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Resumen

Los estudios quimicos sobre restos zooarqueoldgicos se vienen desarrollando con mayor intensidad en las Ultimas
décadas, especialmente aquellos dedicados a la identificacién de huellas quimicas o diversos tipos de isétopos y
sus relaciones. El objetivo de este trabajo es el de presentar dos procedimientos utilizados para la caracterizacion
quimica de huesos en base a datos espectrométricos obtenidos mediante la técnica LIBS (Laser Induced Breakdown
Spectroscopy). El primero denominado Adicién Estandar, consiste en un procedimiento destructivo, con un grado de
error estimable, mientras que el sequndo, Reemplazo de la Matriz Osea, constituye un método no invasivo y con un
grado de error relativamente bajo. Con esto se espera lograr el desarrollo de un corpus metodolégico y analitico que
permita caracterizar de un modo eficiente y econémico las huellas quimicas de diverso material arqueofaunistico.
En este sentido se intenta lograr una caracterizacién quimica de huesos arqueoldgicos con el fin de dar respuesta
a cuestiones relacionadas tanto a la alimentacién como a la movilidad de los animales en el pasado.

Palabras claves: Técnicas espectro quimicas, Reemplazo de matriz dsea, Adicion estandar; Laser Induced Breakdown
Spectroscopy (LIBS).

Implementation of spectrochemical techniques in zooarchaeological research. Strontium quantification using Laser
Induced Breakdown Spectroscopy (LIBS)

Abstract

Chemical studies on zooarchaeological remains have been most extensively developed in recent decades, especially
those focused on the identification of chemical fingerprints or types of isotopes and their relationships. This paper aims
at showing two procedures used for chemical characterization of bones on the basis of spectrometric data obtained
by LIBS technique (Laser Induced Breakdown Spectroscopy). One called Standard Addition, a destructive procedure,
with a high error degree; the other called Bone Matrix Replacement, a noninvasive method with a relatively low error
degree. We expect to gather a methodological and analytical corpus to characterize, efficiently and inexpensively,
the chemical fingerprints of diverse archaeofaunal material. Hence, we intend to achieve chemical characterization
of archaeological bones in order to address issues related to animal eating habits and mobility in the past.

Keywords: Chemical spectrum techniques, Replacement of bone matrix, Standard Addition, Laser Induced Breakdown
Spectroscopy (LIBS).

El mundo tal y cual lo conocemos presenta algunos
aspectos todavia desconocidos o que no se pueden
observar a simple vista, pero que sin embargo determinan
nuestro modo de vida. Todo lo que nosotros logramos
percibir a un nivel general, esta compuesto quimicamente
en un mundo ordenado isotopicamente (Wada et

al. 1995). Los elementos y los isétopos circulan en la
bidsfera y procesos como el fraccionamiento y el “mixing”
producen una distribucién isotopica caracteristica y
regular sobre el planeta. La cantidad de elementos e
isotopos involucrados en la circulacion son importantes,
con grandes reservas que proveen puntos de estabilidad
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y equilibrio en la circulacion de especies quimicas general.
Todas estas reservas de la bidsfera son parte de grandes
reservorios geoquimicos que circulan a lo largo del planeta
sobre escalas de tiempo geoldgico (Bowen et al. 2009).

De este modo, las plantas y los animales registran a
través de diversos mecanismos de alimentacion aspectos
de su ambiente en sus tejidos, y por ello pueden
proveer informacién geografica y climatica. Para la
zooarqueologia, la informacién obtenida resulta de suma
importancia para comprender procesos como practicas
alimentarias, manejo de rebafios de animales domésticos,
movilidad, habitos territoriales de las especies silvestres
y estrategias socioecondmicas basadas en componentes
mixtos agropastoriles (e.g. Figueroa et al. 2010, Finucane
2004, Finucane et al. 2006, Izeta et al. 2009, Izeta et
al. 2010). Preguntas como ¢Cual era su modo de vida?
¢Como era su dieta? ;En qué consistia su rango de
movilidad? comenzaron a ser respondidas a partir de la
zooarqueologia quimica, centrada particularmente en
el estudio de relaciones isotdpicas y de caracterizacion
multielemental de muestras zooarqueoldgicas (e.g. Burton
et al. 1999, De Niro 1985; Panarello y Fernandez 2002,
Szostek et al. 2009). Siguiendo algunas de estas lineas,
este trabajo tiene por finalidad profundizar en el uso de
procedimientos fisico-quimicos aplicados al registro 6seo
y que desemboquen posteriormente en el desarrollo de un
corpus metodoldgico y analitico que permita responder
a algunas de las preguntas mencionadas mas arriba.
Particularmente, se dan a conocer los primeros resultados
de la aplicacién de la técnica espectroquimica denominada
Laser Induced Breakdown Spectroscopy (LIBS) para
identificar proporciones de elementos mayoritarios y
minoritarios presentes en el registro 6seo arqueoldgico.
Su relevancia radica en brindar un método potencial para
realizar analisis quimicos en zooarqueologia.

En este caso, nos centraremos en una experiencia
desarrollada con el fin de estimar la abundancia del
Estroncio (Sr) que ha resultado de interés para responder
preguntas sobre origen geografico y movilidad de
diversos organismos (e.g. Burton et al. 2003). Por
lo anterior, el objetivo del presente trabajo es el de
presentar los resultados obtenidos en la cuantificacion
de Sr en huesos de camélidos sudamericanos mediante
dos aproximaciones, su comparacion y la evaluacion
de su factibilidad técnica para su uso en muestras
zooarqueologicas.

En definitiva con el testeo de estos dos modos, se
espera comprobar que se pueden desarrollar métodos
minimamente invasivos para el tratamiento de muestras
arqueoldgicas y que sean relevantes para medir la
concentracion multielemental dado que algunos
elementos presentan mayores concentraciones cuando
el consumo dominante es de carne (como cinc, estafioy
cobre) o vegetales (magnesio, vanadio, manganeso, bario
y estroncio) (Wing y Browen 1979, Szostek et al. 2009).
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Espectrometria y Laser: las bases del LIBS

El desarrollo de la espectrometria de masas tiene su origen
en el Siglo XIX con el descubrimiento de los is6topos.
Ya para 1898 Wien mostré que un haz de estos iones
podia ser deflectado mediante el empleo de campos
eléctricos y magnéticos. En 1912, Thomson introdujo
en un tubo, cominmente empleado para determinar la
relacidon masa-carga de iones, una pequefa cantidad de
gas neodn y lo atacd con un haz de electrones emitidos
desde un catodo (Ortega 2006). Estos son capaces de
colisionar y extraer algunos de los electrones externos del
nedn (ionizacion por “impacto electrénico”), produciendo
asi cierta cantidad de iones Ne+. Los iones formados se
aceleraban dentro del tubo con un campo eléctrico y
se sometian simultdneamente a un campo magnético
orientado de modo perpendicular a su trayectoria (Gross
2004). Esto permitié acceder a la cuantificacion de los
diversos is6topos que componen un elemento quimico.

Desde hace mas de treinta afios, las medidas isotopicas
en los espectrometros se hacen por contaje electrénicoy
comparando intensidades entre los picos de la muestra 'y
una referencia de composicion conocida, de forma que el
software de los equipos usa la relacion R en sus calculos.
Es por ello, que se encuentran algunos trabajos donde se
emplea directamente R expresada en partes por millon
(Ortega 2006).

Asimismo, los Isotope Ratio Mass Spectrometer o IRMS
logran mayor precision a través de las comparaciones
simples o repetidas del gas procedente de la muestra
con respecto a un gas de referencia con una composicion
quimica e isotopica similar. Junto a las muestras, se
introducen a diario series de estandares de composicion
conocida, que en la mayoria de los casos son patrones
o estandares internos establecidos por cada laboratorio
(Gross 2004). Sin embargo, los espectrémetros en la
mayoria de los casos se diferencian sobre todo en la
fuente de ionizacion.

Por otro lado, se desarrollaron otros métodos como
Spark Source Mass Spectrometer, Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometer y “Thermal lonization
Mass Spectrometer, los cuales miden los isétopos de
elementos pesados. Ademas de los conocidos como
Secondary lon Mass Spectrometer (el cual realiza analisis
isotopico de superficies de materiales), y los Gas Source
Mass Spectrometer, familia en que se encuentran los
IRMS 'y los Accelerator Mass Spectrometer (AMS), que
se emplean cada vez mas en el analisis de is6topos “no
convencionales” y en datacion de materiales (Ortega
2006).

Esta breve revision de los diferentes métodos, resalta que
la espectrometria de masas es destructiva a causa de que
el material introducido en condiciones de vacio se altera
siendo imposible su preservacién posterior.
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También, se han implementando otros métodos
analiticos como el uso de balanzas de alta precision o de
espectroscopios de emision Optica y espectrofotémetros
de infrarrojos. Esto parece abrir la posibilidad de un futuro
desarrollo de varios métodos posibles para comprender la
concentracion de elementos e isdétopos distribuidos geo
y bioquimicamente.

Por otro lado el método testeado en este trabajo
tiene su precedente en el desarrollo de la técnica laser
durante la década de 1960. Actualmente, el laser (Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation) se
ha convertido en una herramienta altamente versatil
debido a las ventajas que ofrece como direccionalidad,
monocromaticidad, potencia y coherencia temporal
(Capello et al. 2009). Al ser un método sensible y selectivo,
se lo emplea para detectar e identificar concentraciones
de elementos quimicos en diferentes muestras.

Entonces el LIBS (Figura 1) consiste principalmente en un
laser pulsado de alta energia focalizado en una superficie
para ablacionar el material y crear un plasma (o pluma
de ablacion), el cual estd formado por una mezcla de
especies como iones, electrones, atomos, agregados y
clusters que se encuentran a muy elevada temperatura
(generalmente superan los 10000 K) (Capello 2009).
Debido a ello y a la resolucion de los espectrometros
asociados al sistema en la determinacion y cuantificacion
son consideradas todas las especies de cada elemento.
Por otro lado y de modo complementario el LIBS permite
el analisis de multielementos (Capello 2009) con lo
que su utilizacion para identificar huellas quimicas lo
convierte en una técnica apropiada para diversos estudios
zooarqueologicos.

Materiales y métodos

La muestra seleccionada sobre la que se planteo
determinar la concentracion de Sr mediante LIBS
corresponde a dos elementos 6seos (fémur y humero)
de Lama glama (llama) moderna procedentes del
area denominada Casas Coloradas, Valle del Cajon,
departamento de Santa Maria (ver Figura 2). La region
se ubica en el extremo nor-oriental de la Provincia de
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Catamarca (Departamento de Santa Maria) (Izeta 2007).

Sobre esta muestra se procedio a la implementacion de
dos aproximaciones con el fin de contrastar a través de
los resultados cuantitativos cual de ellas nos aportaba una
mejor definicién en cuanto al célculo de la abundancia
de este elemento quimico dentro de esta matriz dsea.

En principio cada una de las aproximaciones consistio
en la preparacién de muestras con el fin de construir
curvas de calibracion del elemento Sr. Una utilizando
como matriz el tejido compacto tanto del fémur como del
humero y otro en el que la curva se baso en la utilizacion
de una matriz de carbonato de calcio (COSCa). En ambos
se confeccionaron pastillas a las que se les fue agregando
valores conocidos de Sr con el fin de poder cuantificarlo.
Luego se compararon estos resultados de la curva
calibrada con espectros obtenidos a partir de mediciones
directas en los huesos de llama. En este ultimo caso los
huesos no tuvieron ninguna preparacion previa.

)

100 50 0 100 Km

Figura 2. Procedencia de las muestras de Lama glama.

Figure 2. Provenience of the Lama glama sample used in this work
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La primera aproximacion se denomina Adicién de
estandar y consiste en preparar una matriz de control
compuestas por muestras a partir de hueso molido,
adicionando a cada una concentraciones crecientes y
conocidas de Sr. Cabe destacar que la aplicacion de este
método es destructiva dado de que es necesario que se
pulverice el hueso para preparar la muestra, la cual se
sometera al analisis LIBS, obteniéndose una curva de
calibracion de intensidad de emisién de Sr en funcion
de la concentracion. Esto genera una grafica la cual
permite visualizar la concentracién de Sr en la muestra
0sea comparativa.

Por otro lado es importante notar que esto debe
hacerse solo una vez para cada muestra comparativa
que en general puede ser actual y no necesariamente
arqueoldgica, ya que lo que se quiere obtener es un
patron quimico georreferenciado con fines comparativos.
En este caso la curva de calibracion de Sr obtenida puede
ser utilizada como patron para los elementos 6seos
arqueologicos obtenidos de excavaciones del Valle del
Cajon.

La segunda aproximacion recibe el nombre de Remplazo
de matriz 6sea y esta caracterizada por emplear una
técnica no destructiva, la cual radica en la obtencion de
una curva de calibracion de modo analogo al anterior,
pero en vez de utilizar hueso (moderno o arqueolégico)
se utiliza como reemplazo una muestra de carbonato de
calcio (CO,Ca), uno de los componentes principales en la
estructura del hueso. Posteriormente, se somete al andlisis
LIBS la pieza original, donde el dafio a su superficie es
minimo.

En cuanto a la preparacion de la muestra se realizaron
varios pasos. El primero consiste en la limpieza superficial,
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Figura 3. Espectros proveniente de la matriz 6sea y del registrado a partir de CO,Ca, se destacan las lineas de emision empleadas para cuantificar

(Sr) y normalizar (Ca).

para eliminar posibles contaminantes del espécimen 6seo
(tierra, material organico extra a la estructura dsea, etc.).
Esto es realizado por medios mecanicos y quimicos en una
superficie no mayor a los 5mm?, la cual es separada del
resto del elemento, obteniendo un fragmento cuyo peso
medio es de aproximadamente 1 a 2 gramos.

El segundo, consiste en la reduccion en tamafno del
fragmento para su molido final, obteniendo un polvo cuyo
particulado se estima en 0,3 mm de diametro.

Cabe subrayar que para la segunda aproximacién
(Reemplazo de la matriz 6sea), la muestra se prepard
siguiendo los mismos pasos que para la metodologia
anterior, sélo que se utiliza en vez de hueso molido una
muestra de CO,Ca, con el fin de no utilizar la matriz
0sea y de este modo evitar su destruccién. La diferencia
principal, es que en este caso y adicionalmente, debe
registrarse el espectro LIBS de la muestra désea, en su
estado original y sin ninguna preparacion, y en las mismas
condiciones experimentales (energia del laser de ablacién)
en que se registran los espectros LIBS de las pastillas de
CO,Ca (empleadas para la construccion de la curva de
calibracion).

Posteriormente, se preparan diez tubos de ensayo, donde
se colocan 0,5 g de la muestra ésea, agregando a cada
uno, una concentracion conocida y creciente de solucién
de Sr. Estas muestras son sometidas a la estufa durante
12 horas con el fin de eliminar la humedad proveniente
de la solucién de Sr.

Luego la muestra de cada tubo es mortereada para
cumplimentar con dos objetivos: homogeneizar su
contenido y reducir el particulado formado por la nueva
agregacion de la matriz ésea, a raiz de la adicion de la
solucion de Sr.

124 COBCa
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Figure 3. Spectra from bone matrix and that from CO,Ca, emission lines used to quantify (Sr) and normalize (Ca) are noticeable.
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Figura 4. Resultados de las dos aproximaciones: Reemplazo de matriz 6sea y adicion estandard.

Figure 4. Results from two approaches: Bone matrix replacement and Standard Addition.

A continuacion y a partir de cada muestra, se elaboran
tres “pastillas” por compresion, sometiendo una porcion
de la muestra a una presion de 4 toneladas. Por ultimo
y con las 3 pastillas, se obtuvieron cinco espectros LIBS.

Resultados

Cada espectro obtenido se normalizo en intensidad, y para
ello, se empled la emision correspondiente a un elemento
contenido en alta proporcion en la matriz (sea en hueso
0 COBCa), como es el Calcio (Ca).

Si bien existe una gran similitud entre el espectro
proveniente de la matriz 6sea y del registrado a partir de
CO,Ca, se destacan en cada aproximacion las lineas de
emision empleadas para cuantificar (Sr) y normalizar (Ca)
como se observa en la Figura 3.

De este modo, con el método de Adicion Estandar, se
determin6 que la concentracién de Sr en hueso es de
80 + 20 ppm. Si bien los resultados son de interés, se
observo que la metodologia posee un 30% de error en
la determinaciéon. Aun asi, el principal objetivo de este
analisis, fue tener una referencia para cotejar el valor
obtenido por la metodologia donde no se utiliza la matriz
Osea y si se utiliza una matriz compuesta por CO,Ca.

En el caso del método de Reemplazo de matriz ésea, la
concentracion de Sr obtenida es de 86 + 3 ppm. El valor
coincide con el obtenido a través del analisis destructivo
de Adicién Estandar, pero en este caso, el error asociado
a la determinacion es solo de un 3,5% (Figura 4).

De este modo, se observa que el método de Reemplazo de
matriz 6sea, cumple con dos objetivos simultaneamente:
por un lado la preparacion de la matriz de control no
utiliza hueso (moderno o arqueoldgico) y por lo tanto
no destruye la muestra, por otro el dafio que produce a
la muestra arqueoldgica que debe ser medida es infimo
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dado de que se cuenta con un equipo de rotacion de la
muestra para que en cada pulso la superficie sea nueva,
y en consecuencia sélo produce pequenos crateres en la
superficie tratada que son imperceptibles al ojo humano.

Conclusiones

Por lo presentado a lo largo de este trabajo la aplicacion
de estudios fisico quimicos sobre muestras arqueoldgicas
nos permiten indagar en diversas cuestiones relacionadas
entre otras tematicas con la alimentacion y la movilidad.
En este sentido poder acercarnos a la cuantificacion de
elementos presentes en especimenes 0seos permite
comenzar a caracterizarlos a partir de distintas especies
de elementos quimicos y con ello lograr una identificacion
mas ajustada de los posibles procesos por los cuales
se generaron los huesos. Con ello se espera poder dar
respuesta a los interrogantes planteados anteriormente
utilizando una aproximacion que incluye instrumentos
analiticos que no demandan una inversion importante
de material arqueoldgico a ser procesado y que puede
realizar mediciones sin preparaciones previas muy
elaboradas como si lo exigen otras metodologias. De este
modo, la aproximacion que denominamos reemplazo
de la matriz 6sea por CO,Ca demuestra ser apropiado
para la determinacion de Sr en huesos de camélidos. Por
supuesto esta cuantificacion debe asociarse con la de
otros elementos, pero la técnica demostré ser apropiada
para alcanzar este objetivo. En este sentido se prevé una
agenda futura en la cual es necesario efectuar curvas
de calibraciéon para otros elementos diagndsticos como
Bario (Ba) y Plomo (Pb), los cuales son importantes
en zooarqueologia porque permiten en su conjunto
reconstruir paleodietas y reconocer la variabilidad
geografica donde los animales interactuaban junto con
los humanos.

Cordoba, 7 de Agosto de 2012
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