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RESUMEN

Los estudios de estacionalidad se han
desarrollado durante mucho tiempo, con
diferentes métodos, sin que ninguno de ellos
haya demostrado ser resolutivo. En este trabajo
se propone una alternativa a los métodos
directos estacionales mediante la aplicacion
de una nueva metodologia basada en la
técnica de espectroscopia de ablacion ldser:
LIBS. Esta técnica de andlisis se ha aplicado

a 54 cuartos premolares deciduales (DP4) de
cerdos, y los datos obtenidos tras el andlisis
de los elementos Mg, Na e H_arrojan un
indice de correlacion de 0,66 (R?=0,66), lo
gue sugiere unas perspectivas prometedoras
para el futuro desarrollo de esta metodologia
aplicada al estudio de la estacionalidad.
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ABSTRACT

Seasonal studies have been developed for
along time, with different methods, without
any of them having proved to be conclusive.
In this paper, an alternative to seasonal direct
methods is proposed by the application of a
new methodology based on the technique

of laser ablation spectroscopy: LIBS. This
technique of analysis was applied to 54
quarters premolar (DP4) of pigs, and the data
obtained after the analysis of the elements
Mg. Na and Ha yield a correlation index of 0.66
(R2 =0.66), suggesting promising prospects for
the future development of this methodology
applied to the study of seasonality.

Key words: Seasonality, LIBS,
Bioarchaeology, Zooarchaeology.
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1. INTRODUCCION.

Los estudios de estacionalidad aplicados al
andlisis de emplazamientos arqueoldgicos
se cenfran en responder a cuestiones
relativas al momento del ano en el que

se ocupd un yacimiento. Para ello, se

han ideado una serie de técnicas que
han sido divididas por algunos autores

en dos blogues (Monks 1981 y Mateos
Cachorro 2001): estudios de estacionalidad
por métodos indirectos y directos.
METODOS INDIRECTOS. De ellos, destacar
los siguientes. El primero, el andlisis
guimico del suelo, que consiste en el
estudio del sedimento para encontrar los
rastros quimicos de cualquier sustancia
(excrementos, grasas animales, etc.)

que den informacién sobre marcadores
estacionales particulares. El segundo

estd relacionado con la etologia de los
herbivoros y sus movimientos estacionales,
como por ejemplo, la movilidad que
experimentan estos buscando pastos de
montana en verano y pastos en zonas
bajas en los momentos rigurosos del ano.
METODOS DIRECTOS. Se basan en el
estudio de los restos de fauna presentes en
el yacimiento. Por ejemplo, mediante el
andlisis de las cornamentas de cérvidos, la
erupcion de piezas dentarias, la fusion de
epifisis o el estado de desgaste dentario

a través de andlisis variados, como el
mesodesgaste o el microdesgaste.

Mds interesantes son los estudios basados
en las estructuras de crecimiento de la
fauna, como los otfolitos en los peces, las
conchas de los moluscos o el estudio del
cemento dentario de los mamiferos. Sin
embargo, todas estas técnicas presentan
limitaciones, o bien porque en algunos
casos solo son aplicables a individuos
inmaduros —emergencia de dientes,
sustitucion de piezas dentarias—, o bien
porque solo sirven para individuos adultos
—cementocronologia— o para ciertos
sexos, como las cornamentas en los
machos de cérvidos, y en la mayor parte
de ellos los resultados que ofrecen siguen
mostrando una gran amplitud estacional
(verano-otono, invierno-primavera).

En este tfrabajo se propone un andlisis
pionero sobre una muestra actual
utilizando una técnica alternativa, el
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método LIBS (Laser Induced Breakdown
Spectroscopy). El objetivo de este trabajo
es tratar de paliar las limitaciones de las
técnicas tradicionales, verificando la
viabilidad de la metodologia LIBS para

el andlisis estacional. De cumplirse con

el objetivo, se propondria la técnica LIBS
como un posible método alternativo
para los estudios de estacionalidad.

2. EL METODO LIBS: ESPECTROSCOPIA

DE ABLACION LASER.

La técnica LIBS (Lie et al. 2006; Hahn 'y
Omenetto 2010; Marcos Martinez et al.
2011; Haider y Khan 2012; Marin Rolddn et
al. 2013) se basa en la vaporizacién de
una pequena porcién de la superficie
de la muestra por la interaccién con un
pulso ldser de alta energia, generando
un plasma que emite una radiaciéon
correspondiente a los elementos
presentes en ella. Por tanto, se obtiene
un espectro que indica la composicion
elemental de la muestra (Figura 1). La
cantidad de muestra vaporizada es del
orden de los microgramos, por lo que se
considera una técnica microdestructiva.
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Figura 1- Espectro tipo de uno de los promedios
de pulsos obtenidos, con la identificaciéon de los
elementos elegidos para el andlisis: Mg Il (gris), Na
| (naranja) e Ha (azul) y Ca | (negro), este Ultimo
usado Unicamente como patrén interno. A la
derecha, ampliacién de los mismos elementos
con sus respectivas longitudes de onda.

Las ventajas mds destacables de Ia
metodologia LIBS son: poca o nula
preparacién de la muestra; andlisis
rdpido, multielemental y en cualquier
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estado de agregacién de la materia;

y microdestruccién de la muestra.

El desarrollo del andlisis experimental se
ha realizado con un ldser de Nd: YAG
(Figura 2) con Q-switch activo (Quantel,
modelo Brio) que opera a 1064 nm, con
una duracién del pulso de 4 ns. El didmetro
del haz es de 4 mm y la divergencia de
0,6 mrad. Las muestras se colocaron
sobre un posicionador micrométrico X-Y-Z
manual con una etapa de 0,5 mm de
desplazamiento en cada coordenada
para asegurar que cada pulso del

I&ser incidia con precision sobre el drea
seleccionada de la superficie dental. El
haz I&ser se concentra en la superficie
del diente con 100 mm de didmetro. Esta
distancia de trabajo permite una facil
recoleccién y manipulacién del plasma
mientras que el enfoque proporciona
una colocacién precisa del haz sobre la
muestra. La energia del pulso se ajusta a
20 mJ, y la frecuencia a 1 Hz. El intervalo
de longitudes de onda utilizado fue 180
a 940 nm. El tiempo de integracién del
detector se ajustd a 20 ms. Para evitar la
deteccion de la radiaciéon de frenado
(oremstralung), el detector se activa con
un fiempo de retardo de 0.8 ms entre el
pulso de ldser y la adquisicidn del espectro.

Fig. L The experimental setup, induding a Nd:YAG laser, a delay generator, a micrometric

Figura 2- Configuracién experimental (set up) de
un sistema ldser de Nd: YAG (Marin Rolddn 2013).

3. MUESTRAS.

La investigacién se realizé con muestras
dentales de cerdos (Sus scrofa domestica)
infantiles, provenientes de un matadero
industrial con licencia y todos los
certificados necesarios en el cumplimiento
de los requisitos formales de la Unién
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Europea. Estas muestras fueron criadas

en los municipios de Crespos, Fontiveros

y Flores de Avila, en la comarca de La
Morafia (Avila) y destinados Unicamente al
consumo humano. Las muestras utilizadas
en el presente estudio son dientes inferiores
de cerdos infantiles, en concreto cuartos
premolares deciduales (DP4), que aln
estaban insertos en el hueso alveolar de la
mandibula. La totalidad de los individuos
analizados tenian el M1 emergido y en
algunos casos el alveolo del M2 empezaba
a abrirse. Las mandibulas fueron sometidas
a un proceso de descarnacion en el
matadero. A continuacion, se dejaron
limpiar mediantes métodos naturales

de exposicion al aire libre durante

un periodo de seis meses y luego se
procedié a su estudio en el laboratorio.

El periodo que abarcan las muestras
transcurre desde noviembre de 2013 a
octubre de 2014, a excepcidn del mes

de junio de 2014, durante el cual no

se sacrificaron cerdos en el matadero.
Cada mes de muestras incluia cinco
individuos diferentes —excepto marzo,
que sélo incluia cuatro individuos—, y de
cada uno de ellos se extrajo el cuarto
premolar decidual (DP4). El motivo de

esta elecciéon reside en que era el Unico
diente lo suficientemente desarrollado
como para llevar a cabo un andlisis viable,
debido a que el resto estaba en proceso
de erupcién o, como el M1, la posicién
oclusal todavia no habia sido completada
totalmente. Asi, el nUmero total de dientes
asciende a cincuenta y cuatro (54). Una
vez extraidos, los dientes fueron analizados
directamente a temperatura ambiente y
sin preparacion alguna mediante LIBS.

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Utilizando la base de datos del NIST,

se identificaron las siguientes lineas
espectrales, correspondientes a los
elementos mds representativos de la
composicién elemental de la muestra:
Mg Il (279,55 nm y 280,27 nm), Na | (589,29
nmy 589,99 nm), Ha (656,28 nm) y Call
(422,67 nm). Esta Ultima linea fue utilizada
como “patrdninterno”, realizindose
todas las relaciones elementales
conrespecto a ella (Figura 1).
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En primer lugar, se realizd un andlisis previo
para la optimizaciéon de los pardmetros
dell&sery larecogida de espectros.
Para ello, se utilizd un M1 escogido al
azar. Se realizaron tres series diferentes
de promedios de cinco, diez y quince
pulsos, precedidas siempre por tres
pulsos de limpieza, que no se fuvieron en
cuenta para el promedio de la posicion.
A continuacién, se calculd la desviacion
estdndar de cada serie, siendo el error
de cada una minimo y despreciable.
Por tanto, para todos los andlisis
posteriores, se recogieron espectros de
promedios de cinco pulsos, mds tres
pulsos de limpieza previos (Figura 3).

Ma Il (279,27 nm)
Ma Il (280,27 nm)

20 25 30 35 40 45 50
MN® pulses

Figura 3- Grdfica del M1 usado como prueba para
la optimizaciéon de los pardmetros del Idser. Montaje
creado para escenificar el cambio de intensidad
de las lineas espectrales de Mg Il alo largo del
diente, desde la corona hasta la raiz, y su division en
porcentajes para el andlisis de los datos.

Este andlisis también sirvid para
comprender el comportamiento del Mg
II. Dicho elemento produce un doblete,
es decir, emite dos lineas espectrales

a diferentes longitudes de onda. Sin
embargo, la variacién de ambas lineas
espectrales es idéntica; luego cualquiera
de las dos es apropiada para el estudio.
Asi, se eligié la primera para realizar

la investigaciéon: Mg Il (279,55 nm)

(Figura 3). EI Na | también producia un
doblete, porlo que se llevé a cabo la
misma operacidén con este elemento.

El andlisis se desarrollé a lo largo de la raiz
de cada diente, porlo que se obtuvieron
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espectros de cada posicion, desde

la corona hasta el dpice. Debido ala
diferente longitud de las muestras, tras la
finalizacién de los andilisis los dientes se
dividieron en partes porcentuales, para asi
poder comparar los espectros equivalentes
a la posicién exacta del diente (Figura 3).
Paralelamente, también fue necesario
recoger los datos de temperatura de la zona
de cria de los cerdos, proporcionados por la
AEMET (Agencia Estatal de Meteorologia).
Estos datos muestran las variaciones diarias
de T?registrados en la comarca de La
Morana alo largo de los anos 2013y 2014
para la estacién meteoroldgica de Miruena-
Embalse el Milagro (la representacion grdfica
de la T¢ se encuentra incluida en la Figura 4).

Mirueia Mirueia

Temperatura °C
Temperatura °C

Tiempo (meses) Tiempo (meses)
Miruefia Miruefia

Temperatura °C
Temperatura °C

Tiempo (meses) Tiempo (meses)

Figura 4- Graficas de los datos de los dientes
superpuestas a las de la temperatura de la
estacion de Miruena: las tres primeras grdficas
muestran la de los porcentajes del 60%, el 80%
y el 50% del Mg Il, la cuarta muestra la posible
relacién inversa para el porcentaje del 80% del
Ha (ordenadas de mayor a menor indice de
correlacion (R2)).

Una vez obtenidos los resultados de los
2.076 espectros, se realizd la proyeccién
grdfica de la Ty de los datos de intensidad
espectrales para cada elemento analizado
(Mg ll, Na |y Ha) de los dientes de los cinco
individuos de cada mes para todo el ano
de muestra. Lo que puede observarse en
un primer andlisis es una variacion de los
elementos presentes en el dienfe alo largo
del aio en funcién de la T° (Figura 4). En
este sentido, se puede comprobar cémo
cuando la temperatura asciende, el Mg |l
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parece seguir la misma tendencia, lo que
puede sugerir una relaciéon directamente
proporcional entre ambas variables.

En cambio, para el elemento Ha, la
relacién parece ser inversa (Figura 4).
Ademds, la relacion entre ambas variables
se hace mds precisa segun el elemento
que se elija. A este respecto, después

de analizar el conjunto de 99 grdficas
obtenidas de los tres elementos, el Mg

I1 (279,55 nm) ha sido el que mejores
resultados ha proporcionado, seguido del
Ha (656,28 nm) y siendo el Ultimo el Na |
(589,29 nm). De hecho, esta relacién no
solo cambia dependiendo del elemento,
sino también dependiendo del porcentaje
del que se trate dentro de cada elemento.
Asi, de los 99 indices de correlacion
realizados, los cuatro mejores fueron los
relativos al 60% del Mg Il (R2=0,66), seguido
del 80% (R2=0,48) y del 50% (R2=0,40) para
este mismo elemento, siendo el menor el
del 80% del Ha (656,28 nm) (R2=0,39).

Por otro lado, en la figura 5 se puede
apreciar la estacionalidad de forma
mucho mds directa. En estas grdficas se
comprueba perfectamente la variacién de
los elementos Mg Il (279,55 nm) y Ha (656,28
nm) con respecto al momento del ano,
coincidiendo exactamente con la estacion
indicada por los datos de la AEMET.
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Figura 5- Divisién por estaciones de las graficas
de la figura 3 para relacionar los datos de
dientes y de la T¢ con la estacionalidad.

Sin embargo, tanto en la Figura 4 como
en la Figura 5 se puede constatar

qgue ambas lineas no coinciden
perfectamente, produciéndose un

Espectroscopia De Plasma Inducido Por Léser

aparente desplazamiento ala derecha
de la linea elemental con respecto ala
de la T Este desplazamiento podria estar
indicando que quizds, el motivo por el que
ambas lineas no coinciden exactamente
sea por un posible retardo en la absorcion
del elemento en el diente, provocado

tal vez por la constante temperatura a la
que se mantiene la boca del individuo.

En futuros andlisis, se tratard de precisar si
efectivamente esta ligera diferencia estd
relacionada con una absorcion retardada
del elemento, y en caso afirmativo, intentar
ver cudnto tiempo tarda en ser absorbido.
Por otfro lado, aunque a priori pudiera
parecer que los indices de correlacion
obtenidos son insignificantes, hay que
tener en cuenta que no se conoce ningun
precedente de este pionero andlisis. De
hecho, la Unica referencia a un caso similar
estd en los indices de correlacién entre

el Mg/Cay las TSM (Temperatura de la
Superficie del Mar) obtenidos por Garcia
Escdrzaga et al. (2015) para moluscos
marinos utilizando LIBS, los cuales no
fueron superiores al 0,4 en el mejor de los
casos. Ademds, son muestras procedentes
de organismos vivos, lo que implica que
estdn sujetas a la accidn de factores
infernos y externos que desconocemos

y que no estdn bajo nuestro control —
como pudiera ser las hormonas que
afectan al estado del desarrollo, el estado
reproductivo, el sexo, etc. Por tano, un
indice mdaximo del 0,66 (R2=0,66) se puede
considerar como un excelente dato.

Por Ultimo, puede que los indices de
correlacion estén indicando que

la relacion entre las temperaturas

y los datos de los elementos no sea

lineal, sino de otra naturaleza.

5. CONCLUSIONES.

En esta investigacion se ha demostrado
la existencia de cierta variabilidad de
los elementos estudiados y presentes en
el diente en funcién de la T? registrada;
variabilidad que puede depender de
la estacionalidad. Ademds, de los tres
elementos analizados, el Mg Il (279,55
nm) ha sido el mds representativo de
todos. En esta linea, dentro de un mismo
elemento, existen partes del diente
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mds diagndsticas que otras, como
evidencia el indice de correlacién del
60% para el Mg Il (279,55 nm) (R2=0,66).
Por tanto, basdndonos en estos resultados,
se pude concluir que se ha demostrado
la viabilidad, validez y funcionalidad

de la técnica LIBS, evidenciando el

gran potencial para los estudios de
estacionalidad, proporcionando

un posible método alternativo a los
métodos tradicionales. Ademds, puede
abrir la puerta no solo a los estudios

de estacionalidad, sino también

a estudios de paleotemperaturas,

ya gque esta metodologia podria

aunar ambas disciplinas.

AUN asi, y a pesar de las grandes

ventajas que aporta el método LIBS
—fundamentalmente la rapidez en la
obtencidon de los datos, y la précticamente
nula destruccion de la pieza arqueoldgica
o lareducciéon de costes frente a otros
métodos—, y a los prometedores datos
obtenidos en este estudio preliminar —
unos indices de correlacién de R2= 0,65
nada despreciables para el Mg Il (279,55
nm)— es evidente que es necesario
continuar con el estudio de los datos
obtenidos mediante esta metodologia
antes de su aplicacion sobre materiales
argueoldgicos, pues los indices de
correlacion nos podrian indicar que
existen factores externos que afectan ala
incorporacion del Mg Il (279,55 nm) y del
Ha (656,28 nm), o incluso que puedan ser
indicativos de una relacion no lineal entre
ambas variables. Cuestiones, por tanto,
gue deberdn ser tfratadas en posteriores
publicaciones de trabajos actualmente
en proceso, gue podrdn evaluar en un
futuro de manera mds precisa la utilidad
de la metodologia en zooarqueologia.
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