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Estudio de los indicadores del estado de preservacion de colageno de
huesos para el analisis de radiocarbono por EMA
por

Gabriela Pérez Andrade

Resumen

La datacion con radiocarbono por Espectrometria de Masas con Aceleradores posee una gran
sensibilidad y rapidez de medicién en comparacion con las anteriores técnicas. Sin embargo, es
costosa. Aunque la cantidad de muestra necesaria para hacer las mediciones es muy pequena,
muchas veces después del tratamiento de las muestras, no se extrae suficiente carbono para
obtener un resultado confiable, lo que lleva a la pérdida innecesaria de material. Para evitar este
tipo de problemas, los laboratorios de EMA, se han dado a la tarea de buscar la relacién entre
las caracteristicas de cada muestra 6sea y su contenido de coldgeno que indique si esta tendra
suficiente carbono para llevar a cabo todo el proceso.

En algunos estudios dedicados a conocer el estado de preservacion de los huesos, se ha hecho
uso de técnicas como medicion de porosidad, indice de cristalinidad o contexto geoldgico. No
obstante, otros estudios se han centrado en el andlisis de los huesos y su coldgeno, esperando
obtener alguna dependencia util. Hasta ahora, en la mayoria de esos estudios [1,2] se ha
encontrado una relacion entre el contenido de nitrégeno y el rendimiento de coldgeno, el segundo
considerado como el factor directamente relacionado con la preservacion del coldgeno.

En este trabajo, se hizo un andlisis de la composicion de huesos provenientes de diferentes
sitios arqueoldgicos mexicanos utilizando el analizador elemental Vario Cube perteneciente al
laboratorio de grafitizacion del Laboratorio Nacional de Espectrometria de Masas con Acele-
radores (LEMA) ubicado en el Instituto de Fisica de la UNAM, se midieron los porcentajes
de contenido de nitrégeno y carbono, su proporcién (C/N) y el rendimiento de coldgeno de
cada muestra, buscando alguna relacién entre la informacién obtenida y también caracterizar
las muestras dseas hasta ahora analizadas en LEMA.

Los rendimientos de coldgeno de la mayoria de las muestras analizadas son menores a
1 %, valor cominmente tomado como cota inferior para seguir con el andlisis. No obstante,
debido al escaso niimero de muestras disponibles, se decidid seguir con todo el proceso. No
se encontraron relaciones obvias entre el rendimiento de coldgeno y estos tres pardmetros, sin
embargo al comparar graficamente la relacion obtenida con la razén C/N, se observé similitud
con las investigaciones realizadas en aquellos laboratorios dedicados a la datacion de huesos
con '*C mediante EMA, concluyendo que si bien no existe un valor definitivo de este pardmetro
que indique buena preservacion de coldgeno con seguridad, es probable que exista un rango
de valores alrededor del 2.79 (promedio obtenido en este trabajo) relacionado con aquellas
muestras cuyos rendimientos de coldgeno es mayor al 1 %.
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Con el afan de seguir entendiendo maés sobre las propiedades de los huesos, se realizé un
estudio de las caracteristicas de algunas muestras cuyas condiciones permitieron la obtencién
de tres fracciones distintas durante las etapas de la extracciéon de coldgeno: coldgeno total,
coldgeno ultrafiltrado (Ilamado gelatina UF en [3]) y coldgeno insoluble; datdndolas posterior-
mente en LEMA para hacer una comparacion entre los resultados y de esa forma asociar sus
propiedades con la reproducibilidad o no de las fechas. Encontrar coincidencia de datos bajo
ciertas condiciones, indicaria que se podria obtener informacion valiosa de los huesos que no
necesariamente tengan alto rendimiento de coldgeno o incluso cuando no sea posible extraerlo.

Los huesos que se utilizaron en esta comparacion (19), permiten decir una vez mas que
la relacion C/N y el rendimiento de coldgeno, son los factores que mds informacién pueden
proporcionar en cuanto al estado de preservacion de los huesos. Asimismo, tomando como
referencia las muestras analizadas en este trabajo, se obtuvo que un resultado serd coincidente si
la razén C/N para el coldgeno total es mayor a la del coldgeno UF indicando la limpieza exitosa
de la muestra; aunque no es posible determinar un intervalo definitivo de este pardmetro para
el colageno UF, ésta deberia situarse en el intervalo de 2.7 a 2.8. Ademas es preferible que la
variacion entre las relaciones C/N de las fracciones obtenidas no sea significativa (basdndonos
en que existen diferencias de hasta 44 unidades). De igual manera el rendimiento de coldgeno
UF es > 1 %. Es importante mencionar que para poder generalizar estos resultados, se necesita
seguir haciendo pruebas.

Es claro que este es un primer estudio de nuestra regién sobre las condiciones en las que
debe presentarse una muestra para que sea posible su datacién por '*C con EMA y que hay
mucho trabajo a futuro que involucra el uso de otras técnicas para un andlisis mds detallado de
estos y otros pardmetros que pueden fungir como indicadores del estado de preservacion de las
muestras.
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Capitulo 1

Método de datacién por *C

Existen diversos métodos que se han utilizado para la datacion de materiales. Inicialmente los
intereses se enfocaban en investigaciones arqueoldgicas, sin embargo actualmente el interés se
ha expandido a investigaciones relacionadas con la ciencia forense, artes, geologia, vulcanologia,
etc.

El isétopo de '*C fue descubierto en 1937. Los seres vivos incorporan '*C proveniente del
medio ambiente (océano, bidsfera y sedimentos) a su organismo mediante la alimentacién y
por esto, antes de su muerte, se considera que la razén entre su contenido de '*C y 1a del medio
es constante. En el momento de su muerte el intercambio termina y dado que este is6topo del
carbono obedece la ley de decaimiento radiactivo, su concentracion en el organismo comienza
a disminuir. Como consecuencia, es posible relacionar informacion sobre esta cantidad con la
edad de un material. Este hecho es la base de la técnica de datacién por radiocarbono.

En 1946, Willard Libby determiné que la vida media del '*C era de 5568 + 40 afios y
basdndose en que este rango podia ajustarse a escalas de tiempo arqueoldgicas, propuso un
método de datacion en el que midiendo el niimero de particulas 5 emitidas como resultado de
los decaimientos del '“C durante un intervalo de tiempo conocido, en una muestra de material
organico, era posible conocer la cantidad inicial y asi determinar un nimero aproximado de

anos transcurridos desde su muerte.



En 1951, Libby expuso su primera lista de resultados (edades) usando esta técnica. Afios
mds tarde se hicieron mediciones en las que se encontré que en realidad la vida media del '4C
es de 5730 + 40 afios, sin embargo se lleg6 al acuerdo de que se seguiria usando la vida media
propuesta por Libby para no alterar los resultados ya publicados y posteriormente, se haria una
correccion para eliminar el error debido a la vida media utilizada inicialmente.

En afios siguientes, se instalaron algunos laboratorios dedicados a la datacién por '*C
alrededor del mundo y en algunos de ellos, se hicieron grandes contribuciones al entendimiento
del método. Uno de los principales retos para lograr la optimizacion de la técnica, ha sido
el entendimiento de factores como la variacién en la concentracién de '*C en la atmésfera,
la contaminacién de las muestras y las condiciones sujetas a todos los contextos en los que
son encontradas. Estas variaciones han provocado constantes cambios y actualizaciones en la
técnica, que serdn explicados a lo largo de este trabajo.

En general, toda la materia orgdnica (huesos, conchas, carbon, semillas, etc.) es ’fechable”
usando este método, ya que estos materiales tienen intercambio directo de '*C con la atmésfera.
También es posible fechar algunas maderas y plantas que bajo algtn tratamiento se convirtieron
en materiales de uso cotidiano como textiles o cuerdas. Por otro lado, aunque menos comun,
también son datados algunos materiales como restos de tejidos blandos, cuernos, piel, papel,
pergaminos, marfil, dientes, cabello, sangre, insectos y corales. Algunos sedimentos y suelos
también se prestan al uso de la técnica, sin embargo siempre se toma en cuenta que sus fuentes
de carbono son muy diversas y dificiles de estudiar. Es importante sefialar que no todos los
materiales son datados con el mismo éxito. Esto se debe a que el proceso para cada muestra
comienza desde la extraccion del material del lugar en donde esté depositado, hasta el momento
de la medicién; lo que provoca que existan muchas condiciones, pardmetros y factores que
pueden variar durante las mediciones y por lo tanto la manera en que afectan los resultados

cambia.



1.1. Tasa de produccion y distribucion de carbono global

El carbono existe en forma de tres isétopos. Dos de ellos estables y uno inestable. En orden
de abundancia, primero se encuentra el '*C, el cual constituye el 99 % del total, seguido por el
13C cuya concentracién es del 1 %; y finalmente un isGtopo inestable del cual existen solamente
1 x 1072 por cada dtomo de >C : el 'C.

Los is6topos estables del carbono, forman parte de la composicion de la Tierra desde su for-
maci6n primordial, mientras que la formacién del '*C puede ser: cosmogénica o antropogénica.
El primer tipo, conocido también como la forma natural de formacién de '“C, ocurre cuando
rayos cosmicos (particulas con energia del orden de TeV) provenientes de supernovas alcanzan
a la Tierra y producen neutrones térmicos que al interactuar con el nitrégeno atmosférico, dan

lugar a la reaccion nuclear 1-1 que da como resultado la formacion del radiois6topo

UN+n— “C+p (1-1)

Se han hecho célculos y simulaciones que permiten conocer de una manera casi exacta que
la tasa de produccién de radiocarbono debida a la fragmentacion de rayos césmicos es de 2.2
atomos seg X cm™ 1 ( [4]).

El segundo caso de formacién de 'C (antropogénico o artificial) se refiere principalmente
a la produccién de neutrones térmicos como consecuencia de los ensayos nucleares efectuados
entre 1950 y 1960, esto cre6 un efecto similar al de los rayos césmicos y por lo tanto el aumento
en la tasa de '“C atmosférico. Se sabe que se produjo alrededor del doble de dtomos de '*C
entre 1963 y 1965. El nivel del carbono artificial producido por las bombas atomicas en el
hemisferio norte alcanz6 su punto maximo en 1963, mientras que en el hemisferio sur alrededor
de 1965.

Debido a su mecanismo de formacién, la cantidad de '*C producido es afectada por la
intensidad y cantidad de neutrones térmicos presentes en la atmdsfera. Estos a su vez, se ven
afectados por el efecto de blindaje causado por el campo magnético terrestre, el cual desvia

algunos de los rayos cdsmicos incidentes de la superficie de la Tierra, implicando una variacion

3
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Figura 1-1: Esquema del ciclo del carbono [5]

geogrifica de la distribucién de produccién de '“C, es de esperarse que cuanto mds alto sea,
mayor cantidad de rayos césmicos se deflectan, disminuyendo su concentracion. Sin embargo,
debido al relativamente corto periodo de tiempo en el cual la atmésfera terrestre distribuye las

moléculas de '*CO, por toda la superficie, el factor de variacién geogrifica es despreciable.

Otro elemento que ha afectado los niveles de '*C atmosféricos, se conoce como el efecto
Suess. Este se debe a la quema de combustibles fésiles ocurrida a partir la revolucién industrial

y que como consecuencia produjo una disminucién en la actividad del '*C atmosférico.

Al producirse el '*C por alguna de las dos maneras, se forma monéxido y diéxido de

carbono (reacciones 1-2 y 1-3) que posteriormente se mezcla en los océanos y la bidsfera.

1
e+ 3 0, —> 4Co (1-2)

1
4c 4+ 3 0, — o, (1-3)
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Una vez en la superficie, el 14C02 entra en el ciclo de distribuciéon de carbono entre los
diferentes reservorios existentes en la Tierra. Una de las clasificaciones de reservorios es:

atmosfera, bidsfera, hidrésfera y sedimentos [5].

I Atmosfera ~ 2% ‘

| !

[Terrestre] [Marina]
\
| \
[Organica] [Inorganical
Biosfera ~ 1% ‘ Bidsfera ~ 0.01% ‘ Agua superficial (capa mezclada)
~ 2%

I‘# Materia organica no viva ~ 5% ‘ Materia organica disuelta ~ 2% }—-

* i

‘ B P
e Sedimentos ~ 4% !

Agua profunda
~83%

Figura 1-2: Distribucién general del carbono en los diferentes reservorios. Esquema obtenido
de [5]

En el figura 1-2, puede observarse que existe una gran diferencia entre el porcentaje de
14C en el agua profunda y los otros reservorios. Esta diferencia es importante debido a que la
gran concentracion y el elevado tiempo de residencia del is6topo (~ 1000 afios) suele actuar
como una compensacion a posibles variaciones en la concentracion en la superficie terrestre.
Sin embargo, se ha encontrado que al ser un factor importante en las variaciones climéticas en
la Tierra, ha provocado cambios en el '*C atmosférico principalmente durante las glaciaciones,
concluyéndose que tasas de ventilacion reducidas en el océano profundo, provocan aumento
en la concentracion de '“C en la atmésfera, mientras que ventilaciones altas resultan en una
disminucién del mismo [3]. Ademas del decaimiento radiactivo, se deben entender los “efectos
de alteracion” que se refieren a la manera en la que la concentracion de carbono se comporta,

esto es, estudiar la forma global y local de interactuar entre los principales reservorios de

5



carbono. Este estudio lleva a la generacion apropiada de curvas de calibracion que tomen en
cuenta la mayoria de factores posibles que pudieran interferir o afectar la precisién de los

resultados.

1.2. Bases de la técnica

Existen dos maneras de calcular edades usando radiocarbono, la primera es midiendo las
particulas beta resultantes del decaimiento del !*C y la segunda es mediante el conteo de
la fraccion '“C / '>C con EMA. Ambas técnicas estdn basadas en que la concentracién de
14C en los organismos empieza a disminuir al momento de su muerte mediante la ley de
decaimiento radiactivo, por lo cual puede calcularse el tiempo a partir del cese de intercambio

(edad radiocarbono) de la siguiente manera:

A
T = 80331In [—] (1-4)
Ay

donde A es la actividad del *C al momento de la medicién, Ag es la actividad inicial
de 'C al tiempo de la muerte o, T% /In2 = 8033 afios donde T% = 5568 afios es la vida
media calculada por Libby. Aunque para tener un cdlculo exacto se necesitaria un valor de Ag
constante, se ha tomado como referencia en las mediciones de edades para la actividad de un
tipo de madera que creci6 en los afios ochentas [3].

En principio para que la técnica funcione, se requiere hacer diversas suposiciones relaciona-
das con la concentracién de '*C atmosférico y la existencia de equilibrio entre concentraciones
en los reservorios. Bajo ciertas circunstancias, en particular si la tasa de produccién fuera casi
constante, habria un equilibrio dindmico entre la formacion y el decaimiento del mismo, lo que
llevaria a una concentracién constante de '“C en la atmésfera. Sin embargo, estas suposiciones
no son del todo ciertas debido a la gran cantidad de factores que afectan en la produccién y
distribucién del radioisétopo (seccion 1.3) ademds particularmente en la técnica de EMA, se
toman en cuenta también las fracciones de los isétopos estables '*C'y '?C, por lo que se deben

hacer mas correcciones de acuerdo a estandares internacionales o materiales de referencia.



Por todos estos factores, existen diferentes hip6tesis con el propdsito de que la técnica sea

vélida [6, 7].

» La produccién de '*C en la atmésfera y el intercambio entre reservorios han sido cons-
. .. 14 L .

tantes, lo cual lleva a su vez a asumir que la concentracion de "“C en la atmoésfera siempre

ha sido la misma y es igual a la de la bisfera. En consecuencia, cada punto en la bidsfera

tiene la misma concentracién de *C a un momento dado.

= La muerte de un ser vivo marca el punto en el que el intercambio de '“C entre éste y el
ambiente cesa. A partir de ese momento, el inico factor que afecta la concentracién del

radiois6topo es su decaimiento.

» La actividad del '*C contenido en un material durante su formacién ha sido siempre
la misma y estd definida por una muestra de dcido oxédlico distribuida por el Instituto
Nacional de Estdndares y Tecnologia (NIST por sus siglas en inglés), que es un material

de referencia estandar.

» Las actividades de '*C deben ser corregidas por fraccionamiento isotGpico (seccién

1.3.2) basandose en una medida de la razén Bey e,

= [as edades radiocarbono estdn dadas en anos aP (antes del presente), es decir a partir de

1950 DC.

Ademds, una de las principales consideraciones que se deben tomar en cuenta es el ya visto
error del 3 % en la vida media usada por Libby. Como ya se menciond, se hacen correcciones a
los datos tratados actualmente para corregir el error sin afectar los ya publicados. La correccién
debida al error en la vida media del 'C, hecha a las edades calculadas actualmente es la

mostrada en la ecuacion 1-5.

t5730 = 1.03 X t1ipby (1-5)

En las siguiente seccion (1.3), nos encargaremos de enlistar las principales variaciones que

se deben tomar en cuenta respecto a estas suposiciones.
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1.3. Principales variaciones

Como hemos visto, aunque la técnica de datacién por '“C estd basada en un fenémeno
bien conocido (decaimiento radiactivo), ésta también puede presentar una gran diversidad de
dificultades debido a que generalmente, las muestras no cumplen con todas las suposiciones

que se han propuesto (capitulo 1.2) para que el método sea completamente ideal.

Figura 1-3: Principales fuentes de variacion en los célculos de datacion con radiocarbono [5]

Las variaciones respecto a estas hipétesis tienen diferentes fuentes, algunas estdn relaciona-
das con la procedencia de la muestra y algunas con los aspectos geofisicos y geoquimicos de la
misma (Esquema 1-3). La evaluacion de la exactitud de un resultado de edad radiocarbono, se
fundamenta en la cantidad de hipdtesis que cumple, por eso se sugiere que una buena manera de
comprobar los resultados es datando diferentes objetos encontrados en el mismo contexto o en
otro caso, hacer dataciones de diferentes fracciones de una misma muestra. La segunda opcién
se piensa como la mds adecuada. Sin embargo, hasta la fecha no se conocen muchos trabajos en
los que se haga, debido a que lleva mucho tiempo y, al separar las fracciones, se encuentran aun
mds dificultades que pueden estar relacionadas por ejemplo con el tamaiio de la muestra. Tener
una muestra de tamafio considerable en la técnica es de gran importancia para su manipulacion,

y aunque el uso de EMA ha lidiado y desaparecido algunos de estos impedimentos comparada
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con la técnica convencional de datacién con '“C, todavia no se conoce una manera efectiva de
eliminar todos.

Como se muestra en la figura 1-3, una de las posibles clasificaciones de los factores que
influyen en la precision y exactitud de los resultados son: los Factores de procedencia de la
muestra que relacionan la integridad de la muestra con el contexto en el que se encontrd; la
composicion de la muestra que estan asociados principalmente con su contaminacion y efectos
del fraccionamiento (secciones 1.3.2'y 1.3.2); factores estadisticos y experimentales que abarcan
todos las cuestiones relacionadas con la obtencién y tratamiento de datos para la datacion y

factores sistémicos refiriéndose a las variaciones debidas a efectos de reservorio o de Vries.

1.3.1. Procedencia de la muestra

El contexto en el que las muestras son encontradas es de suma importancia ya que, general-
mente, este es un factor decisivo para evaluar si una muestra ha sido posicionada correctamente
en un rango de tiempo arqueoldgico o evento histérico. Aunque conocer por completo el contex-
to es imposible debido a la variedad de condiciones y tipos de sitios arqueoldgicos, establecer
una relacién entre la muestra y algtin evento o fendmeno histérico es esencial para realizar un
andlisis completo de los datos de la medicion de 14C. Frederick Johnson (1965:776) establecid
que las edades radiocarbono inicamente estdn relacionadas directamente con la muestra fecha-
da, mas el arquedlogo tiene como tarea establecer y justificar la relacion entre la edad obtenida
y el contexto en el que fue encontrada.

Durante el tiempo que se ha estado usando la técnica de datacién con '*C, se ha encontrado
que una gran porcién de valores erréneos de edades radiocarbono se deben a una asociacién
incorrecta entre las muestras y el ambiente arqueoldgico, geolégico o histérico. Los principales
motivos de estas asociaciones erroneas son perturbaciones previas en la zona donde fueron
encontradas las muestras, provocadas por seres humanos, animales o formacién de turba.

Los procesos de formacion de turba se refieren a la descomposicion de material organico
con lo que se transforma en carb6n mineral. En zonas como los polos de la Tierra, el suelo estd

severamente afectado por estos procesos ya que se forman capas de 10 a 50 cm aproximadamente
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cada 100 anos, esto lleva a la creacion y combinacion de distintas capas durante el paso del
tiempo y en consecuencia la informacién extraida de ese contexto puede no coincidir con la
datacion de algin material encontrado ahi. Ademads, en zonas donde pudo haber asentamientos
de animales por diferentes periodos de tiempo, la integridad del contexto arqueoldgico es
dudosa, por ello al ser identificadas estas situaciones, se debe evitar hacer la correlacion entre

el lugar y la edad de la muestra encontrada [5].

1.3.2. Composicion de la muestra

Existen varios tipos de materiales que pueden ser fechados, la composiciéon de cada uno
de ellos es un factor que debe tomarse en cuenta ya que las diferencias en sus composiciones,
llevan a diferentes tipos de contaminacion o degradacion. Se ilustrardn tres casos importantes

asociados a la composicion de la muestra.

Fraccionamiento isotopico

Ocurre debido a que el metabolismo de los seres vivos incorpora primero el is6topo mas
ligero del carbono. De esta manera, el '2C es absorbido primero, seguido porel '3Cy finalmente
el '“C. Esto lleva a concentraciones isotépicas diferentes entre un organismo y la atmésfera en
donde se desarrolla y a su vez, entre organismos que vivieron en el mismo lugar de la bidsfera
en el mismo periodo de tiempo. Se sabe que el efecto del fraccionamiento en la cantidad de
enriquecimiento en los valores de '“C es aproximadamente el doble que sobre los de '3C,
sin embargo una vez fijada la concentracién de '°C, ésta se mantiene constante debido a la
estabilidad del isétopo, por lo que es posible calibrar la relacién '*C/ '3C a un valor acordado

y de acuerdo a ese valor, hacer una calibracién proporcional para la actividad del '*C:

( 13C/ 12C)
( 13C/ 12C)estandar

Se ha tomado como convencidn, que la normalizacién debida a este fendmeno se haga

s 3C = — 1| x 10*%o (1-6)

tomando como valor de referencia una escala comin de § '*C (ecuacién 1-6). Todos los valores
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deben ser corregidos de acuerdo al fraccionamiento del estindar PDB (Belemnitella Americana)
el cual arroja valores de ¢ 13C = —25%o. Tomando en cuenta esto, la actividad corregida para

la muestra esta dada por:

Acorregida 1+ (—25/103) ):|2 (1_7)
Amedida |1+ (6 1°C/10%)
Y expresada en términos del tiempo, obtenemos
te —tm = 16(5 °C + 15)az05 (1-8)

Lo cual quiere decir que valores mayores a —25%o en el 6 '3C hacen que el resultado
corregido arroje edades mds viejas, mientras que el fraccionamiento correspondiente a 1%o
provoca una diferencia de 16 afios en la edad. Con esto se puede concluir que para 6 '°C

menores a —25%o arrojan edades corregidas mas jovenes que las medidas.

Contaminacion

Se le llama contaminacién a todo aquel carbono adherido a la muestra, que sea ajeno a
ella. Reconocer y eliminar la contaminacién es uno de los retos mds dificiles involucrados en
la calidad de los resultados, esto por la variedad de fuentes de contaminacion existentes y el
grado de penetracion que pueden tener sobre la muestra [6]. Para eliminarla, se hacen diferentes
lavados para ir llegando hasta los niveles mds internos.

Larelacion que describe el efecto de la contaminacion en la actividad del 4Cdela muestra,
estd en términos de la actividad medida Ay, la de la muestra A,,, la del contaminante A, y la
cantidad del contaminante f. Esta también puede ser expresada en términos de tiempo usando

la ley de decaimiento radiactivo 1-4, tomando como Ay la actividad moderna.

Ay = fAc+ (1= Ay (1-9)

Existen dos casos de posible contaminacion en las muestras. Cuando la muestra retiene

contaminantes tan viejos que su actividad puede considerarse nula (i.e. A, = 0), la actividad
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total medida arroja resultados que llevan a tener un desvio total de aproximadamente 80 afios
por cada 1 % de contaminante. Esto quiere decir que la edad resultante seria més vieja de lo que
es en realidad. En el caso en el que la muestra es contaminada con carbono moderno, se toma
A, = Ap por lo que la muestra arroja un resultado aparentando ser mds joven de su edad real.
Debido a que este trabajo se centra en huesos, expondremos los tipos de contaminantes en
material orgdnico. Existen dos etapas en las que la muestra puede ser contaminada: antes o

durante su formacion (Tablas 1-4 y 1-5) y después de su formacion.

Figura 1-4: Principales fuentes de variacion en los cdlculos de datacion con radiocarbono (antes
de extraer la muestra) [7]

Contaminantes como la turba ! y otros materiales de tipo vegetal que se incorporan a la
muestra, pueden provocar “envejecimiento” en los resultados de su edad. Por otro lado, los
carbonatos fésiles pueden contaminar la materia orgdnica debido a que estdn contenidos en el
suelo donde suelen encontrarse las muestras.

CONTAMINACION NATURAL DURANTE/DESPUES DEL MUESTREO

Todos los tipos Mezcla durante la colecta Sustancias preservantes.
Materiales para empacado

Figura 1-5: Principales fuentes de variacion natural en los cdlculos de datacion con radiocarbono
(durante y después la extraccion de la muestra) [7]

En el caso de la formacion de la muestra (figura 1-6), existen los dcidos hiimicos que son

adsorbidos por ella mediante por ejemplo, agua de lluvia que los dirige a través de la estructura.

I Carbén ligero, esponjoso y de aspecto terroso que se forma en lugares pantanosos debido a la descomposicién
de restos vegetales.
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Este tipo de contaminantes generalmente son expulsados con un bafio 4cido. En el caso de la
turba, las raices mezcladas son un problema ya que el tinico método conocido hasta ahora es
su eliminaciéon mediante microscopios y pinzas, sin embargo es un proceso que lleva mucho
tiempo.

Los carbonatos secundarios libres en la atmdsfera o en aguas superficiales, pueden también
adherirse a las muestras, sin embargo estos se eliminan mediante bafios en sustancias basicas.
Existen otro tipo de contaminantes mds externos que provienen por ejemplo, de organismos que
habitan el suelo o vegetacion cercana. Es tarea del personal del laboratorio hacer la eliminacion

de todos los contaminantes posibles sin dafar la muestra.

CONTAMINACION DESPUES DE SU FORMACION

Infiltracion de acidos humicos
Penetracion de raices
Carbonatos secundarios
Mezcla con material externo

Figura 1-6: Principales fuentes de contaminacion en involucradas datacién con radiocarbono
después de su formacion [7]

Diagénesis

La diagénesis es cominmente confundida con contaminacién, sin embargo, son conceptos
distintos: se refiere a alteraciones a nivel molecular de los materiales a fechar. Generalmente los
contaminantes se adhieren a las muestras debido al largo tiempo que llevan en cierto ambiente y
en este caso, se deben hacer valoraciones de qué tan integra sigue la composicion de la muestra
y hacerse correcciones de acuerdo a esto ya que no hay un método especifico para eliminar sus

efectos.

1.3.3. Factores estadisticos y experimentales

La estadistica de datos es un factor que puede introducir errores relacionados con manejo

de desviaciones estdndar o la relacion entre datos y curvas de calibracion.
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Para eliminar estos errores, se hacen diversas mediciones de una misma muestra para
comparar desviaciones estdndar y reducir errores. En la figura 1-7 se observa un ejemplo de
esto. Aunque los errores de este tipo se han reducido con la mejora de los dispositivos y técnicas
utilizados a través del tiempo, es imposible representar una edad radiocarbono asociada a una
sola edad calendario, éstas siempre deben ser representadas con su respectivos factores 1o~y

20.

= pMC LEMA
e pMC CERTIFICADO

134

132 +

O 1304

pM

128

126

T T T T
11/06/2013 11/06/2014 11/06/2015

Fecha de proceso

Figura 1-7: Ejemplo de la repeticion de una muestra en LEMA. En rojo se muestran los valores
certificados mientras que en negro los medidos.

Los errores experimentales, por su parte, son aquellos que se relacionan con los instrumentos
de medicion o equivocaciones accidentales del personal de laboratorio que muchas veces no

son detectadas y por lo tanto no se eliminan.

1.3.4. Factores sistémicos

Son llamadas asf aquellos efectos que llevan a la modificacion de las hipétesis principales de
la teorfa de datacién con '“C; pueden ser de dos tipos: efecto de Vries o efecto reservorio y para

eliminarlos deben hacerse calibraciones y correcciones. Estos no involucran ningtin problema
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que sea secuela a la composicion de la muestra.

Efecto reservorio

En caso de que los materiales a fechar no obtengan el '*C de lugares cuya concentracién
estd en equilibrio con la atmdsfera, debe tomarse en cuenta el efecto reservorio, que se origina
debido a que el enriquecimiento isotdpico en las muestras es diferente al correspondiente a la
atmosfera.

Existen diferentes reservorios que provocan este efecto [8]:

s Marino. En el océano, se tiene un valor de ¢ '>C = 1%o lo cual hace una diferencia con la
atmésfera de 26%o y a su vez, una diferencia de 52%o en '“C/ 12C (ya que se considera el
doble que 1a 6'3). Por lo tanto, la actividad del '*C en el océano seria de 152 % comparado
con la atmésfera [9]. El 'C en el agua profunda tiene més tiempo para decaer por lo cual

su actividad es menor a la del agua superficial.

= Agua dulce. Este se debe principalmente a la disolucién de carbonatos geolégicos cuyo
contenido de '*C es casi nulo debido a su vejez. También puede ser provocado por los
acidos humicos del suelo o en algunos casos el almacenamiento de agua por temporadas

(acuiferos).

= Volcanico. En los alrededores de los volcanes, la liberacién de fumarolas que contienen
CO, provocan la disminucién de actividad de '4C. Para corregir este efecto se hacen
mediciones de la concentracién de boro en la regién ya que este también es liberado de

forma estequiométrica [10].

» Agua pesada. Hay zonas en donde ocurre la disminucién de '*C en agua dulce debido
a la disolucion de biocarbonatos y carbonatos en ella, lo que lleva a la incorporacion de
metales como calcio o magnesio, lo cual produce que el agua se vuelva mds ’pesada”.
Es por ello que en este caso el efecto reservorio se llama de agua pesada. Esto se da

generalmente en zonas donde hay piedra caliza y arenisca.
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La correccion a este efecto se hace restando la edad del reservorio de las medidas hechas
a la muestra. Las edades de los reservorios generalmente varian localmente, por lo que es

importante calcularla en el lugar de donde se obtuvo la muestra.

Efecto de Vries

Este fue observado por de Vries en 1958 y fue llamado también de corto plazo. Se refiere
a aquellas perturbaciones que causan algunas de las anomalias en las curvas de calibracion
discutidas en la seccion siguiente. Se han visto importantes relaciones entre los cambios en
la modulacién de viento solar y ciclos de manchas solares de 11 afios, con el flujo de rayos
cOsmicos incidentes en la Tierra, a las que se han atribuido estas variaciones. Sin embargo, se ha
logrado un mejor ajuste de los datos mediante la correlacién de las variaciones en la actividad

de 'C con el indice de reflexion solar 2.

Figura 1-8: Variaciones en la tendencia sinusoidal, atribuidas al efecto de Vries. Relacion de
14C y edad calculada con dendocronologia de muestras de madera [11].

% Fraccién de la energia solar incidente que es reflejada por la superficie de la Tierra. Aunque no se conoce
la causa de estas variaciones con exactitud, es cierto que este efecto influye en la exactitud y precisién de los
resultados de edades medidas por radioacarbono [5]
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1.4. Curvas de calibracion

Figura 1-9: Version mas reciente (del afio 2013) de la curva de calibraciéon para relacionar
edades aP con edades radiocarbono.

Por la gran cantidad de variaciones en la produccion e incorporacién de '*C en los organis-
mos (secciones 1.1 y 1.3), se han elaborado curvas de calibraciéon adecuadas que dan una guia
al andlisis de datos para obtener los mejores resultados, asimismo es necesario establecer una
serie de calibraciones especificas por cada fuente de error.

El método mas utilizado para generar las curvas de calibracién correspondientes a radiocar-
bono, es mediante la dendocronologia. Algunos arboles registran patrones de anillos anuales

con lo que es posible determinar su edad. Debido a que se supone la concentracion de la atmds-
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fera igual a la de los organismos vivos a un momento dado, si se determina la concentracién de
14C en cada uno de los anillos, es posible hacer un registro anual de concentraciones de '“C.
La primera curva fue hecha por Hans Suess y en ella se dio cuenta que la diferencia entre
edades calendario y edades radiocarbono fue clara. En la primera seccién de la curva, cuyo eje de
las abscisas corresponde a la edad calendario y en el eje de las ordenadas la edad radiocarbono,
pudo observarse un comportamiento sinusoudal con un periodo de aproximadamente 9000
afios. Sobrepuestos a esta tendencia, también se notaron ciertos “meneos” cuya duracién en
edad calendario es pequefia pero en edad radiocarbono tienen amplitudes de hasta décadas 1-8.

Estas variaciones se atribuyeron a los cambios en la accion de los rayos césmicos [6].

Figura 1-10: Edades radiocarbono contra edades calendario del periodo de 9000-11000 '#C
afios aP. Esta curva estd basada en muestras provenientes de lagos, corales, sedimientos marinos
y anillo drboles fechadas por radiocarbono. Cada una de esas muestras también fue fechada
independientemente para obtener una comparacion directa entre edades radiocarbono y edades
calendario. Pueden observarse ciertas “mesetas” denotadas con la letra P en 10 400, 10 000 y
9 600 afios '*C. Cualquier fecha que caiga en estas mesetas, tendrd rangos de algunos cientos
de anos [12]
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Otra de las posibles razones de las variaciones en las curvas de calibracion (ademas de los
cambios por accién humana), podrian ser ciertos cambios en la circulacién del '“C proveniente
del océano, hemos dicho ya que este es el reservorio de '*C mds grande, por lo que estas
modificaciones llevarian a un aumento o disminucion de la liberacién de CO, y por lo tanto la
alteracién en los niveles de '*C en la atmésfera [13].

En los afios posteriores, se han hecho mejoras a las primeras curvas de calibracion y
desde entonces se han ido mejorando en diversos laboratorios (Belfast, Groningen, Heidelberg,
Pretoria, Seattle y Tucson [12]), afiadiendo a la informacién de radiocarbono en anillos de
arboles, mediciones en conchas, varvas 3 y algunos otro estudios. Debido a que en general no
puede asociarse uno a uno la edad radiocarbono con la edad calendario, éstas son expresadas en
términos de intervalos de probabilidad y suelen darse en términos de 1 o (68 %) y 2 o (95.4 %)
(figura 1-10).

Es importante mencionar que también existe una incertidumbre asociada con la curva de
calibracion incluida en los cdlculos al momento de dar los intervalos probables. Ademds, deben
tomarse en cuenta factores que afectan los resultados al momento de medir. Estos pueden
estar relacionados con el método utilizado o el laboratorio donde se realizan los cdlculos, por
ejemplo, la radiacién de fondo, la precision de los instrumentos utilizados, etc.

En resumen, existen una serie de convenciones tomadas para reportar los resultados de

dataciones con 'C [6]:

= Todos los resultados deben ser reportados en afios “antes del presente” (aP), tomando

como presente a partir del afio 1950.
» La vida media usada para calcular los resultados es la calculada por Libby (5568 afios).

= Se realiza una normalizacion debida a fraccionamiento isotopico tomando como referen-

cia 6 1BC = -25%.

3 Sedimento formado por asociaciones de laminas en las que alternan niveles mas claros (limosos o arenosos)
con otros mds oscuros (arcillosos), caracteristico de medios lacustres, y cuyo origen va ligado a los cambios
climéticos estacionales.
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= Se toma como actividad moderna a una proporcion de la actividad de uno de los estandares
de 4cido oxdlico, proporcionado por el Departamento Nacional de Estdndares de los

Estados Unidos.
= Se debe reportar un error de +1o.

= Si el término de error es mayor a +£50 afios radiocarbono, se hace un redondeo a los
10 anos mas cercanos. Si el error es menor, se redondea a los 5 afios radiocarbono mas

cercanos.

Figura 1-11: Imagen ilustrativa de la forma de calibracién con el programa OxCal usado en
LEMA (https://c14.arch.ox.ac.uk/embed.php?File=oxcal.html). El eje de las abscisas representa
la edad calibrada y el eje de las ordenadas la edad radiocarbono. En color azul se observa la
curva de calibracidn, es importante notar que esta tiene cierta anchura correspondiente a la
desviacion estandar de la misma. La distribucién normal a la izquierda en color rojo representa
el dato ingresado al programa en edad radiocarbono (con 1o y 20), mientras que en gris se
observa una gréfica con diversos “picos” que representan los rangos de probabilidad entre los
que puede estar la edad calibrada real.
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1.5. Tratamiento de datos usando EMA

Las edades radiocarbono de una muestra se miden de acuerdo con la siguiente ecuacion

Edad radiocarbono = —T In F/ (1-10)

en donde T es la vida media de Libby y F es la fraccion de carbono moderno que contiene
la muestra (Ecuacién 1-11)
('*C/ 13C)m[6 13C=-25]

F = (1-11)
( 14C/ 13C)1950[5 13c=—_25]

Aunque los principios de las mediciones para datacion con radiocarbono estdn basadas en

medidas de actividad 4, en espectrometria de masas con aceleradores se cuentan isétopos uno a
uno, tomando en cuenta que medir la actividad especifica de '*C en una muestra es proporcional
a medir el nimero de is6topos de '*C en relacién al total y que en general, la concentracién de

B3¢ y 14C es mucho menor a la de '2C (ecuacion 1-12 [15]).

N( 14C) N N( 14C) N N( 14C)
N(PC)+ N(BO)+ N(™C) N(2C)+ N(BC) N('20)

(1-12)

En primer lugar, se debe tomar en cuenta que la gran cantidad de eventos que se detectan
en EMA, permite hacer un andlisis estadistico de datos. Es importante que en las técnicas
empleadas puedan incluirse y analizar estindares 3 y blancos © para aplicar las normalizaciones
adecuadas y eliminar el ruido de fondo. En primer lugar todas las medidas incluyendo los
estdndares y blancos, deben ser normalizadas a cierto valor hipotético “absoluto” el cual seria
su relacién 1*C /12C si la actividad del '*C en 1950 tuviera un & '*C=-25%o. Para los 4cidos

oxdlicos 7 esta correccion estd dada por la ecuacién 1-13.

4 Se puede encontrar una explicacién detallada de este tipo de mediciones en [14].

> Materiales cuya edad ya se conoce y en base a los cuales se hacen correcciones

6 Materiales que carecen de carbono, usados para hacer mediciones del fondo del sistema de EMA para eliminar
errores sistematicos.

7 Estandares proporcionados por el buré de estindares extraido de una muestra de melasa de remolacha francesa,
se usaba primero el I sin embargo debido a que se agotd, se introdujo el II.
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14C 14C 14C
C/1950-251 Cloxan-19] C/oxarn-25)

Donde los subindices en corchetes indican el uso de la medida corregida por fraccionamiento
isotépico 6 13C con la ecuacién 1-6. La expresién 1-13 se usa para obtener el denominador en
1-11. Las constantes se explican en el apéndice A. En el caso de medir '*C/!3C y tomando
en cuenta el estandar PDB 8, la relacién '*C/'?C de una muestra cualquiera estd dada por la

ecuacion

14, 14 13 14, 13 13
_C = _C _C = _C 1+ 0 "Cm _C (1-14)
12C m 13C - 12C " 13C m 1000 12C PDB

En donde el subindice m se refiere a la muestra. Para el numerador en 1-11, mediante la
expresion 1-15 se hace la correccion a la muestra con cualquier valor de fraccionamiento para

obtener aquel valor cuya 6 13C =-25.

25
14C ~ 14C 1 - 1536 (1-15)
130 - 13¢ (6 PO
m[=25] m[s] | 1 + 1000

Se han desarrollado programas de andlisis de datos de concentraciones en diferentes labo-
ratorios. Los tipos de errores sistemdticos que buscan eliminarse con este tipo de programas
incluyen desviaciones en el tiempo de medida, diferencias en las corrientes usadas u obtenidas y
distorsiones en la relaciones isotdpicas debidas a eventos no detectados. Generalmente los pro-
gramas muestran graficas en donde se puede ver las relaciones '*C/'>C'y '3C/'2C en funcién
del tiempo de medida o la corriente detectada, de esta manera se pueden observar anomalias
que indiquen posibles errores.

Ademds, para la eliminacién de fondo se mide la relacién '*C/ '?C del material blanco y se
resta de la medida de la muestra a analizar (ecuacién 1-16). Posterior a esta correccion y la de
fraccionamiento isotépico, se debe hacer la normalizacion mediante el cdlculo de las relaciones
isotépicas correspondientes a los materiales estindar. Es importante tomar en cuenta que si

existe gran diferencia entre las cuentas de materiales estdndares, puede haber errores externos

8 Estdndar Pee Dee Belemnite basado en un f6sil del cretécico.
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que estén modificando estas relaciones.

14C 14C
Ry = ( c = 12C>blk)

2
0.975 ] (1-16)

1 + 6 3C/1000

Con esta informacion, se obtiene entonces la relacidn isotdpica necesaria para obtener la

edad radiocarbono.

Fm

100( Rs ) (117

©0.7459 \ < Ry >y
Debido al tipo de tratamiento que se le da a los datos, la incertidumbre total de la muestra
debe tomar en cuenta la estadistica tanto de la muestra como la de los blancos y los estdndares.

Los resultados entonces son presentados como datos en una tabla de forma que puedan ser

analizados en los programas correspondientes a radiocarbono (OxCal en caso del LEMA).
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Capitulo 2

Datacién de huesos por #C

El hueso estd compuesto por materia orgénica e inorgdnica. Aunque las proporciones de
estos tipos de materiales son variables entre especies e individuos, se considera que aproxima-
damente dos tercios del material es inorgdnico en forma de hidroxiapatita (Caz(PO4), Ca(OH),)
y carbonato de calcio; mientras que la parte orgédnica estd formada por macromoléculas de pro-
teina compuesta por cadenas enroscadas formando triples hélices. Estas cadenas estdn alineadas
y unidas para formar una especie de fibrillas que a su vez adquieren un arreglo que asemeja a
unos canales. En ellos, los cristales minerales en forma de placa (apatita) son depositados. Una

representacion grifica se muestra en la figura 2-1.
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Molécula de
colageno

Hueso esponjoso

Fibrilla de
Fibra de colégeno
colageno
X Cristal del
hueso
H
1 nm
10-500 pm
Macroestructura Nanoestructura
Microestructura Sub-nanoestructura

Sub-microestructura

Figura 2-1: Esquema de la estructura del hueso. Imagen extraida de [16]

A grandes rasgos la estructura del hueso consiste en agua (10 wt %) y fibras de coldgeno
(20 - 30 wt %)"! constituyendo un armazén dentro del cual los cristales de apatita carbonatada
(60 - 70 wt %) se forman a lo largo de su crecimiento (figura 4-5). Posterior a la muerte del

vertebrado, las proporciones de los componentes 6seos cambian y varian dependiendo de la

cantidad de tiempo que estén enterrados o los efectos de la contaminacion.

Moléculas de colégeno (Triples hélices)
Fibrillas de colageno

Fibras de colageno

Cadenas de
aminoacidos

Figura 2-2: Esquema de la estructura del coldgeno

!'wt % se refiere al porcentaje del peso total
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En los primeros afios del uso de la técnica de datacién por '*C, el hueso parecia ser
un material dificil de tratar debido a que su estructura porosa y gran contenido de carbono
inorgénico llevaban a pensar que la contaminacion e intercambio isotdpico con elementos del
suelo podria ser muy comun. Sin embargo, para los arquedlogos este material es de suma
importancia ya que conocer la edad de un hueso proporciona mucha informacién precisa sobre
el contexto y época al que pertenece. Esto provocd que se siguiera haciendo un estudio para
encontrar la fraccion del hueso con suficiente integridad isotdpica del que se pudiera obtener

informacién confiable.

Tabla 2-1: Principales fracciones de hueso usado para andlisis por '“C

Fracciones inorganicas
Carbonatos externos en la estructura de apatita
Carbonatos diagenéticos/secundarios
Fracciones organicas
Fracciones de 4cido soluble, dcido insoluble, base soluble y base insoluble.
Colédgeno
Gelatina
Aminodcidos totales
Aminodcidos especificos

Parte de los objetivos de dichos estudios ha consistido en aislar las dos fracciones y hacer
pruebas para conocer sus propiedades. Los componentes de la parte inorgdnica del hueso
estdn unidos mediante enlaces i6nicos, esto quiere decir que sus componentes son ldbiles,
provocando la sustitucion de los componentes originales por otros elementos o la creacion de
espacios vacios [17], lo que provoca que existan variaciones en su composicion (figura 2-3)y
hace indistinguibles los contaminantes de la estructura original y por lo tanto fechamientos
erréneos cuando se ha usado esta fraccion.

Por otro lado, los componentes inorganicos del tejido oseo estdn unidos por enlaces co-
valentes, por lo que su estructura es insoluble en agua. Hasta ahora no se tiene conocimiento
de mecanismos por los cuales las proteinas involucradas puedan intercambiar carbono después
de muerto el individuo, ademds de que esta fraccion es sensible a los dcidos usados para las

limpiezas (generalmente HCI), lo que hace mds sencilla la eliminacién de contaminantes ex-
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ternos; esto llevé a los expertos a concluir que la fraccion orgdnica de los huesos es la que
conserva la informacién mds confiable para realizar el procedimiento de fechar, sin embargo,
la investigacion no terminé ahi. Como se puede ver en la tabla 2-1, existe una clasificacién
del material orgdnico presente en el hueso, por ello las pruebas se han extendido a conocer
cudl de estos componentes es el mejor candidato. Se han establecido diversos mecanismos
de extraccion que van desde limpiezas superficiales hasta lavados quimicos para eliminar los
contaminantes a nivel molecular, para obtener la fraccién menos degradada. Estos mecanismos
son secuenciales y aunque varian de laboratorio en laboratorio, en general todo comienza con
la descalcificacion del hueso mediante un bafio en 4cido clorhidrico para eliminar la parte inor-
gdnica, posteriormente bafios en un alcali (generalmente NaOH) que elimina 4cidos hiimicos
2, seguido por calentamientos a temperaturas mayores a 70°C para obtener la ”gelatina” cuyo
principal componente es el coldgeno. Finalmente se hacen filtrados para obtener la fraccion
menos fragmentada de coldgeno y ésta se seca usando estufas a temperaturas moderadas durante
aproximadamente 12 horas. Hasta ahora estos procedimientos han demostrado ser efectivos,
sin embargo, es muy comtin que el grado de contaminacién llegue hasta nivel molecular de la
muestra. Tal es el caso de la diagénesis, explicada posteriormente. En otros laboratorios se ha
hecho la separacién de aminodcidos especificos (por ejemplo la hydroxyprolina presente en el
coldgeno que contiene aproximadamente 10 % del carbono perteneciente al coldgeno [18]), sin

embargo, esos procedimientos todavia no son adoptados en la mayoria de los laboratorios.

2 Consisten en mezclas heterogéneas de moléculas de pequefio tamafio que se forman a partir de la transforma-
cion bioldgica de células muertas y se asocian mutuamente en estructuras supramoleculares, que pueden separarse
en sus componentes de menor tamaifio por fraccionamiento quimico
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Plano C
PO4: carga negativa

6875A

Plano a / .

Ca:carga positiva

HAp,Ca;o(P04)s(OH),

Figura 2-3: Esquema de la hidroxiapatita en el hueso. Estd constituida por 10 4tomos
de calcio, 6 de fosfatos y 2 hidroxilos, cuando le falta un calcio o un fosfato en su
arreglo tridimensional, ésta llena ese espacio vacio con otra especie. Imagen extraida de
http://sofsera.co.jp/english/tech1l_e.html.

2.1. Diagénesis en huesos

Los huesos pueden pasar largos periodos de tiempo enterrados en ambientes arqueoldgicos
diversos. Debido a ello, pueden sufrir cambios en su estructura y su composicion quimica o
diagénesis.

Durante el tiempo de vida ocurre un proceso de remineralizacion en los huesos, esto se
ve reflejado en su histologia, composicion isotépica y composicion elemental, sin embargo,
fendmenos como la absorcion de cationes y de compuestos inorgdnicos que circulan a su
alrededor, intercambio de iones, lixiviacion3 y separacion del coldgeno, ataque de microbios o
alteracion de la matriz mineral hacen que los huesos pierdan parte de su material original y este

sea reemplazado por alguna otra sustancia. En particular, la diagénesis en huesos se refiere a la

3 La lixiviacién consiste en la eliminacién o extraccién de un componente soluble (soluto) contenido en un
s6lido mediante un solvente apropiado.
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sustitucion del coldgeno por sustancias inorgénicas. La estructura cristalina de la hidroxiapatita
la hace susceptible a los procesos de diagénesis y por lo tanto volverse inestable [19].

Existen varios aspectos importantes que se toman en cuenta al estudiar este tipo de modifica-
cion interna. Primero se debe entender la naturaleza de la diagénesis durante el enterramiento,
esto estd relacionado con la diferencia de condiciones sujetas a la diversidad de ambientes.
Ademés, al ser los huesos materiales de los que se obtiene informacién a diferentes niveles
(isotépico, molecular, bioquimico y estructural), se debe tomar en cuenta la manera especifica

en la que esta informacidn se altera en cada uno de ellos.

Medicion de diagénesis

Los estudios de diagénesis se han concentrado en relacionar cuatro pardmetros principales,
que a su vez estdn divididos en dos grupos. El primero se relaciona con los efectos de la
diagénesis sobre el hueso, e incluye al contenido de colageno y la integridad histologica; el
segundo contiene a los pardmetros relacionados con la respuesta del hueso a su medio ambiente:

porosidad y cristalinidad [20].

= Contenido de colageno

Al medir la cantidad de coldgeno presente en un hueso después de ser extraido de su de-
posito, puede hacerse una estimacion de la cantidad del material orgénico perdido a causa
de algunos procesos que serdn explicados posteriormente. Este factor estd directamente
relacionado con la cantidad de contaminantes que pudieron afectar la composicion del

hueso y con el proceso de extraccion de esta fraccién en cada laboratorio.

= Integridad histolégica

Se refiere al andlisis del tejido perteneciente al hueso. Es posible obtener informacién
de los efectos de ataques microbianos y diagénesis en general, haciendo evaluaciones

histolégicas del hueso.
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= Porosidad

Este pardmetro (relacionado con la densidad) se refiere al didmetro de los poros en la
estructura del hueso y su distribucion espacial. Poros grandes permiten la incorporacion

de agua y por consiguiente degradacion en el coldgeno.

m Cristalinidad

También 1lamado "splitting factor"(abreviado SF y denominado factor de divisibilidad),
la cristalinidad es un indicador del tamafio relativo de los cristales y la manera en la que
los atomos estdn acomodados en la red. Las alteraciones post-mortem en la estructura
de los huesos estdn relacionadas con la fase orgédnica del hueso, por eso la pérdida de

material orgdnico se relaciona con este factor.

Se ha concluido que estos pardmetros se relacionan segtn el sitio en donde se encuentren las
muestras y que ademas la relacion entre los factores antes mencionados crece con la cantidad

de diagénesis.

Procesos de cambio

Tomando en cuenta los factores medidos para observar diagénesis, existen diversos procesos

que modifican las caracteristicas del hueso involucradas en la extraccion de coldgeno.

= Disminucion de colageno y ataque microbiano. No se conocen a detalle todas las
caracteristicas de este aspecto debido a la variedad de especies microbianas y huesos,
sin embargo se sabe que no hay efectos definitivos sobre las muestras. Puede ocurrir
que la fase orgdnica del hueso y los cristales de apatita causen bajo ciertas condiciones,
proteccion hacia el hueso contra la contaminacién interna; o que la pérdida de coldgeno
debida a ataque microbiano e hidrdlisis tengan un efecto distinguible en el proceso de
recristalizacion y por lo tanto en el intercambio ionico de hidroxiapatita en las siguientes
etapas de la diagénesis. La incorporacion de moléculas de agua a la estructura es posible

ya que el coldgeno (hidrofilico) se puede volver soluble mediante la ruptura de los
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enlaces cruzados entre las hélices y fragmentacion. Esto lleva a que el agua incorporada
provoque fisuras que permiten el acceso a iones ajenos al hueso. El ataque microbiano
es reflejado en la porosidad de los huesos que son atacados, debido a que €sta aumenta

considerablemente [1].

= Recristalizacion y biomineralizacion.

Como consecuencia de la disminucién de coldgeno, los espacios "vacios"permiten la
entrada a fluidos sedimentarios y minerales diagenéticos, lo cual implica algunas diferen-
cias entre tamanos de los cristales. Puede ocurrir que los mds largos crezcan a expensas
de otros de menor tamafo. Por otro lado, la recristalinizacion da lugar a procesos de
intercambio i6nico en los que los cristales se vuelven mds largos y més ordenados, lo

cual hace que el SF crezca.

Parametros ambientales

Ademads de los aspectos tomados en cuenta para medir la diagénesis, es importante conocer
los pardmetros dependientes de la diversidad de ambientes y que igualmente afectan la manera
en la que las muestras son perjudicadas. Aunque se pueden hacer diferentes clasificaciones de

estos parametros, en este trabajo se enlistan tres principales:

= Temperatura

Todos los agentes anteriormente mencionados, tienen variaciones segun la temperatura.
Esto indica que la preservacion del coldgeno depende de los diversos entornos en donde

la temperatura es un factor caracteristico.

= Hidrologia

Se conocen tres tipos principales de ambientes hidrolégicos; muy secos, intermedios y
muy hiimedos. En el primero de ellos la accién de microbios sobre las muestras es poca,
en los intermedios a pesar de que existen variaciones, éstas no tienen gran influencia en

la magnitud de los ataques microbianos. En los ambientes donde la humedad es elevada,
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la cantidad de oxigeno es escasa, por lo que al igual que en los ambientes muy secos, los

microbios no afectan en gran medida la estructura del hueso.

= Geoquimica

Este es un criterio que incluye los efectos sobre las muestras dados por concentraciones
de solutos, cambios de pH y potencial de reduccion. Es muy dificil conocer los cambios
debidos a cada uno de los posibles valores para estos aspectos, sin embargo, se sabe que

influyen en la diagénesis en los huesos.

Consideraciones adicionales

Todas las muestras de hueso presentan caracteristicas Unicas. Es importante considerar
que las fuentes de contaminacion en cada caso son diferentes y por tanto es necesaria una
comprension lo mds completa posible del entorno en el que ha estado depositado el material,
las modificaciones que ha sufrido el ambiente y por lo tanto la muestra. Tampoco se debe
“asumir” que los huesos tienen un buen o mal estado de preservacion basandose en factores
como el tiempo que han estado enterrados o depositados en un ambiente dado. Puede ocurrir que
algunos huesos antiguos hayan pasado mucho tiempo depositados en lugares con condiciones
climédticas y ambientales estables, por lo que su degradacién es minima en comparacién con
otros mds recientes que han estado bajo condiciones muy extremosas (tales como cenotes) y
por lo tanto presentan un mayor estado de degradacion.

Otro ejemplo en el que se resalta la importancia de relacionar informacion adicional sobre
la muestra con las fechas que se obtienen de su andlisis, es el de la datacion de herramientas
hechas con huesos y que pasan por procesos de limpieza o incineracién previos al depdsito.
Es de suma importancia que se haga la distincion entre las fechas arrojadas por estos objetos
y las de otros huesos hallados en el mismo lugar pero que siguieron los procesos normales de
cadaverizacion.

Por casos como éstos, es esencial que los usuarios del LEMA, proporcionen informacién
sobre las condiciones a las que estuvo sujeta la muestra y asi se pueda lograr la correcta

interpretacion de los datos.
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Capitulo 3
Objetivos

En este trabajo se pretende hacer una caracterizacién de las muestras de hueso analizadas
hasta ahora en LEMA, mediante su andlisis elemental antes y después de su tratamiento para
hacer una comparacion entre sus propiedades. Se busca ademas alguna relacion entre pardmetros
caracteristicos de cada una de las muestras (%N, %C y C/N) y su estado de preservacion
(rendimiento de coldgeno), tomando como base los trabajos realizados por Brock et all’! y
Klinken et al*!1.

Ademds, se quiere conocer las condiciones bajo las cuales se alcanza la reproducibilidad
entre fechas correspondientes a fracciones obtenidas de algunas muestras de hueso elegidas
durante tres fases diferentes en el proceso de extraccién de coldgeno: colageno total, colageno
Ultrafiltrado (UF) y colageno insoluble.

Finalmente se quiere obtener indicios sobre los pardmetros caracteristicos de muestras de
hueso mexicanas (obtenidas de diferentes regiones geograficas) para su datacion con la técnica

de EMA.

33



Capitulo 4

Materiales y métodos

4.1. Descripcion de las muestras

Todas las muestras de hueso analizadas en el LEMA provienen de estados de la Republica
Mexicana. Las condiciones de clima y los tipos de enterramiento asi como el contexto temporal
al que pertenecen son distintos. Los huesos fueron proporcionados por el Maestro Guillermo
Cérdova Tello, el Dr. Alejandro Terrazas Mata, la Arglga. Carmen Rojas Sandoval , la Dra.
Lorena Valencia Caballero y el Maestro José¢ Concepcion Jiménez Lopez.

Tabla 4-1: Clasificacion sobre los estados de donde provienen las 54 muestras analizadas y los
tipos de clima de la zona

Procedencia Contexto N° total N° muestras con
climatico | de muestras | rendimiento >1 Y%

Coahuila 2 2
Durango 1 1
Hidalgo 6 6
Zacatecas o 10 5
Ciudad de México Arido 5 1
Puebla 2 1
Michoacan 3 2
Sonora 2 0
San Luis Potosi Himedo 11 3
Chiapas Tropical 3 1
Quintana Roo Cenotes 9 0
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El datacién de huesos por la técnica de '“C es de gran interés para la comunidad de
arquedlogos, una de las principales razones es que su estructura quimica (basada en proteinas)
es bien conocida. Los huesos han ayudado a establecer y conocer mds sobre el pasado de los
seres humanos en contextos especiales, esto basdndose en la hipétesis de que las muestras
estudiadas son generalmente suficientemente grandes para eliminar la posibilidad de haber
sido trasladadas grandes distancias. Es cierto que no existe una manera de comprobar que las
edades calculadas son correctas, a excepcion de aquellas que ya son conocidas por otro método,
por lo que generalmente se hacen evaluaciones de la precision en las medidas basdndose en
informacion relacionada con algunos factores arqueoldgicos propios de alguna época o lugar
en especial.

A través del tiempo, los resultados provistos por la técnica han sido cuestionados. Por
esta razon los diversos laboratorios dedicados a datacién con 14C, se han dado a la tarea
de experimentar y tratar de optimizar la técnica para llevar a los mejores resultados, esto
enfocandose en su reproducibilidad en dos formas: la primera, haciendo variaciones en la
preparacion de la misma muestra en un laboratorio para comparar los resultados y la segunda,

comparando resultados de una misma muestra entre diferentes laboratorios.

Extraccion de » Combustion y » Analisis con » Tratamiento

coldgeno Grafitizacion EMA. de datos.

Figura 4-1: Esquema general del tratamiento para una muestra en LEMA.

La técnica requiere de diversas etapas que van desde la limpieza de la muestra, produccion
de CO,, purificacion de CO, y reduccion a grafito. Debido a todos los factores contaminantes
mencionados anteriormente, la preparacion de los huesos y medicién de datos en LEMA es
formada por varias etapas en las que se va eliminando gradualmente todo tipo de contami-
nante posible hasta llegar a la medicion y calibracién final de datos. En LEMA se sigue un

procedimiento general establecido para todas las muestras (esquema en la figura 4-1) desde que
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comienza el procedimiento para fecharlas, sin embargo en algunos casos se hacen variaciones
debido a condiciones o caracteristicas especiales de algunas muestras. Estos detalles serdn

discutidos posteriormente.

4.2. Extraccion de colageno en el LEMA

Hasta el momento, no se ha establecido un proceso de pre-tratamiento de huesos general,
sin embargo la mayoria sigue un método basado en el método de Longin publicado en 1971.

La extraccion del coldgeno en huesos es uno de los més grandes desafios. Es muy comtn
que el material sea insuficiente, que esté contaminado con carbono externo o incluso que no
se pueda saber si el carbono extraido es propio de la muestra o no. Asimismo, el estado de
preservacion de las muestras es un factor resolutivo al momento de hacer los cédlculos. La
técnica de EMA ha sido de gran ayuda eliminando o disminuyendo algunas de las dificultades
relacionadas con el tamafio de la muestra o la limpieza del hueso hasta cierto nivel, sin embargo,
no se ha podido encontrar alguna solucién concreta cuando la diagénesis es muy avanzada. En
LEMA vy en algunos otros laboratorios, existen casos en los que se hace un pre-tratamiento
individual y especifico para cada una de las muestras, lo cual repercute en el tiempo que tardan
en estar listos los resultados.

Esta etapa del tratamiento de la muestra consiste en algunos pasos para eliminar contami-
nantes tanto externos como internos en los que se utilizan procedimientos fisicos y quimicos. En
el diagrama 4-3, estdn listados los pasos seguidos para lograr este objetivo. Y estos se describen

mads detalladamente como sigue:

= Limpieza externa. En esta etapa son eliminadas algunas sustancias incorporadas a la
superficie del hueso, cuyo origen puede ser el entorno en donde fueron encontradas o
alguna sustancia adherida para su conservacion. La primera parte de la limpieza superfi-
cial se hace tallando cuidadosamente el hueso con una espatula limpia. Posteriormente,
la muestra se introduce en tubo Falcon y se somete a bafios ultrasénicos de 15 minutos

hasta que el agua decantada después de hacerlo ya no se vea turbia. Para secar el hueso,
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Figura 4-2: Fotografias que ejemplifican el estado inicial de tres muestras de hueso recién
llegadas al LEMA.

se retira la tapa del tubo Falcon sustituyendola por una de aluminio, a la que se le hacen
pequeinos agujeros usando una aguja estéril con el propdsito de que el agua se evapore.
Para concluir con este paso, el tubo Falcon se mete a la estufa a una temperatura de 60

°C.
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Figura 4-3: Esquema resumido sobre la preparacion de los huesos

= Molienda de hueso. Es importante obtener un tamafio de la muestra de tal forma que su
manipulacion sea facil. En esta etapa del pre-tratamiento se pesan de 3.0 a 3.5 gramos
de hueso ya seco, posteriormente se coloca dentro de un mortero de acero inoxidable
limpio y se pulveriza la muestra golpeando el pistilo del mortero con un mazo de goma
repetidas veces. Se separan de 2 a 3 miligramos de hueso pulverizado y se colocan en un

tubo Eppendorf para un posterior andlisis elemental.

= Preparacion de soluciones molares. Para hacer los bafos 4cidos, se preparan dos solu-
ciones de HCI:
a) HCI 0.5 molar: Usando 42 ml de HCl a 37 % aforado a un litro con agua desionizada.

b) HC10.5 molar: Usando 17 ml de HCl a 37 % aforado a un litro con agua desionizada.
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= Descalsificacion. Esta etapa tiene como objetivo principal disolver los el carbono inor-
gdnico de la muestra; para ello primero se colocan 3 gramos de hueso pulverizado en un
tubo Falcon (cuidadosamente etiquetado), se le agregan 10 ml de HC1 0.5 M y se agita
usando un mezclador de vortice. Se guarda la mezcla en el refrigerador por un periodo
de 24 horas a 5 °C. Posteriormente, se agrega agua desionizada y se vuelve a agitar con
un mezclador de vortice para después centrifugar la mezcla a 4400 rpm por 3 minutos
y al terminar se decanta el sobrenadante. Se hace una valoracion de qué tan limpia estd
la muestra, observando si ésta burbujea después de agregarle 10 ml de HC1 0.5 M, si si
lo hace, se mete nuevamente al refrigerador por 8 horas y se centrifuga una vez mas. Se
repite la valoracion de limpieza y se repiten los pasos hasta que deje de burbujear cuando
se le agrega HC1 0.5 M. Cuando ya no hay burbujeo, se hacen enjuagues llenando el tubo
Falcon con agua desionizada, agitando, centrifugando y decantando hasta que se logra
un pH de 5 - 6. Se hace una separacién de 40 a 50 mg de muestra en un tubo Eppendorf,
a esta fraccion en LEMA se le llama coldgeno total el cual se seca en la estufa para un

posterior andlisis.

Figura 4-4: Fotografias del resultado de las primeras etapas de la limpieza de una muestra de
hueso.

= Gelatinizacion. Se agregan 10 ml de HCI 0.2 M a la muestra restante en el tubo Falcon

y se deja en bafio seco a 75 °C por un periodo de 10 a 12 horas.

= Limpieza de los filtros y prefiltros. Los filtros utilizados son del tipo Amicon de 30
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kD, un pre filtro Millex de 20 um y una jeringa por cada muestra de hueso que se quiere

preparar.

a) Filtros. Se saca el filtro Amicon de 30 kD de su tubo de 50 ml y se somete a un
bafio ultrasénico de 15 minutos. Se regresa el filtro a su tubo, se llena con agua ultra
pura y se tapa. Bien tapado se coloca en la centrifugadora por 30 min a 4400 rpm
y al final se decanta el agua. Estas indicaciones se repiten tres veces. Finalmente
se coloca el filtro en un vaso de precipitados lleno de agua desionizada y con una
tapa de aluminio. Es importante mencionar que este lavado debe hacerse maximo

24 horas previas al momento de su uso.

b) Prefiltros. Se someten a un baio ultrasénico con agua desionizada por 15 minutos (3
veces). Posteriormente, se colocan en un vaso de precipitados con tapa de aluminio e
hidratdndose con agua desionizada durante no mas de 24 horas previas al momento

de su uso.

= Ultrafiltracion. Se deja enfriar a las muestras por 15 minutos después de haberlas sacado
del bafio seco. La fraccién sobrenadante es parte esencial del coldgeno, por lo que esta
parte es cuidadosamente transferida al filtro de 30 kD del tubo Amicon usando una jeringa
y haciéndola pasar por el prefiltro primero. Luego, se centrifuga a 4400 rpm por 3 minutos
y si es necesario, se repite esta parte hasta que queden de 1 a 0.5 ml de coldgeno >30 kD
en el filtro, de esta forma se obtiene el coldgeno ultrafiltrado. Las particulas menores a

esta medida, son desechadas.

= Liofilizacion. Primero se debe pesar un tubo Roth vacio y con tapa (anotando cuidado-
samente la masa en la bitdcora). Posteriormente, usando una pipeta Pasteur, se pasa la
fraccion de coldgeno al tubo Roth que luego se tapa y se congela con nitrégeno liquido.
Una vez congelado, se liofiliza la fraccion durante 24 horas y se pesa nuevamente el tubo
Roth (anotando el dato de la masa en la bitdcora). Para evitar la intrusién de polvo o algin
otro contaminante proveniente del laboratorio, es altamente recomendable rodear la tapa

del tubo Roth con pléstico sellador y guardarlo en la cimara de vacio.
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Figura 4-5: Fotografias del coldgeno UF extraido de una de las muestras en el LEMA.

4.3. Combustion y grafitizacion

El proceso de medicion en Espectrometria de Masas con Aceleradores, requiere la separa-
cién del carbono presente en muestra inicial de hueso y su reduccién a una muestra de grafito.
Para ello, en LEMA se cuenta con un Analizador Elemental (AE) y un equipo de grafitizacion

automatizado (AGE III) mostrados en la figura 4-6.

Figura 4-6: Analizador Elemental (parte izquierda) y Grafitizador (parte derecha).

Una vez que el coldgeno ha sido extraido de las muestras, éstas son pesadas y cada una es
colocada en un crisol de estafio para posteriormente introducirlas al AE a una temperatura de
950°C, provocando asi su combustion. El resultante es conducido por un gas de He hasta ser

inyectado en el tubo de reduccién junto con los componentes de la muestra quemada (N,, CO3,
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H,0,y SO;). Como siguiente paso, los gases son separados por una columna TPD (Temperature
Programed Dissorption). En esta columna el Nj fluye libremente, por lo que primero ocurre
la deteccion de este componente. Para la deteccion de los componentes restantes ocurre un
calentamiento gradual de la columna TPD como sigue : a 60°C se libera el CO,, a 100°C se
libera H,O y a 200°C se libera el SO,.

Ya separado el CO; es inyectado en el AGE III en donde es atrapado por una trampa de
zeolita. Antes de ser usado, los reactores del AGE III son acondicionados con una masa de Fe
reducido, de esta forma cuando el CO; es liberado de la trampa y el catalizador H; es inyectado,

se completa la reaccion de grafitizacion:
COz(g) + Hg(g) + Fe(s) S FCO(S) + H20(g) + C(S)

Esto da como resultado una pastilla de FeO y C en forma de grafito, mientras que el agua
es atrapada en la parte superior de los reactores por enfriadores que funcionan mediante efecto
Peltier. Finalmente el grafito es prensado usando un cdtodo de aluminio y una prensa de 5 Ton
para después ser introducidas al carrusel porta muestras del acelerador. En la figura 4-7 se

muestra una sintesis del proceso de combustion y grafitizacion que ocurre en LEMA.

Figura 4-7: Esquema del proceso de grafitizacion.
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Una ventaja importante del uso de este equipo automatizado de grafitizacion, es que se
evitan efectos de memoria ya que cada vez que termina una inyeccién de CO,, se le aplica calor
y Ar a la trampa de zeolita para limpiarla. De esta manera, es eliminada la posibilidad de que

las muestras se contaminen unas con otras.

4.4. Analisis con EMA

El primer método de datacion con radiocarbono tenia como objetivo el conteo del nimero
de decaimientos de '*C durante un intervalo conocido de tiempo, usando una masa de muestra
cuyo tamafio era del orden de gramos. Esta técnica resulté eficiente y aunque actualmente se
sigue usando, se ha desarrollado una nueva técnica en la que mediante un acelerador y un
espectrémetro de masas, se puede medir la cantidad de '*C en una muestra y con ello estimar
su edad aproximada.

El objetivo de la técnica de Espectrometria de Masas con Aceleradores (EMA) es la
seleccion de particulas especificas usando campos eléctricos y magnéticos. Esto es logrado de
la misma manera que en los espectrometros de masas convencionales, en los que para diferenciar
a los componentes de interés en las muestras, estos se separan recorriendo distintas trayectorias
relacionadas con propiedades como su energia E, masa M y carga q.

Recordando que cuando una particula atraviesa por un campo magnético B perpendicular a

su trayectoria, esta describe un radio de curvatura dado por:

_ [2mME
P=A7"B
Es posible describir a los tipos de filtros electromagnéticos utilizados en los espectrometros

de masas [22] :

= Deflector magnético. Aplicando un campo magnético y mediante la rigidez magnética

asociada ( Bp ), se desvian a las particulas de interés en las trayectorias deseadas.

V2ZME

Bp = 7
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= Deflector electrostatico. Usando un campo eléctrico ( € ) y la rigidez eléctrica asociada

( €p), son seleccionadas aquellas particulas que cumplan la condicion.

_ 2F
Ep—;

= Resonancia de ciclotron. Mediante la relacion de frecuencia de ciclotron w , también

son controladas algunas trayectorias especificas.

a4
M

==

= Filtro de Wien (Selector de velocidades). Usando la velocidad, es posible elegir parti-

culas con cierta masa y energia especificas.

2 Elq
Ve,

Usando un acoplamiento adecuado de estos filtros es posible ilustrar un espacio fase (Figura
4-8) generado por el acoplamiento de los filtros. Ademads, un acelerador de particulas tipo
Tandem de 1 MV, provee algunas ventajas para el objetivo de la seleccion y medicion de
14C, ademids de '°Cy 12C, is6topos estables cuya medicién es indispensable para un andlisis

completo de la muestra.

44



Figura 4-8: Espacio fase en el que son elegidas las particulas buscadas [23].

La inclusion de aceleradores al sistema de espectrometria de masas (altas energias) también
ha permitido aprovechar las técnicas de deteccion nuclear para ampliar y controlar la informa-
cién que se obtiene al hacer mediciones de '*C. Ademads es posible la eliminacién de diversos
tipos de intrusos” al isétopo que se quiere medir como : isobaros del '*C, iones cuya masa y
energia son multiplos de las que se buscan o moléculas con masa suficientemente parecida a la

del is6topo buscado.

4.5. Separador isotépico del LEMA

Como primer elemento, el sistema cuenta con un carrusel con cincuenta posiciones para
colocar los catodos que contienen las muestras después de haber sido prensadas. Posteriormente,
el sistema puede ser dividido en tres partes principales para un estudio més detallado y ordenado

[23]:
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Figura 4-9: Esquema bdsico del acelerador.

En la primera parte del sistema, llamada zona de baja energia, se encuentra la fuente de
iones, formada por un reservorio de Cesio que es calentado hasta evaporarse para adherirse a la
superficie de una placa metélica esférica (ionizador), esto provoca que el Cs pierda un electrén y
los iones negativos resultantes choquen con el catodo que contiene la muestra, erosiondndola y
produciendo a su vez iones negativos provenientes de la muestra. Al proceso de erosion catédica
debida a los dtomos de Cs se le conoce como sputtering y es de las técnicas més utilizadas en
las fuentes de iones, sin embargo, suele tener dispersiones de energia del orden de 0.1 % y por
ello provocar la formacién de ciertas colas de alta energfa en de tipo 1/EZ. Esto se soluciona

con la inclusién de algunos componentes posteriores.

La cantidad de muestra usada en AMS es generalmente del orden de 1 mg o menos, por esta
razon la eficiencia de ionizacion en la fuente debe ser alta para lograr que la corriente extraida
sea suficientemente alta para poder medirla, esto se logra controlando el flujo de gas Cs que se
introduce a la cdmara. Ademas, los efectos de memoria deben ser eliminados ya que el constante
cambio de muestras provocaria sefiales falsas provocadas por las analizadas anteriormente. La
fuente de iones puede ser considerada como un primer filtro para aquellos elementos que son

inestables de forma anidnica.

Posterior a la fuente, se situa el electrodo de extraccion, cuya funcidn es acelerar y focalizar

esos iones para formar un haz de salida. En seguida, el haz atraviesa la primera lente electros-
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titica, ubicada después de la fuente de iones. Esta lente es del tipo Einzel y se caracteriza por
estar compuesta de tres cilindros de los cuales, el central recibe un potencial, esto provoca que

no haya cambio de energia en los iones y ademads exista un efecto de enfoque del haz.

Figura 4-10: Esquema de una lente tipo Einzel.

Posteriormente, un deflector electrostatico esférico (ESA) realiza la primera seleccion de
iones segiin su carga y energia momento (EM/g?). Este consta de dos placas paralelas, cada
una de ellas estd conectada a una fuente de potencial con lo que se logra un enfoque tanto
vertical como horizontal. El haz, es entonces dirigido hacia otra seccién en la que se hace otra
focalizacion antes de ser inyectado al deflector magnético. En esta parte, al mismo tiempo actiian
sobre él otra Lente Einzel, dos electrodos planos que forman un tubo de direccion (Y-Steerer)

y algunas aperturas que controlan el tamano del haz.
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Figura 4-11: Esquema de la primera lente electrostatica en el sistema.

El siguiente paso es en el deflector magnético que actiia como un selector de masas es-
cogiendo aquella que corresponde a la del is6topo que se quiere seleccionar. Esto es posible
debido a que el campo eléctrico que les es aplicado a todos los iones en el ESA es el mismo,
por lo que elegir una energia determinada, es equivalente a elegir una masa. En el deflector
magnético, el haz de particulas cargadas experimenta una fuerza de tipo Lorentz en el plano
sobre el que se mueven. Este dispositivo estd disefiado de tal forma que los efectos de borde
impidan que haya grandes pérdidas de haz debido a choques con los extremos.

En seguida del sistema de inyeccién, se encuentra la zona del acelerador. Este es del tipo
electrostético y consta de tres partes: tubo de aceleracion de baja energia, canal de stripping,
en donde hay una terminal cargada positivamente, y tubo de aceleracion de alta energia. La
funcién de ambos tubos de aceleracion es regular el gradiente de potencial electrostdtico entre
la linea de anadlisis, que se sitda a tierra y la terminal [24], estos estdn formados por una serie de

electrodos unidos que a su vez producen un efecto de focalizacién a la entrada y desfocalizacién
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a la salida.

Los iones entran al primer tubo de aceleracion teniendo carga negativa, por lo que la terminal
situada a la mitad del acelerador las atrae provocando la primera aceleracion. Es en la terminal
donde se lleva a cabo el proceso de stripping, que consiste en hacer chocar el haz de iones
con un gas situado en uno de los conductos de la terminal para provocar un cambio de carga

(ecuacion 4-1) negativa a positiva.

_ M(eVO + eVT) +
= —Mo

E qeVr (4-1)

En donde V7 es el voltaje de la terminal, Vj el voltaje de la fuente, M y M, son las masas
del nicleo de interés y del ion inyectado respectivamente, g el estado de carga y e la carga del
electrén. En el caso de LEMA el gas utilizado es Argon. Se muestra un esquema del proceso en
la figura 4-12. Ademads, es importante mencionar que esta parte del arreglo elimina moléculas
contaminantes que hayan logrado escapar de los primeros filtros electromagnéticos, esto debido
a que al pasar por el proceso de stripping las fuerzas coulombianas hacen que estas moléculas
se rompan en fragmentos mds pequeios y en consecuencia su masa ya no es igual a la de los

iones que se quiere seleccionar.

Tubo de aceleracion de alta energia

Stripper

13(:':"”]‘ ------ -l-. 13Cn+

Figura 4-12: Esquema del cambio de carga en los aniones dentro del canal de stripping [24]
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El campo eléctrico en la terminal se mantiene constante gracias a un generador de cascada
tipo Cockcroft-Walton (Figura 4-13). Como resultado del cambio de carga, el haz ahora es

repelido por la terminal y acelerado en el segundo tubo y hacia la salida del mismo.

Figura 4-13: Esquema del mecanismo Crockoft-Walton para un acelerador tipo Tandem. Finkel
y Suter 1993

Al salir de la zona del acelerador, se encuentra la zona de alta energia donde el haz ahora
formado por cationes con diferentes energias y con un un didmetro y dispersion angular grandes,
nuevamente atraviesa una serie de filtros para separarlos de acuerdo a su masa. Como primer

elemento en esta parte se encuentra una lente cuadrupolar cuya funcién es la de enfocar el
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haz. Esta lente estd formada por cuatro electrodos acomodados en forma de cuadrado y con
potenciales eléctricos opuestos en los electrodos enfrentados de tal forma que las lineas de
campo son transversales y provocan un enfoque en una direccién y desenfoque en la otra, por
ello es necesario hacer pasar al haz por un segundo lente cuadrupolar cuyos gradientes de
campo sean opuestos al primero. Debido a que este tipo de lentes no distinguen masas, el haz

atraviesa posteriormente un deflector magnético y un ESA.

Tomando en cuenta la energia de los cationes que forman el haz (ecuacién 4-1) con la
trayectoria que describen debido al campo magnético aplicado por el deflector magnético
(ecuacidn 4.4), es posible obtener la ecuacion 4-2 que depende de la carga de cada uno de los

iones.

IME M [ M(eVy+ eV,
o= = 1|2 (Vo +eVr) | oy, (4-2)
qB gB? My

Para la medicién de '*C con AMS, es necesario también detectar y medir los isotopos
estables ( '2C y '*C) para hacer las normalizaciones necesarias, por ello al salir del deflector
magnético, estdn colocadas dos jaulas de Faraday (figura 4-14) que los detectan segun la
trayectoria que siguen. Estos dispositivos consisten en un tubo metdlico en forma de cilindro

dentro del cual el haz es frenado generando cierta carga que a su vez es integrada y detectada.

Finalmente se encuentra el sistema de deteccién para el '*C que consta de un detector de gas
cuyas moléculas son ionizadas al interactuar con el haz incidente y mediante la aplicacion de un
campo eléctrico, los electrones liberados son re dirigidos hacia una pared de la cimara donde
la carga total es medida. Esto resulta efectivo ya que solo existe un electrén liberado por cada
tomo de '*C que entra al detector debido a que la energia con la que ingresan no es suficiente
para que existan segundas ionizaciones. La energia depositada es cuantificada mediante la
férmula de pérdida de energia (ecuacion 4-3) debido al frenado de cada particula, ésta depende

del nimero atémico (z) por lo que es también un filtro a otras particulas interferentes.

2/ 2 \2 2 32
dE  4rn nz ( e ) [ 2mec= P g 4-3)

Tdx mec2 B2 \4meg nI(l—,82)
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Figura 4-14: Esquema de una cdmara de Faraday en la que son detectados los isétopos estables.

En la ecuacion de pérdida de energia, se toma c la velocidad de la luz, m, la masa del
electrén, €q la permitividad en el vacio, 8 = v/c y n la densidad electrénica del material que a
su vez estd dada por:

Nazp

"= (4-4)

Donde N, es la constante de Avogadro y M, la constante de masa molar.
De esta forma son detectados los tres isétopos del carbono y los datos obtenidos son

analizados posteriormente.

4.5.1. Calibracion del sistema

Fuente de iones

El Cs se encuentra en estado liquido en el reservorio, pero es calentado a una temperatura en
el intervalo de 90 a 110°C para evaporarse y adherirse al ionizador. El ionizador que inicialmente
se encuentra a -27.72 KV, recibe una corriente de 17.9 A para elevar su temperatura a 110°C y

de esta forma provocar la formacién de iones de Cs* debidos al fenémeno de termoionizacién
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sobre el Cs. El porta-catodos se encuentra a un potencial de -35kV, por lo que atrae los iones
del Cs provocando la erosién catdédica mencionada anteriormente y éste a su vez provoca la
formacion de iones y moléculas tanto positivas como negativas, de las cuales solo las negativas
X~ avanzan al cono de extraccion; en €l se hacen variaciones del voltaje de sus componentes

para encontrar los valores de transmision 6ptima del haz (Tabla 4-2 ):

| Elemento | Rango de variacién | Valor 6ptimo |
Y-Steerer -200a200 V -20.7V
Lente Einzel | 8 a 25 kV 16.500 kV

Tabla 4-2: Datos de la calibracion de los elementos en el cono de extraccion.

Zona de baja energia

Nuevamente, los voltajes de los elementos en esta seccion son variados para seleccionar
los valores 6ptimos de transmision (Tabla 4-3). En el caso del imédn de baja energia, se hace
una variacion en la corriente en el rango de 48.5 a 49.1 A, encontrandose como valor 6ptimo
la corriente a 48.79 A. Debe tomarse en cuenta que es necesario medir a los tres is6topos
del carbono; esto implica una variacioén extra en el sistema que no afecta los parametros del
deflector magnético (calibrado de para medir el '*C) ya que el sistema de inyeccién secuencial,
estd formado por dos placas electrostaticas sometidas a un potencial externo, que depende de

cuél de los isGtopos estable ( 12C 6 '*C) quiere medirse.

’ Elemento \ Rango de variacion \ Valor 6ptimo ‘
Deflector electrostatico | 3.96 a 3.99 kV 3.97 kV
Y-Steerer -200 a 200V 159V
Lente Einzel 10a20kV 17.586 kV

Tabla 4-3: Datos de la calibracién de los elementos en la zona de baja energia.

Ademds, debido a que las propiedades de transmision del haz dependen del estado de carga

de las particulas que lo conforman, es necesario hacer una calibracién de la presion del Ar
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(gas stripper), eligiendo aquella en la que haya mas transmision de particulas. En LEMA se ha
calculado para el estado 2+ la presion de 18 ub en la que se obtiene una transmision de haz del

55 Y%.

Zona de alta energia

La calibracién se hace de la misma forma que la zona de baja energia, en este caso debe
encontrarse la maxima transmision de los tres isétopos ya que estos son detectados casi simul-
tdneamente. Al variar la corriente en el intervalo entre 151.9 A'y 154.0 A, se ha encontrado la

transmision 6ptima en 152.769 A.

Detector

Debido a que la deteccion de las particulas se hace midiendo su pérdida de energia, el
pardmetro a variar en esta zona es la presion del gas isobutano ubicado en la cdmara de
jonizacién. De esta forma, es posible distinguir entre el '“C y su is6baro "Li,. Ademds en esta
parte también se encuentra un Y-Steerer cuyo voltaje también varia entre -500 a 500 V y el

valor 6ptimo esta en -20V.

4.6. Tratamiento de datos de datacién con 4C

Posterior a la obtencion de datos en el acelerador, se realiza su analisis usando los métodos

descritos en 1.5.
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Capitulo 5

Resultados y discusion

5.1. Relaciones entre parametros para analizar la preserva-
cion de colageno

Se muestran las gréficas obtenidas del andlisis elemental correspondiente a 54 huesos
en LEMA. Se extrajo el coldgeno de estas muestras usando el método detallado en 4.2 y
posteriormente se hizo el andlisis elemental del coldgeno UF que generalmente es el utilizado

para las dataciones.
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Figura 5-1: Grafica de %N y rendimiento de coldgeno UF pertenecientes a los datos listados en
el Apéndice B-1
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Figura 5-2: Gréfica de %C y rendimiento de coldgeno UF listados en el Apéndice B-2
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Figura 5-3: Gréfica de C/N y rendimiento de coldgeno UF. Datos en la tabla B-3

La figura 5-1 muestra los datos obtenidos para el %N de las muestras de hueso contra el

rendimiento de coldgeno UF, en ella no se observa una relacion clara entre las dos caracteris-
ticas. Se podria pensar que después de un rendimiento de 2 %, el contenido de nitrégeno se
estabiliza en valores aproximadamente de 12 a 14 %, sin embargo, el nimero de muestras que

lo indican es pequefio en comparacién con el nimero total de muestras analizadas, por lo que

este comportamiento no se puede asegurar.

Por su parte, en la figura 5-2 se grafican los porcentajes de carbono contra el rendimiento. El

comportamiento es similar al discutido en el parrafo anterior; pareceria que para rendimientos
mayores a 2 %, los valores de %C caen dentro del intervalo de 35 a 45 %, pero nuevamente

es apresurado afirmar que esto sucede siempre debido al reducido nimero de muestras que
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cumplen esto.

La figura 5-3 representa la relacion entre el rendimiento de coldgeno UF y la razén C/N. Se
puede observar que este factor es muy variable en rendimientos menores a 1 %, pero a mayores
valores se estabiliza alrededor de C/N = 2.79 (linea punteada). Este resultado es importante
debido a que el comportamiento de los datos coincide con trabajos ya publicados en los que
se reporta estabilizacion del pardmetro pero en valores aproximados a 5 [1,2]. La discrepancia
entre estos valores se puede justificar con la diferencia entre contextos geograficos de las zonas

de estudio.

Se puede observar en las tres graficas que aquellas muestras pertenecientes a zonas dridas

(color rojo), presentan los mayores rendimientos de coldgeno.

5.2. Efecto del proceso de gelatinizacion en las muestras

En la gréfica 5-4 se muestran los datos listados en el apéndice C en una tabla con las
relaciones C/N de 37 muestras de hueso antes de la extraccion del coldgeno (hueso entero) y
después de la extraccion (coldgeno UF). Se puede observar que aunque inicialmente algunos
factores son muy altos, el procesado de la muestra provoca un descenso en el valor hasta situarlo
dentro del intervalo de 2.7 a 3.7 lo cual nos lleva a pensar que efectivamente el hueso se libera

de carbonatos externos a su composicion natural (contaminacién).

No se puede observar algin patrén que indique si en general las muestras provenientes de
cierto sitio tendrdn una buena preservacioén de coldgeno o no, sin embargo como se esperaba,
aquellos huesos que estaban enterrados en suelo de zonas dridas parecen tener mejores rendi-
mientos. En este tipo de andlisis se puede ver que el ambiente de enterramiento no es el tnico

factor que influye en el estado en el que se encuentra la muestra.
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Figura 5-4: Grafica comparacion entre el factor C/N de algunas muestras LEMA antes y después
de la extraccion de coldgeno UF. Datos en la tabla contenida en el Apéndice C-1.

5.3. Datacion de diferentes fracciones de hueso

Para esta parte del trabajo se dataron diferentes fracciones obtenidas a lo largo de las etapas
de preparacion de las muestras. Se lograron obtener las comparaciones mostradas en las tablas
5-1y 5-2. En la primera se presentan aquellas muestras cuyas fracciones disponibles arrojaron
fechas que se encuentran dentro del 5 % de incertidumbre junto con sus valores de C/N. Es
distinguible que los coldgenos correspondientes a estas muestras, tienen un valor de C/N entre

2.7y 7.3, en donde el rango del coldgeno UF se redujo a valores de C/N que varian de 2.7
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a 2.8. Ademds como es de esperarse este factor es mayor para el coldgeno total ya que es la
primera fraccidn obtenida durante la limpieza, por lo tanto todavia contiene proteinas diferentes
al coldgeno. Por su parte el coldgeno insoluble es una fraccién conformada por coldgeno roto o
desnaturalizado y como se observa en esta tabla, su factor C/N no cambia mucho respecto al del
coldgeno UF. Se puede observar ademas, que el rendimiento de coldgeno para estas muestras es
muy variable; hay algunos muy altos (mayores a 1 %) y otros muy bajos como el de la muestra
LEMA 278 (menor a 0.1 %), por lo que se requeriria una preparacion adicional para asegurarse
que el resultado es confiable. Que las fechas de las fracciones coincidan, puede indicar que
las muestras se encuentran en buen estado de preservacion y que el proceso de extraccion de
coldgeno es exitoso.

Tabla 5-1: Comparacién de muestras LEMA correspondientes a diferentes fracciones de hueso
en las que si se obtuvo coincidencia entre fechas. Se presentan las fechas radiocarbono en afios

antes del presente y el error de 1 sigma 'C (a.P. + 1 o) y el factor C/N de cada una, denotandose
NA si no fue posible obtener esa fraccion

Nimero | Edad ™C (a.P.+10) Colageno Col4 F Colageno | Rendimiento
LEMA C/N total olageno U insoluble | colageno UF
93 Edad ™C 1580 +30 | 1533+35 | 1582 %35 4.295
C/N 2.8 2.8 3.5
278 Edad C NA 932 + 30 946 + 30 0.022
C/N 2.7 3.2

280 Edad C 2500 + 30 NA 2548 + 30 NA
C/N 6.44 7.3

284 Edad C NA 934 + 30 895 + 30 6.220
C/N 2.8 3.3

301 Edad C 736 + 40 699 + 30 NA 1.000
C/N NA 2.8

303 Edad C 570 + 30 642 + 35 NA 1.000
C/N 2.95 2.71

311 Edad "C 371 + 30 466 + 30 355 + 30 2.329
C/N 3.25 2.72 3.05

Por otro lado, en la segunda tabla se presentan aquellas muestras de las que no se obtuvo
similitud entre las fechas de sus fracciones, el coldgeno UF tiene muy bajo rendimiento o incluso

no hubo suficiente para ser fechado, lo cual indica que el estado de preservacion es malo. Por
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otra parte, el factor C/N para dichas muestras es en general mayor que el observado en la tabla

5-1 y la mayoria de estos valores aumenta en el coldgeno total respecto al coldgeno UF. Esto se

podria deber a contaminacién adquirida durante la extraccidn o errores en el mismo proceso.

Tabla 5-2: Comparacién de muestras LEMA correspondientes a diferentes fracciones de hueso
en las que no se obtuvo coincidencia entre fechas. Se presentan las fechas radiocarbono en
afios antes del presente y el error de 1 sigma '“C (a.P. + 1 o) y el factor C/N de cada una,
denotdndose NA si no fue posible obtener esa fraccion

Niimero | Edad *C (a.P. + 1) | Coligeno Col4 F Colageno | Rendimiento
LEMA C/N total olageno U insoluble | coliageno UF

103 Edad 'C 1967 £30 | 9108 + 30 NA 0.491
C/N 6.07 7.5

254 Edad 'C NA NA 9688+35 NA
C/N 27

256 Edad 'C NA NA 9318+30 NA
C/N 15.1

257 Edad 'C NA NA 13138+35 NA
C/N 16.4

258 Edad '*C NA NA 7805+30 NA
C/N 18.6

259 Edad '*C NA NA 821130 NA
C/N 114

260 Edad 'C NA NA 10849 + 40 NA
C/N 24.4

261 Edad 'C NA NA 8228435 NA
C/N 49.11

262 Edad 'C NA NA 9305 + 35 NA
C/N 6.4 8.3 7.3

286 Edad '*C 9406 + 30 NA 9272 + 30 NA
C/N 61 17

287 Edad 'C NA 2640 £30 | 3194 +30 0.018
C/N 2.9 3.7

305 Edad 'C 403 + 30 3170+170 NA 0.080
C/N 3.2 3.6

Es importante mencionar que no se pudieron obtener fracciones de todas las muestras

debido principalmente a la poca cantidad proporcionada. Aunque el rendimiento de coldgeno

UF era adecuado y las relaciones C/N también, dentro del intervalo de 2.7 a 3.6, valores que
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demuestran una buena preservacion de coldgeno en hueso, no se pudo obtener la cantidad de

coldgeno minima necesaria para el andlisis de radiocarbono por EMA.

5.4. Conclusiones

= En este trabajo se realizé la caracterizacion del estado de preservacion de los huesos
que se han recibido en el LEMA para su datacién con '*C. Estas muestras provienen de
distintos lugares de la Reptiblica Mexicana en los que las condiciones en las que quedaron

enterradas o depositadas son diferentes.

= Se determing el estado de preservacion para cada hueso y su coldgeno extraido, a través

de su %N, %C, C/N y su rendimiento de coldgeno obtenido.

= Aproximadamente el 84 % del total de las muestras tuvo un rendimiento de coldageno UF
por debajo del 3 %, y para el 74 % de ellas se obtuvo un rendimiento menor a 1 %, pero

esto no impide que el porcentaje de carbono y nitrégeno sea alto para algunas de ellas.

= Existe un valor al cual el C/N se estabiliza y este depende tanto del rendimiento del
coldgeno UF como de la region de la que provienen las muestras. El valor promedio para
la estabilizacion de este factor es de 2.79 con rendimientos al rededor de 2.57 %, lo que
indica una buena preservacion de coldgeno. Sin embargo, no parece haber relacion clara
entre el rendimiento de coldgeno UF y los factores escogidos para el andlisis ( %N, %C

y C/N).

= La ultrafiltracién de las muestras implica la eliminiacion de algunos polipéptidos de
cadenas cortas. Esto tiene como consecuencia la disminucion del rendimiento de coldgeno
pero una notable mejoria en la razoén C/N indicando la eliminacion exitosa de carbonatos

contaminantes.

= Se compar6 la edad radiocarbono de 3 fracciones de coldgeno obtenido durante el proce-

samiento de los huesos. La primera: coldgeno total, 1a segunda: coldageno ultrafiltrado y
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la tercera: colageno insoluble.

La comparacion entre estas fracciones de hueso ayudé a entender la importancia del ren-
dimiento de coldgeno y la relacién C/N, factores esenciales a medir en todas las muestras
de nuestro laboratorio y que por ende podria ser un parteaguas para el establecimiento
de las condiciones que deben cumplir los huesos que pueden ser exitosamente fechados:
luego de la obtencion de cada una de las fracciones, se deben cumplir tres condiciones

para que las edades radiocarbono coincidan:

1. Que la razén C/N para el coldgeno total sea mayor a la del coldgeno UF y que esta

dltima se encuentre en el intervalo de 2.7 - 2.8.

2. Que las razones C/N de las fracciones obtenidas no varie demasiado (no mds de 5

unidades).

3. Que el rendimiento de coldgeno UF sea > 1 %.

La mayoria de los huesos encontrados en zonas dridas arrojan buen rendimiento de
coldgeno sin embargo, estas condiciones climdtiacas no son una garantia que demuestren
un buen estado de preservacion. Solo una cuarta parte de aquellos que fueron hallados en
zonas himedas o tropicales presentan un buen rendimiento de coldgeno UF. En el caso
de los cenotes, los huesos estdn mucho mds deteriorados con rendimentos de coldgeno
UF muy bajos, ademds todos entran en el grupo de aquellos de los que sélo pudo fecharse

el coldgeno insoluble.

Los resultados de este trabajo muestran la importancia que tienen los contextos arqueo-
l6gicos de los que provienen las muestras, por lo que en el registro de éstas es necesario
incluir toda la informacion posible sobre sus condiciones de depdsito para poder hacer

una correcta interpretacion de los resultados.

Este es el primer estudio en México en el que se intenta caracterizar muestras de huesos
para andlisis de radiocarbono con EMA. Todavia queda mucho trabajo a futuro y para una

mejor comprension de los procesos de contaminacion y diagénesis en huesos, seria ttil
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incorporar otras técnicas que complementen la informacion obtenida en este trabajo tales
como espectroscopias infrarroja y Raman, andlisis con rayos X, microscopia electronica

entre otras.
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Apéndice A
Medida de “C en términos de actividad

Tomando A,ps como la actividad hipotética del carbono atmosférico en 1950 normalizada a
6 13C=-25%0 y medida en 1950, podemos expresar ésta como la actividad que tendrfa el carbono
atmosférico desde cualquier afio de medida y a la actividad que habria tenido en 1950, esto
mediante la expresion A-1.

Aabs = Ajgsops oo e 70 (A-1)
1950[6 °C=-25]

Por su parte, la actividad de cualquier muestra A,, debe ser normalizada a ¢ 13C=—25%o,

esto mediante la siguiente relacion:

Amn = An s15C, (A-2)

_2s ]
1000
1000

En donde el término elevado al cuadrado representa la correccion general. Normalizando la
actividad del OXAI a 95 % de su actividad medida antes de las pruebas nucleares con & '*C=-
19%o0y a su vez, al estaindar OXAII normalizado a 6 13C=-25%s, se tiene el valor para un estandar

absoluto Apy dado como:

1 -1 1 — 22
Aon = 0.95A0x a1 ﬁ] = 0.7459Aox A1l ﬁ (A-3)
* 71000 + 77000
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Por lo que en términos de actividad radiactiva, la edad radiocarbono en afnos aP se expresa

Ccomo.

A, N (1950)

Edad radiocarbono = —8033 In Aon (1950)

Ademads, tomando la ecuacion A-1 para Apy , obtenemos

Aaps = Aon exp A(y — 1950)

con y el afo en el que se hace la medicion 'y 1/4 = 8267afios

0.95A0x ar-191 = 0.7459Aox a111-25]

de donde obtenemos

A1950[-251 = 0.95A0x a11-19] = 0.7459Aox A111-25]
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Apéndice B

Datos de las relaciones entre parametros

de preservacion de colageno

Tabla B-1: Datos sobre el %N correspondien-

tes a la grafica 5-1

Clave LEMA | Rendimiento |-
coldgeno
93.1.1 4.295 13.81
103.1.1 0.491 0.16
112.1.1 1.907 0.10
114.1.1 0.951 0.25
141.1.1 0.138 0.15
142.1.1 0.125 0.17
143.1.1 0.273 0.14
145.1.1 0.227 0.12
146.1.1 0.473 0.13
191.1.1 0.712 8.45
192.1.1 1.022 5.03
193.1.1 1.578 9.14
193.1.2 1.578 9.26
193.1.3 1.578 9.24
194.1.1 0.460 2.01
195.1.1 0.739 7.71
196.1.1 1.634 7.17
198.1.1 0.458 4.48
225.1.1 6.497 13.47
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Clave LEMA | Rendimiento | ¢ g
coldgeno
225.1.2 6.497 12.60
226.1.1 9.219 13.32
226.1.1 9.219 13.22
227.1.1 9.522 12.62
227.1.2 9.522 12.67
233.1.1 0.021 0.00
234.1.1 0.030 0.27
252.1.1 0.062 0.10
257.1.1 0.042 0.10
278.1.1 0.022 6.70
279.1.1 0.021 0.45
284.1.1 0.078 13.28
285.1.1 1.341 5.17
286.1.1 0.002 0.00
287.1.1 0.018 3.55
296.1.1 0.231 0.07




Rendimiento

Clave LEMA ) %N
coldgeno

297.1.1 0.140 0.22
297.1.2 0.265 0.15
298.1.1 0.369 0.27
299.1.1 0.140 0.27
299.1.1 0.161 0.47
300.1.2 0.231 1.67
301.1.1 1.00 0.91
303.1.1 0.940 12.37
303.1.2 0.940 13.53
305.1.1 0.080 0.610
306.1.1 0.412 0.15
311.1.1 2.329 7.30
314.1.2 2.932 0.10
315.1.2 0.163 0.01
316.1.1 0.622 2.76
319.1.1 5.043 14.52
320.1.1 0.507 11.32
321.1.1 3.403 15.68
322.1.1 0.142 0.31
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Tabla B-2: Datos sobre el % C correspondien-

tes a la grafica 5-2

Clave LEMA | Rendimiento |- g
colageno
93.1.1 4.295 38.76
103.1.1 0.491 1.22
112.1.1 1.907 0.83
114.1.1 0.951 6.43
141.1.1 0.138 5.31
142.1.1 0.125 2.48
143.1.1 0.273 3.64
145.1.1 0.227 5.39
146.1.1 0.473 2.00
191.1.1 0.712 23.67
192.1.1 1.022 13.55
193.1.1 1.578 23.42
193.1.2 1.578 25.15
193.1.3 1.578 25.10
194.1.1 0.460 5.83
195.1.1 0.739 19.83
196.1.1 1.634 18.11
198.1.1 0.458 12.80
225.1.1 6.497 35.34
225.1.2 6.497 35.34
226.1.1 9.219 36.62
226.1.2 9.219 36.32
227.1.1 9.522 34.54
227.1.2 9.522 34.76
233.1.1 0.021 1.95
234.1.1 0.030 3.19
252.1.1 0.062 3.51
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Clave LEMA | Rendimiento |- ¢
coldgeno
257.1.1 0.042 1.61
278.1.1 0.022 18.52
279.1.1 0.021 1.23
284.1.1 0.078 37.24
285.1.1 1.341 14.17
286.1.1 0.002 3.72
287.1.1 0.018 10.10
296.1.1 0.231 0.38
297.1.1 0.140 0.97
297.1.2 0.265 0.85
298.1.1 0.369 1.56
299.1.1 0.140 1.56
299.1.1 0.161 1.81
300.1.2 0.231 1.41
301.1.1 1.00 3.23
303.1.1 0.940 32.99
303.1.2 0.940 36.71
305.1.1 0.080 2.20
306.1.1 0.412 0.90
311.1.1 2.329 19.88
314.1.2 2.932 0.88
315.1.2 0.163 0.01
316.1.1 0.622 0.53
319.1.1 5.043 39.59
320.1.1 0.507 30.55
321.1.1 3.403 42.55
322.1.1 0.142 4.03




Tabla B-3: Datos sobre el cociente C/N corres-
pondientes a la gréafica 5-3

Rendimiento

Clave LEMA p C/N
colageno

93.1.1 4.295 2.81
103.1.1 0.491 7.46
112.1.1 1.907 8.28
114.1.1 0.951 29
141.1.1 0.138 34.29
142.1.1 0.125 14.44
143.1.1 0.273 26.87
145.1.1 0.227 43.20
146.1.1 0.473 14.91
191.1.1 0.712 2.80
192.1.1 1.022 2.69
193.1.1 1.578 2.56
193.1.2 1.578 2.72
193.1.3 1.578 2.72
194.1.1 0.460 2.90
195.1.1 0.739 2.57
196.1.1 1.634 2.52
198.1.1 0.458 2.85
225.1.1 6.497 2.62
225.1.2 6.497 2.62
226.1.1 9.219 2.75
226.1.2 9.219 2.75
227.1.1 9.522 2.74
227.1.2 9.522 2.74
233.1.1 0.021 0.00
234.1.1 0.030 6.20
252.1.1 0.062 3.73
257.1.1 0.042 16.70
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Clave LEMA | Rendimiento |-
coldgeno
278.1.1 0.022 276
279.1.1 0.021 2.69
28411 6.220 2.80
285.1.1 1341 274
286.1.1 0.002 0.00
287.1.1 0.018 285
206.1.1 0.231 5.65
207.1.1 0.140 449
297.1.2 0.265 5.68
208.1.1 0369 581
299.1.1 0.140 5.1
299.1.1 0.161 3.85
300.1.2 0.231 0.85
30112 1.00 2.80
303.1.1 1.00 2.67
303.1.2 1.00 271
305.1.1 0.080 3.20
306.1.1 0412 5.2
3111 2329 272
31412 2.032 857
31512 0.163 0.54
316.1.1 0622 | 15.68
319.1.1 5.043 273
320.1.1 0,507 270
32011 3.403 271
32211 0.142 | 12.83




Apéndice C

Comparacion del factor C/N

Tabla C-1: Datos correspondientes a la gréfica 5-4

Nimero de muestra | C/N Hueso entero | C/N colageno
24 11.7 2.8
27 13.0 3.1
28 26.0 5.0
29 34.7 3.0
30 14.8 2.7
31 11.7 2.7
61 14.8 3.6
90 3.8 3.0
104 7.5 2.8
105 6.8 2.8
106 91.0 3.6
107 10.8 2.7
108 54 2.7
109 3.0 2.8
112 3.0 2.7
114 4.2 2.9
134 3.0 2.7
135 3.6 3.4
148 15.6 2.7

72




Niimero de muestra | C/N Hueso entero | C/N colageno
234 11.7 6.2
235 13.0 54
236 26.1 7.5
252 34.7 3.7
262 10.8 2.7
282 14.8 2.7
284 3.5 2.8
285 3.9 2.7
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