raman spectrum of the Prismatoolithus eggshell in three different zones on both sides of the eggshell. (A) External surface; (B) inner surface;
Bz: black zone; Rz: red zone; Wz: white zone. θ: calcite; ω: albite; ε: quartz; ρ: anhydrite; and ψ: SiO2.

Table 4. Raman Shift Observed in the Eggshell of the
Prismatoolithusa,b

external surface inner surface

θ ω ε ψ ρ θ ε

155 833 126 595 231 155 218
281 406 676 281 406
1088 1028 712 454

1088
aθ: calcite; ω: albite; ε: quartz; ρ: anhydrite; and ψ: SiO2.

bThe shift
is given in cm−1.
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observed in all of the samples, causing the formation of a
Gaussian curve and therefore, the decrease in the intensities of
the planes.28

The crystallite size is determined using the Scherrer equation
(eq 1), where t is the thickness of the crystal in Å, λ corresponds
to the X-ray wavelength, θB to the Bragg angle, and B to the
calculated peak width using Warren’s formula (eq 2), where BM
is the width of the peak in radians at the average height of the
peak and BS is the width of the peak of the standardmaterial.29,30

λ
θ=t

B
0.9
cos B (1)

= −B B B2
M
2

S
2

(2)

Calcite is the mineral found in the greatest quantity and has
smaller crystals, followed by albite in terms of the crystallite size.
Albite was the phase with the lowest proportion. And finally,
quartz, present in low concentrations, had large crystallites
mainly on the inner side of the shell.
When observing the diffractograms of all of the Spheroolithus

sample 1 and Prismatoolithus (Figure 7) and the other dinosaur
species under study (Figure S14), the reported crystallographic
planes corresponding to the X-ray diffraction of calcite (see
Table S11),28 with the space group R3̅c and unit cell parameters
(hexagonal): a = b = 4.986 Å, c = 17.049 Å, α = β = 90°, and γ =
120° were identified in all of the samples, as were the lattice
spacings dhkl corresponding to quartz [d100, d101, d200, d202, and
d211] with a space group P3221 corresponding to a hexagonal

Table 5. Crystallite Size andConcentration ofMinerals Present in the Eggshells of the Spheroolithus Sample 1 and Prismatoolithus

external surface inner surface

oogenus18 crystalline size (Å) concentration (%) size (Å) concentration (%)

Spheroolithus sample 1 calcite 248.2 1.90 611.1 2.21
Prismatoolithus calcite 226.9 0.94 496.3 2.44

albite 611.1 1.11

Figure 7. Diffractogram corresponding to the eggshells of the (A, B) Spheroolithus sample 1 and (C, D) Prismatoolithus with the observed phases
indicated. (A, C) External surface and (B, D) inner surface.

ACS Earth and Space Chemistry http://pubs.acs.org/journal/aesccq Article

https://doi.org/10.1021/acsearthspacechem.1c00077
ACS Earth Space Chem. 2021, 5, 1552−1563

1558

https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acsearthspacechem.1c00077/suppl_file/sp1c00077_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acsearthspacechem.1c00077/suppl_file/sp1c00077_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsearthspacechem.1c00077?fig=fig7&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsearthspacechem.1c00077?fig=fig7&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsearthspacechem.1c00077?fig=fig7&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsearthspacechem.1c00077?fig=fig7&ref=pdf
http://pubs.acs.org/journal/aesccq?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acsearthspacechem.1c00077?rel=cite-as&ref=PDF&jav=VoR


unit cell with a = b = 4.914 Å, c = 5.394 Å, α = β = 90°, and γ =
120°. The opposite happened with albite, where three lattice
spacings dhkl [d030, d220, and d040] were determined with a
triclinic crystalline system (P1̅) and unit cell parameters of a =
8.139 Å, b = 12.798 Å, c = 7.136 Å, α = 44.2°, β = 116.6°, and γ =
87.7°. The lattice spacings dhkl [d202̅, d22̅0, and d1010] were not
identified, but according to the diffractograms, it is believed that
they probably correspond to what would be albite.
From the diffractograms obtained, it is possible to adjust all of

the phases with their texture features. The crystals of the internal
part, where the process of crystallization and eggshell formation
begins, is carried out with polycrystalline growth with nonfixed
orientation. Therefore, the calcite presented a preferential
orientation on the outer face of the eggshell in the planes’ lattice
spacing dhkl [d006, d0012, d018, d1010, d2110, and d104], indicating that
the crystalline growth of the mineral palisade is carried out in an
orderly manner. The lattice spacings d018 and d104 are
characteristic of the formation of twin rhombohedral crystals
of calcite,31,32 while the crystalline growth observed in the
preferential orientations not identified as twin crystals, is
probably due to the diagenetic changes that the eggshells have
undergone over the years, as well as to the presence of bio-
macromolecules such as the intramineral proteins responsible
for the eggshell formation process.
3.4. Characterization of Organic Molecules by Fourier

Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR). Once the
minerals present in the fossilized samples have been identified,
and considering that biomineralization is mediated by bio-
macromolecules, FT-IR was performed with the purpose of
obtaining information about the primary and secondary
structures of the possible proteins present in the eggshells.
Proteins mainly have a peptide group in their chemical

structure, which can be identified with their own vibrations
divided into nine amide groups: A, B, I−VII. The amide A band
is observed with a wavenumber of ∼3500−3200 cm−1 and has
the feature of presenting vibrations of hydrogen bonds with
lengths from 2.69 to 2.85 Å, while amide B (∼3200−3100 cm−1)
features the NH stretching (st) vibrations. Of the amides I−VII,
the most characteristic ones are the amides I−III, which give
information on the vibrations of the amino acids and the type of
secondary structure commonly present in the protein signal.
Amide I (∼1730−1580 cm−1) stands out for having a high
absorption and focuses on the vibrations of the −CO and
−C−N groups of the backbone. Amide II (∼1580−1450 cm−1)
is typical of the bending (bd) vibrations in the plane of the−NH
group and of the stretching vibrations of the −CN and −C−C
groups, while amide III (∼1450−1200 cm−1) depends mainly
on hydrogen bonding, being the most complex group for its
identification. Amide groups IV−VII are even more complex
than amide III, with wavenumbers of ∼767−625, ∼800−640,
∼606−537, and ∼200 cm−1, respectively, and provide
information on the skeletal torsion and on the bending (bd)
vibrations of the −OCN, −NH, and −CO groups out of the
plane.33,34 The parts of the secondary structure can be observed
with broad bands at wavenumbers of∼1637−1629 and∼1696−
1685 cm−1 for β-sheets, ∼1652 and ∼1548 cm−1 for α-helices,
and an absorption close to ∼1680 cm−1 for turns.35,36

According to this information, the samples were analyzed on
both surfaces in the spectral ranges corresponding to amide I
(∼1730−1580 cm−1), amide II (∼1580−1475 cm−1), and
amide III (∼1475−1200 cm−1), to be able to obtain information
about the possible presence of intramineral proteins within the
mineralized structures of fossilized eggshells. These results are

important since they may provide information about ancestral
proteins that, to this date, have not yet been identified and/or
characterized. The data corresponding to the eggshells of the
Spheroolithus sample 1 and Prismatoolithus are displayed in
Table 6 (the data of the other species are found in the

Supporting Information). Aspartic acid (Asp), glutamic acid
(Glu), arginine (Arg), lysine (Lys), asparagine (Asn), glutamine
(Gln), tyrosine (Tyr), histidine (His), and phenylalanine (Phe),
are among the amino acids that were identified, as well as the
turns, β-sheets, α-helices, and disordered protein signals.37,38

From Asp it was possible to identify −COO− st asymmetric
(as) vibrations at 1575−1568 cm−1 in all of the samples, as well
as Glu at 1564−1557 cm−1, but the −COO− st in 1721−1714
cm−1 for Asp were not observed in the eggshell of the
Spheroolithus sample 2 and unidentified ootaxon (Figure S15).
A similar case happened with the −COO− st vibration of Glu at
1713−1709 cm−1, which was not identified in the eggshell of the
Spheroolithus sample 1 (Figure 8). In the case of Arg, two
vibrations were identified at 1614−1673 cm−1 for −CN3H5

+ st
as, except in the eggshell of the Prismatoolithus, Spheroolithus
sample 2, and unidentified ootaxon, and at 1638−1633 cm−1 for
−CN3H5

+ st symmetric (s), observed in all samples. Another

Table 6. Deconvolution of the FT-IR Spectra and Assignment
of the Vibrations Corresponding to the Amino Acid (AA)
Side Chain as well as the Secondary Structure (SS) of
Intramineral Proteins Present in the External (e) and Inner
(i) Surfaces of the Spheroolithus Sample 1 and Prismatoolithus
Eggshellsa

Spheroolithus
sample 1 Prismatoolithus

AA/SS
ν0(e)

(cm−1)
ν0(i)

(cm−1)
ν0(e)

(cm−1)
ν0(i)

(cm−1)
vibration
assignment

Asp 1574 1574 1568 1570 −COO− st as
1716 1714 1717 −COOH st

Glu 1560 1569 1559 1560 −COO− st as
1713 −COOH st

Arg 1674 −CN3H5
+ st as

1633 1633 1633 −CN3H5
+ st s

Lys 1631 1626 −NH3
+ bd as

1530 1526 1525 1526 −NH3
+ bd s

1515 1514 1514 −NH3
+ bd s

Asn 1682 1681 1683 1679 −CO st
1619 1622 −NH2 bd

Gln 1672 1671 −CO st
1613 −NH2 bd

Tyr 1522 1520 1517 1521 ring−OH
1605 1601 1601 ring−O−

1498 1498 1498 1497 ring−O−

His ring
Phe 1489 1490 1489 1489 ring
turns 1693 1696 1694

1668
1663 1661 1664 1665

α-helix 1701 1705 1702 1703
1652 1652 1651 1657

1648
β-sheet 1684
disordered 1644 1643 1641

aν0: wavenumber; st: stretching; bd: bending; s: symmetrical; and as:
asymmetrical.
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amino acid identified in all samples without exception is Lys with
vibrations at 1631−1626 cm−1 for −NH3

+ bd as, 1530−1525
and 1515−1512 cm−1 for −NH3

+ bd s. Asn and Gln with
structural similarity, present−CO st vibrations at 1683−1679
and 1672−1668 cm−1, respectively, and −NH2 bd at 1622−
1618 cm−1 for Asn and 1613−1609 cm−1 for Gln, where the
eggshell of the Spheroolithus sample 1 was the only sample from
which the bands corresponding to these two amino acids were
not observed.
In the case of aromatic amino acids such as Tyr, it presents

two vibrations corresponding to ring−OH at 1522−1517 cm−1

present in all samples and ring−O− at 1605−1601 and 1498−
1496 cm−1, visible in all eggshells except the Lambeosaurinae
one. Other amino acids with vibrations in the aromatic rings are
Phe and His with vibrations at 1493−1488 and 1594−1591
cm−1, respectively, the latter being unidentified in the eggshells
of the Spheroolithus sample 1 and Prismatoolithus (Figure 8).
Of the components of the secondary structure, the turns

present three characteristic bands, which correspond to
nonhelical, nonhelical with Gly in position 3, and 310 helices,
but they have not been identified individually. Of these turns, the
signals observed are found in wavenumbers of 1696−1690, 1668
(not visible in the eggshells of Prismatoolithus and Spheroolithus
sample 2), and 1665−1661 cm−1. Like the turns, the α-helices

can be observed in three bands located at 1705−1700, 1657−
1651, and 1648 cm−1, which are unidentified in the eggshells of
the Spheroolithus sample 1 and Lambeosaurinae. The β-sheets
and disordered protein signals are observed at 1685−1684 and
1646−1641 cm−1, respectively, where the β-sheets are identified
in the eggshell of Prismatoolithus and the unidentified ootaxon,
while the disordered protein is not identified in the eggshell of
the Spheroolithus sample 2.

4. CONCLUSIONS
The chemical composition from the eggshells of the
Spheroolithus sample 1, Lambeosaurinae, Prismatoolithus,
Spheroolithus sample 2, and unidentified ootaxon was
determined by micro-Raman identifying minerals such as
calcite, quartz, and albite, using different working power due
to the fluorescence lines emitted by the eggshell, which was
confirmed by photoluminescence at room temperature. Calcite,
the main factor in fluorescence, was found in a higher proportion
compared to the other minerals. X-ray diffraction and Rietveld
refinement allowed us to identify the crystallographic planes and
measure the crystalline size. Along with calcite, quartz was
another mineral that was characterized, together with silicon
dioxide impurities, which were observed by fluorescence
spectroscopy and X-ray diffraction by the Gaussian curve

Figure 8. FT-IR spectrum of the eggshell of the (A, B) Spheroolithus sample 1 and (C, D) Prismatoolithus on both sides of the eggshell. (A, C) External
surface and (B, D) inner surface. The red line corresponds to the experimental data and the black dotted line corresponds to the sum of Lorentzian
graphs obtained by deconvolution of the peaks.

ACS Earth and Space Chemistry http://pubs.acs.org/journal/aesccq Article

https://doi.org/10.1021/acsearthspacechem.1c00077
ACS Earth Space Chem. 2021, 5, 1552−1563

1560

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsearthspacechem.1c00077?fig=fig8&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsearthspacechem.1c00077?fig=fig8&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsearthspacechem.1c00077?fig=fig8&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsearthspacechem.1c00077?fig=fig8&ref=pdf
http://pubs.acs.org/journal/aesccq?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acsearthspacechem.1c00077?rel=cite-as&ref=PDF&jav=VoR


observed in chromatograms due to impurities from amorphous
crystals and metals absorbed during the fossilization process. In
contrast to calcite and quartz, albite, the third mineral in the
studied samples, presented a low intensity in the micro-Raman
signals and photoluminescence emission. Only a few crystallo-
graphic planes were also detected due to the low proportion
compared to the other minerals. The FT-IR analysis allowed us
to identify the bands corresponding to nine amino acids (Asp,
Glu, Arg, Lys, Asn, Gln, Tyr, His, and Phe), and the components
of the secondary structure that the proteins have (turns, α-
helices, and β-sheets). We must point out that this study is a
contribution to the identification of ancestral proteins, which
have not yet been fully characterized, and that the investigation
to obtain the three-dimensional structuremust continue as it will
provide information about the evolution and the structural
relationship with isolated and characterized proteins of species
phylogenetically related with dinosaurs. These results are of
great importance as there are no studies on the composition of
dinosaur eggshells found inMexico nor on intramineral proteins
present in fossilized eggshells. In this case, it is hoped that the
analysis carried out on these paleontological samples will help to
complete the research puzzle of the possible compounds
absorbed or diffused in the samples due to the diagenetic
changes as well as give information about the behavior of
dinosaurs and the paleoenvironment in which they were at the
time of hatching the eggs.
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