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RESUMEN

En este trabajo se analizan los espectros FTIR (espectroscopia infrarroja mediante transformada de
Fourier) de diferentes muestras de colageno tipo I extraido de huesos de guanaco (Lama guanicoe) y venado
de las Pampas (Ozotoceros bezoarticus) modernos y arqueoldgicos, con distintos grados de conservacion
de la proteina y algunas de ellas con aporte organico externo. También se determino la relacién C/N, %C,
%N y rendimiento en la extraccion de colageno. Se analizaron 4 relaciones de porcentajes de transmitancia
obtenidas sobre las bandas caracteristicas de los espectros de colageno (Amida I1I/Amida I, Amida I11/Prolina,
Prolina/Amida I, 1080 cm™'/Amida I), las cuales se proponen como parametros para determinar la calidad
de colageno. Como resultado, sostenemos que debido a que la técnica FTIR es muy versétil, brinda una
herramienta de decision simple, no demasiado costosa, rapida y accesible, permitiria establecer parametros
de calidad, determinar la conservacion del colageno en especimenes arqueologicos y seleccionar los mejores
para realizar estudios isotopicos y radiométricos.
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ABSTRACT

This paper analyzes FTIR (infrared spectroscopy by Fourier transform) spectra of type I collagen
samples extracted from modern and archaeological bones of guanaco (Lama guanicoe) and Pampas deer
(Ozotoceros bezoarticus) with varying degrees of protein conservation and, in some cases, external organic
input. C:N atomic ratio, C%, N%, and collagen yield were determined. Four transmittance ratios from the
spectra were analyzed: Amide III/Amide I, Amide III/Proline, Proline/Amide I, 1080 cm™'/Amide I, which
we propose be used for determining collagen quality. Since FTIR analysis is very versatile, it can be used
as a simple decision-making tool, it is inexpensive, rapid, and available, we argue that establishing quality
parameters with this method would allow us to determine collagen preservation in archaeological samples
before sending them for isotopic and radiometric analyses and select the best samples.

Keywords: Bone protein, collagen contamination, FTIR
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INTRODUCCION

Para los analisis radiométricos es primordial contar con una muestra adecuada
del contexto arqueoldgico que se pretende datar, de tal forma que se minimicen las
interferencias y los resultados sean confiables. Uno de los materiales mas adecuados para
ello es el hueso, sobre todo la fraccion proteica que esta formada por carbono y nitréogeno
recolectado a lo largo de la vida del individuo (incorporada a la materia viva mediante
la alimentacion y la respiracion). Por lo tanto, si la preservacion de la muestra es buena
el analisis isotdpico brindara resultados confiables acerca de su antigiiedad (Deviése et
al., 2018; Rubinos Pérez, 2009; Stafford et al., 1988).

El material 6seo esta formado por una matriz mineral (mayoritariamente
hidroxiapatita) y una matriz organica, que contiene proteinas, lipidos, hidratos de
carbono, etc. La estructura proteica mayoritaria es el colageno y, siempre y cuando su
conservacion sea adecuada, es la mas confiable para realizar mediciones de cronologia
o fraccionamiento isotdpico para inferir su dieta. Sin embargo, la composicion original
del hueso interactiia con los diferentes elementos exdgenos presentes en el depdsito
sedimentario donde el material estd enterrado, lo que influye en la preservacion de la
proteina osea que finalmente se utiliza para las dataciones radiocarbonicas y para los
analisis de isotopos estables.

Conocer la cantidad y calidad del colageno extraible de piezas oseas es fundamental
para disponer de muestras adecuadas para estos analisis. La cantidad de colageno
generalmente se determina mediante el rendimiento de colageno extraido (respecto de
la masa inicial de hueso). Este parametro se puede utilizar para estimar la calidad del
colageno extraido, ya que por debajo de cierto valor la calidad es generalmente mala.
Para este rendimiento critico Van Klinken (1999) sugiere 0,5-1% de colageno extraible,
Ambrose (1990) lo establece en 3,5% y la mayoria de los laboratorios de analisis
isotopicos rechazan muestras con menos del 1%. Sin embargo, este no es un indicador
directo de la calidad de la proteina, porque no mide su composicion ni la presencia de
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compuestos contaminantes. Muestras con rendimientos mayores al 1% podrian no ser
adecuadas para analisis isotdpicos si presentan degradacion de la proteina extraible o
agentes contaminantes como sustancias hiimicas, preservantes, etc.

Los parametros utilizados habitualmente para estimar la calidad de colageno son
la relacion atomica C/N, %C y %N, los cuales miden de forma directa la composicion
de la proteina extraida. Sin embargo, para acceder a esta informacion se deberia contar
al menos con un analizador elemental. Este equipamiento es caro y esta disponible en
muy pocos laboratorios de arqueometria del pais. Por este motivo se estan investigando
nuevas técnicas que permitan estimar la calidad de conservacion del coldgeno y/o su
posible contaminacién con sustancias del entorno mediante el uso de otras técnicas mas
versatiles y de facil aplicacion.

La proteina de hueso es mayoritariamente colageno tipo I compuesto en mas
de un 50% por los aminoacidos Glicina, Prolina, Hidroxiprolina y Arginina. Este esta
constituido por un conjunto de tres cadenas polipeptidicas (1.000 aminoacidos por
cadena), agrupadas en una estructura helicoidal. La Glicina constituye la tercera parte
de los aminoacidos de cada cadena, hecho tinico entre todas las proteinas del organismo.
La repeticion de 333 tripletes de forma Gli-X-Y preside la estructura de cada una de las
cadenas. En posicion X se encuentra, en la mayoria de los casos, la Prolina; en posicion
Y, se encuentran la hidroxiprolina y la hidroxilisina, dos aminoacidos que no abundan
en la constitucion de las otras proteinas del organismo (Prockop y Guzman, 1981). Se
identifican en las estructuras de estos aminoacidos grupos funcionales OH, C=0, -NH,,
>NH, -NH", ArNH, >CH,, con caracteristicas vibracionales especificas, las cuales son
facilmente detectables mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR). La calidad del colageno d6seo condiciona la exactitud de los resultados de los
analisis isotopicos para determinar su cronologia o inferir aspectos de su dieta (Ambrose,
1990; Van Klinken, 1999).

En un principio se utiliz6 el contenido de nitrégeno (%N) determinado sobre
hueso para establecer el grado de conservacion de la fraccion organica de los huesos, y se
clasific6 la calidad de las piezas en cinco categorias (Stafford et al., 1988). Este parametro
no brinda una dimension real de la calidad del coldgeno, sino mas bien el contenido de
nitroégeno total del hueso (asociado a proteinas y aminoacidos). El parametro establecido
por De Niro (1985) y Ambrose (1990) es la relacion atomica de Carbono y Nitrogeno
(C/N). Un colageno con buena calidad de conservacion y un adecuado procedimiento
de extraccion deberia tener una relacion 2,9 < C/N < 3,6. De Niro (1985) trabajo sobre
una muestra de n = 172: 69 muestras de huesos frescos de animales, 40 de humano
moderno y 63 piezas arqueologicas; y Ambrose (1990) lo hizo sobre una muestra de
n = 359 compuesta por huesos humanos histdricos y prehistdricos y de mamiferos no
humanos modernos y prehistoricos. Unos afios después Van Klinken (1999) ajustd este
rango a un intervalo mas pequeno (3,1 < C/N < 3,5) utilizando un niimero de muestras
varias veces mayor (n =2146) al utilizado por De Niro y Ambrose y sum6 como nuevo
parametro el %C = 34,8 £ 8,8.
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Si bien estos indicadores brindan informacion confiable acerca de la calidad
de conservacion del colageno, para obtenerlos es necesario contar con equipamiento
especifico (un analizador elemental, EA) que generalmente no estd disponible en los
laboratorios. Por lo tanto, la calidad habitualmente se conoce en forma simultanea con
los resultados de los analisis isotopicos. Conocer la calidad del colageno en forma previa
permitiria seleccionar las mejores muestras para realizar un analisis isotopico, lo cual
ahorraria tiempo y dinero. Es por esta causa que se propone en este trabajo la utilizacion
de una técnica mas versatil.

Una de las alternativas posibles es el andlisis por FTIR (espectroscopia infrarroja
mediante transformada de Fourier) que se usa para la determinacion de estructuras
quimicas y que permite semi-cuantificar compuestos en diversas matrices. La
espectroscopia FTIR es utilizada en laboratorios académicos, industriales y forenses
para dilucidar la composicion de solidos, liquidos y gases. El uso mas comun es en la
identificacion de materiales desconocidos o el monitoreo de materiales de produccion
industrial. La técnica es muy sensible y la informacion que brinda resulta tan especifica
que permite una discriminacion fina entre dos matrices similares. Ademas, el analisis FTIR
se realiza de forma rapida ya que una determinacion concluye en unos pocos minutos.

La técnica consiste en hacer pasar la radiacion infrarroja a través de una muestra:
parte de la radiacion es absorbida por la muestra y otra parte la atraviesa (se transmite).
La sefal resultante es un espectro que representa una huella digital molecular de la
muestra. La utilidad de la espectroscopia infrarroja surge porque diferentes estructuras
quimicas (moléculas) producen diferentes huellas dactilares espectrales. Para el analisis
de muestras liquidas y gaseosas la técnica es no destructiva, en tanto que para el analisis
de so6lidos se necesita una cantidad minima de muestra que se mezcla con un diluyente
también solido y se conforma una pastilla sobre la cual se realiza el analisis.

Esta técnica fue aplicada en otros campos, como la medicina, para diferenciar
colageno tipo I (presente en hueso) de los tipos 111, IV, V y VI (Belbachir et al., 2009) y
en la determinacion del efecto de la luz UV y agentes oxidantes sobre la degradacion del
colageno de la piel (Metreveli et al., 2010). D’Elia y colaboradores (2007) utilizaron la
técnica FTIR para identificar contaminantes tipicos de contextos arqueologicos (acidos
humicos, tinta de marcador permanente, Paraloid y calcita) sobre muestras dseas que
pudieran representar un aporte de '2C/**C exdgeno. Estos analisis permitieron identificar
bandas vibracionales caracteristicas de algunos contaminantes sobre hueso moderno.

Riaz y colaboradores (2018) en su revision sobre la aplicacion de FTIR a colagenos
naturales y sintéticos reportaron la relacion entre la intensidad de algunas bandas (Amida
[II/Amida I y Amida III/Prolina). La relacion entre Amida III/Prolina es cercana a 1
cuando la estructura helicoidal de la macromolécula se encuentra bien conservada. Estas
relaciones fueron utilizadas a fin de establecer la desnaturalizacion de las proteinas por
efectos térmicos, cuando se reduce la estructura helicoidal. También reportaron valores
caracteristicos de estas relaciones para coldgeno tipo I proveniente de diferentes fuentes.
El alcance de este estudio es mostrar que la espectroscopia FTIR es una técnica analitica
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muy util (ademas de versatil) para diferenciar calidades de colagenos extraidos con fines
cronologicos o de analisis isotopicos en general.

Por ultimo, conocer la cantidad y calidad de colageno es de vital importancia en los
sitios arqueoldgicos y paleontologicos de la region pampeana debido a las dificultades que
presentan las muestras 6seas de estos sitios con respecto a la conservacion del coldgeno.
Este es un problema recurrente tanto en sitios muy antiguos como Arroyo Seco 2 (ver
discusion en Politis y Steele, 2014) como en aquellos localizados en los depositos fluvio-
lacustres de los rios pampeanos (Gutiérrez et al., 2011). Esta situacion ha generado que
muchas muestras de hueso enviadas para datar no tengan colageno suficiente o de calidad
adecuada para obtener resultados confiables. En muchos casos, los ambientes de planicie
de inundacion con alto contenido de materia organica, en los que se obtienen muestras
con cantidades relativamente bajas de coldgeno, favorecen la contaminacioén por acidos
humicos y fulvicos (ver discusion para el sitio Campo Laborde en Politis ef al., 2019
a). Esta contaminacion ha generado en la mayoria de los casos un rejuvenecimiento de
la edad real de muerte del organismo y en casos mas extremos ha producido dataciones
absolutamente anomalas (ver por ejemplo el caso de Paso Otero 5, Martinez, 2006;
Martinez et al., 2011).

METODOLOGIA

El procedimiento para la extraccion de colageno se realizo segiin el método de Longin
(1971) modificado. Cada muestra de hueso de aproximadamente 1 gr fue descalcificada
con HCI 0,6 M a 4 °C. Seguidamente se lavdo con NaOH 0,1 M para la eliminacion de
contaminantes solubles en alcali y se realizaron tres lavados en agua tridestilada para la
eliminacion de sales. La gelatinizacion se realizo en HCI 0,06 M a 85 °C durante 24 horas.
Finalmente el colageno disuelto se filtro (fibra de vidrio, 0,45 um). La solucion se liofilizo
a-60 °C, 30 Pa hasta peso constante para la obtencion de la muestra seca.

Se realizaron extracciones de coldgeno de diferentes muestras 6seas modernas
y arqueologicas de guanaco (Lama guanicoe) y venado de las Pampas (Ozotoceros
bezoarticus). Se registro el rendimiento de colageno extraido respecto de la masa inicial
de hueso procesada (% colageno) y se midieron sobre los colagenos extraidos otros
parametros de calidad caracteristicos tales como la relacion atomica C/N, %C, %Ny 6°C.

Muestras 6seas Cantidad
Arqueologicas 23 guanaco
Modernas 12 venado y 10 guanaco

Tabla 1: Muestras analizadas (n . = 45).

El analisis por FTIR se realizo sobre las 45 muestras seleccionadas mediante la
preparacion de pastillas con 0,002 g de colageno y 0,150 g de KBr como diluyente. Los
espectros se midieron con un instrumento Magna 550 de Nicolet equipado con éptica de Csl.
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Para identificar cualitativamente la calidad del colageno extraido e identificar
posibles contaminantes, los espectros de cada uno fueron comparados con un colageno
patrén (identificado como C1, Metapodio de Guanaco, moderno, Sitio Cinco Chaiares,
Provincia de Rio Negro, con un porcentaje de coldgeno extraido = 21% y una Relacion
C/N = 3,26).

Para establecer parametros de calidad se evaluaron los espectros FTIR de los
colagenos con relacion C/N optima entre 3,1 y 3,5 (Van Klinken, 1999). En este caso, el
nimero de muestras con relacion C/N optima fue n = 25 (6 de guanaco arqueoldgico, 7
de guanaco moderno y 12 de venado moderno). Para obtener las relaciones entre bandas
caracteristicas de coldgeno tipo I se tuvo en cuenta la relacion entre los porcentajes de
transmitancias (ReT%) para diferentes nimeros de onda caracteristicos para Amida I,
Prolina, Amida IIl y la banda en 1080 cm™! caracteristica para los restos hidrocarbonados.
Debido a que no hay bandas de absorcion identificadas a 2000 cm™ en ninguno de los
espectros analizados, esta se toma como referencia para relativizar las mediciones de %T.

Finalmente, se compararon los valores de las ReT% obtenidas de los espectros
FTIR para colagenos de diferente grado de conservacion (respecto de la relacion C/N),
con evidencias de contaminacion o con diferentes rendimientos de coldgeno extraido.

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacion cualitativa de la calidad de colageno extraido.

En la Figura 1 se observa la superposicion de los espectros de colagenos bien
conservados (cuyos parametros de calidad son los esperables: rendimiento de colageno
mayor a 1% y relacion C/N entre 2,9 y 3,6) (C1 y C4) y un colageno que no presenta
signos de degradacion proteica porque tiene muy buen rendimiento de coldgeno y
buen aspecto visual, pero que muestra una relaciéon C/N menor a la esperada (C5).
En la Figura 2 se muestra la superposicion de espectros con mala conservacion
(rendimientos de colageno menores a 1% y relacion C/N mayor a 3,6 compatible con
la pérdida de nitrégeno proteico y/o aumento de carbono por aporte exdgeno), ambos
comparados con el extraido de un hueso moderno de guanaco.

EnlaFigura 1 se puede observar la coincidencia de los espectros con los reportados
en bibliografia (Gianfrate ez al., 2007; Vidal y Mello, 2011). La banda de Amida A asociada
a la frecuencia del estiramiento N-H usualmente se encuentra en 3330 cm™'. La banda
Amida B aparece como un hombro a 3079 cm™ asociada al estiramiento N-H libre. A 2959
cm’ aparece otra banda asociada a estiramiento C-H. Luego, en 1659 cm™ se encuentra la
banda Amida I asociada mayoritariamente a enlaces C=0 no equivalentes (Vibracion del
C=0 (80%), estiramiento C-N (10%), deformacion N-H (10%)) usualmente reportada en la
region de 1650-1660 cm™'. En 1545 cm™ se observa la banda Amida IT (deformacion C-N
(40%) y estiramiento N-H (60%)), en 1451 cm™' se encuentra la banda mayoritariamente
de Prolina superpuesta con frecuencias caracteristicas de las deformaciones -CH, y -CH,
pero reportada con este nombre anteriormente en la bibliografia (D’Elia et al., 2007).
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Figura 1. Comparacion de espectros FTIR de colagenos bien conservados. C1: Metapodio, moderno, Pcia.
de Rio Negro (sitio Cinco Chanares). Rendimiento: 21%. Relacion C/N: 3,26. C4: Instrumento de hueso,
Guanaco, Pcia. de San Luis (sitio Las Vertientes). Rendimiento: 6,7%. Aspecto del colageno: bueno. Relacion
C/N: 3,33.Chs: Pieza 677/13054, Muestra de la Coleccion Ameghino de Canada Rocha, MNLP. Rendimiento:
18,44%. Aspecto del colageno: bueno. Relacion C/N: 2,84, valor por debajo del recomendado para datar
segun Ambrose (1990). Se sospecha contaminacion con alguna sustancia preservante agregada a la pieza
que podria aportar nitrégeno organico (no colageno). Banda marcada como "

En 1337 cm! se ve una banda de intensidad media asociada a estiramientos C-N. En 1240
cm’' se encuentra la banda caracteristica Amida I1I correspondiente a la deformacion N-H
asociada a aminas terciarias, aminas ciclicas y estiramiento del enlace C .. -N. Entre
1100y 1005 cm™! se encuentran bandas de baja intensidad asociadas a las deformaciones
C-0O-H, C-O y C-O-C de restos de carbohidratos y torsiones fuera de plano de acidos
carboxilicos (Belbachir et al., 2009; Riaz et al., 2018). En los espectros analizados se
identifica un maximo para esta region en 1080 cm™. En 1404 cm™! aparece una banda
adicional en la muestra C5, posiblemente asociada al aporte externo de nitrégeno en esa
muestra que tiene una relacion C/N anémala (Politis et al., 2019 b), ya que esta banda
no es caracteristica del colageno tipo I.

En la Figura 2, donde se comparan los colagenos con mala conservacion, se puede
apreciar en rasgos generales una disminucion de las bandas caracteristicas para enlaces
nitrogenados, la desaparicion en algunos casos de las bandas Amida Il y Amida III, y un
aumento considerable de la intensidad de las bandas asociadas a restos de carbohidratos
(1100-1000 cm!). En la muestra C6 (Figura 2) se observa ademas una banda en 2404
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Figura 2. Comparacion de espectros de colagenos mal conservados (C2, C3 y C6) respecto de C1 bien
conservado. C2: Vertebra, edad esperada 400-800 anos AP, Pcia. de Buenos Aires (sitio Zoco Andi 1).
Rendimiento: 0,15%. Mala conservacion evidente en colageno. C3: Escapula, edad esperada 2000 anos
AP, Pcia. de Buenos Aires (sitio Empalme Querandies 1). Rendimiento: 0,88%. Mala conservacion evidente
en colageno. C6: Colageno de pieza 13033, Muestra de la Coleccion Ameghino de Caflada Rocha, MNLP.
Rendimiento: 0,35%. Aspecto de colageno: mal conservado. No fue posible determinar la relacion C/N.
Se sospecha contaminacion con alguna sustancia preservante.

cm! que podria asociarse a la presencia de sales de aminas terciarias NH™ (Lin-Vien et
al., 1991), producto de la ruptura de enlaces peptidicos confirmados por la desaparicion
de la banda Amida III. Esto se asocia directamente a la pérdida de calidad del colageno
por aumento de la relacion atdbmica C/N. Los huesos con relaciones C/N superiores a 3,6
no deben ser utilizados para establecer cronologias ni para analisis de isotopos estables.

Se sospecha que las muestras C5 (Figura 1) y C6 (Figura 2) fueron tratadas con
alguna sustancia conservante que modifico la relacion atomica C/N (por aporte de
nitrégeno organico) ya que corresponden a una coleccion que desde 1879 circul6 por
varios museos y suftio tratamientos diversos (Politis et al., 2019 b).

En los espectros analizados no se identifican bandas caracteristicas diferentes a
las del colageno o sus productos de degradacion, a excepcion de una pequeia sefial de
baja intensidad en 1404 cm™! presente en C5 (Figura 1) y posiblemente en C6 (Figura
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2), aunque este ultimo corresponde a un colageno mal conservado y la sefial no es clara
en esa region. Esta sefial puede deberse a alguna sustancia como por ejemplo quitosano
(material utilizado como conservante y antifiingico extraido de las cascaras de crustaceos,
sefiales caracteristicas 1404, 1560, 2878 y 3352 cm™!), aunque no puede confirmarse por
FTIR debido a que las demas sefiales caracteristicas se superponen con las del colageno
(Riaz et al., 2018).

Parametros de semi-cuantificacion de calidad en colagenos extraidos.

EnlaTabla 2 se muestran los resultados obtenidos para el lote completo de muestras
analizadas con la finalidad de semi-cuantificar la calidad de los colagenos extraidos.

En general, para el conjunto completo de muestras modernas a las cuales se les
determino la relacion C/N, esta dio valores dptimos en el intervalo recomendado por Van
Klinken (1999). Sin embargo, la proporcion de carbono para todo el conjunto dio un poco
mayor a la reportada por ¢l como 6ptima. El conjunto de muestras modernas se considera
libre de contaminantes y efectos diagenéticos por lo que no se toma en cuenta el intervalo
de %C entre 26% y 43,6% como un parametro definitivo para determinar la calidad y se
supone que quizas este intervalo podria ser un poco mas amplio para muestras actuales.
Sin embargo, se determind que cuando el contenido de carbono es mucho mayor (como
la muestra 3) se evidencian algunos cambios en los espectros FTIR, sobre todo en las
relaciones de algunas bandas.

Los valores de las ReT% obtenidos de los espectros de colagenos con relacion
C/N optima (entre 3,1 y 3,5) dan muy poca dispersion (n = 24, muestras 1-2, 4-25), a
excepcion de los correspondientes a la muestra 3, marcados en las Figuras 3 a 6 con color
naranja. La muestra 3 tiene una relacion C/N 3,33 (aceptable) pero un %C (52,40%)
muy superior al recomendado por Van Klinken (1999). Esta muestra fue excluida de la
determinacion de los valores 6ptimos para las ReT%. Los valores medios y parametros
de dispersion se detallan en la Tabla 3.

Los valores de las ReT% tienen un estrecho rango de valores cuando la relacion C/N se
encuentra entre 3,1 y 3,5. Sin embargo, al aumentar C/N > 3,6, el valor de estas relaciones (o
al menos una de ellas, ver Tabla 2, Figura 7) da valores por fuera del intervalo de la Tabla 3.

Al analizar el comportamiento de estas ReT% con otros parametros de calidad
como C/N, %C, %N y 8*C se aprecia cierta estabilidad en los colagenos con relaciones
C/N aceptables (Figuras 3, 4, 5 y 6). La muestra 3, en color naranja, si bien presenta una
relacién C/N dentro del rango 6ptimo y un rendimiento de colageno por encima de los
valores considerados criticos, tiene contenidos de carbono y nitrogeno mayores a los del
resto del conjunto de muestras. Probablemente esta muestra seria descartada respecto a la
confiabilidad de un analisis isotopico por estos parametros. Esta muestra en particular da
valores de ReT% fuera del rango propuesto para muestras con calidad adecuada, sobre
todo para las ReT% Amida III/Amida I (Figura 3), Prolina/Amida I (Figura 5) y 1080
cm’'/Prolina (Figura 6).
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La relacion Amida III/Amida I representa indirectamente una relacion entre el
carbono y el nitrogeno presente en el coldgeno, ya que la banda Amida I estd asociada
mayoritariamente a los enlaces C=0 mientras que la Amida III lo esta a los estiramientos
N-H de aminas. En la Figura 3d no se aprecian tendencias respecto de la proporcion de
d"3C. Sin embargo, se observa un leve crecimiento de la relacion a medida que aumenta
la proporcion de nitrégeno y de carbono (Figuras 3by c) que se refleja en la relacion C/N
de forma inversamente proporcional (Figura 3a, excepto el dato mostrado en naranja que
corresponde a una muestra de calidad cuestionable).

La relacion Amida III/Prolina se utiliza principalmente como indicador de que la
estructura helicoidal del colageno esta bien conservada y su valor tiende a ser cercano a la
unidad (Riaz et al., 2018). La Prolina es uno de los aminodcidos mayoritarios y también
el que se ve mas afectado cuando la estructura helicoidal se rompe. Esto fue reportado
previamente por Stafford et al. (1991) en un trabajo donde comparoé la composicion de
aminoacidos en el coldgeno extraido de huesos y piezas dentarias con diferentes grados
de conservacidn. Si bien esta banda se asocid al nombre Prolina en trabajos anteriores
(D’Elia et al. 2007), se sabe que esa frecuencia se asocia a otros grupos funcionales
presentes en los aminoacidos que contribuyen a la misma. De todos modos, la pérdida
del aminoacido debe reflejarse como reducciones en la intensidad de ese pico, por lo
que en este trabajo decidimos mantener el nombre dado anteriormente. En las Figuras
4a, b, c y d se puede observar que no hay tendencias, ni variaciones significativas, de la
relacion Amida III/Prolina cuando se tienen relaciones C/N optimas.

La relacion Prolina/Amida I, por su parte, se puede asociar a la conservacion
del aminoacido mas labil respecto del contenido de carbono. Esta relacion tiene mas
variabilidad que Amida I1I/Amida [ y Amida III/Prolina (Figuras 5a, b, ¢ y d), ya que es
mas sensible a cambios no solo en el contenido de nitrogeno y de carbono del colageno
sino también en la integridad estructural del mismo.
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Tabla 2: Muestras analizadas y parametros obtenidos de calidad de colageno.

179



Vitale et al 2019

- ¥€'0 | 0d13o[0anbry odeuenn orowny LEOOI'T S

- G80 02130[0anbry ooruenn) o31e] osany +€00IT P

- 80°0 | 0o1so[oanbry odeuenn e[ndgosy 1£00I'T 34

- L1°0 | odr3gjoanbry odruERND (Jeon100 001fa)) WD S100I'T (4

- 0 02130[09nbIy ooeuenon) (re[noaen Y100IT It

optfay) mwg

- 65°s | oor3gjoanbry odruEND e[ndeosy 1L1011 oy

6°¢ 88°0 | 0o1gojoanbry odruenn e[ndposy (€D)0LI0IT  |6€

[ S1'0 | ooiggjoenbiry odruEND BIQIMOA (zd) 691011 8¢

- - - - 71’0 | oorsojoanbry odruenD €€0€1 (90) $S01-dSI |LE
QNOMQ BYD0Y epeue) ‘D

60°0C- TSl AR 6'C 86°¢l | 0or3gjoanbry odeuenn 1LSE1/S6S LSOT-dSIN |9€
.NNEQ BYIOY ﬁum@.mo U

- - - - LE'ST | od13gj0anbry odruENny SS0ET/0TS TLI0IT 93
mNOMQ wﬂooy— w@w@mo D

7581~ 6'S 87°G1 9T yL'e | 0d139j0onbry odrUEND #SSET/SOL 8501 - IS |v€
NNOMQ BYOOY epeue) ‘D

95°61- 1€61 v'ey €8°C 1€6 0d130]0anbry ooeueND 680€1/069 9501 - IS €¢
ezoid eyooy epeue) D)

80°91- L6%91 61°8Y ¥8°C 9Tyl | 0d139j0anbry ooguenD ¥SOET/LLY (D) 6501 - S [z€
eza1d eyooy epeUR) )

- 98°T 02130[09nbIy ooeuenon J3uereq LS00T'T 1€

- 209 02130[0anbry ooruenn) oIowWNH €00 I'T 0€¢

- 89°cl | oorgojoanbry odeuenn a3ue[e,] 6200 I'T 6C

- 71°8 ey ooruenn) odieoejowr L2001 8T

- monm~ [endy odeuenn) o&moﬁwﬁ: 120011 LT

- MO“ L ES«O< Oo.m:d.:mu OQHNO.S@E 020011 9T

6€°1C 65°S1 Y6'ch 6T'¢ - [eoy odrUEND ©[[11S0D €LTT SN ST

€1 SI‘LI 6L LY Y43 - [eMOY ooruBND) ®B[[11S0D TLIT IS 144

Tabla 2: Muestras analizadas y parametros obtenidos de calidad de colageno (continuacion).
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Relacion de porcentaje
de Transmitancias Valor medio | Desviacion estandar | Coeficiente de variacion
Amida I1I/Amida I 0,7125 0,0294 0,0412
Amida III/Prolina 0,9029 0,0113 0,0126
Prolina/Amida I 0,7891 0,0315 0,0399
1080 cm’!/Prolina 0,5673 0,0437 0,077

Tabla 3: Valores caracteristicos de relacion de porcentajes de transmitancia para 24 muestras de
colageno con C/N entre 3.1y 3,5. (12 de venado de las Pampas/moderno, 7 de guanaco/moderno y
5 de guanaco arqueologico).

Figura 3: ReT?% Amida lll/Amida | para colagenos de calidad optima (con relacion C/N en el rango recomendado por Van
Klinken (1999)) respecto de otros parametros de calidad reconocidos (relacion C/N, %C, %N, §3C).
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Figura 4: ReT% Amida Ill/Prolina para colagenos de calidad optima (con relacion C/N en el rango recomendado por Van
Klinken (1999)) respecto de otros parametros de calidad reconocidos (relacion C/N, %C, %N, $3C).
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Figura 5: ReT?% Prolina/Amida | para colagenos de calidad optima (con relacion C/N en el rango recomendado por Van
Klinken (1999)) respecto de otros parametros de calidad reconocidos (relacion C/N, %C, %N, §3C).
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Figura 6: ReT% 1080 cm-1/Prolina para colagenos de calidad optima (con relacion C/N en el rango recomendado por
Van Klinken (1999)) respecto de otros parametros de calidad reconocidos (relacion C/N, %C, %N, §3C).
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Por tltimo, la ReT% 1080 cm’!/Prolina permite analizar la proporcion entre el
aminoacido mayoritario del colageno y la formacion de cadenas hidrocarbonadas producto
de la descomposicion de la proteina y la consecuente disminucion del contenido de
nitrogeno. Este parametro, aunque presenta una variabilidad relativamente mayor a las
demas ReT% (Tabla 2 y Figura 6), es el mas representativo de la calidad del colageno.
En las Figuras 6a, b y d, se puede ver que no hay una tendencia con respecto a la relacion
C/N, al %C ni a la proporcion 6"°C. Sin embargo, respecto del contenido de nitrogeno
(%N, Figura 6¢) hay una clara tendencia a disminuir cuando este parametro aumenta,
aun en casos en los que la relacion atomica de C/N esta dentro del rango dptimo.

En la Figura 7 se muestra la comparacion de las ReT% obtenidas de los espectros
FTIR de:

* Colagenos con buena conservacion, con relacion C/N entre 3,1 y 3,5.

* Colagenos con mala conservacion, con relacion C/N mayor a 3,6.

* Colagenos anomalos, que tienen relacion C/N =2,9 o menor, los cuales dieron
buenos rendimientos en la extraccion, pero que tienen aporte de nitrogeno
externo (del cual se sospecha contaminacion). El caso particular de ese conjunto
de muestras fue desarrollado en Politis ef al. (2019 b). En esta clase también
se incluye la muestra 3, que da buena relacion C/N pero cuyo %C es muy alto.

*  Colagenos con porcentaje de extraccion mayor a 2, de los cuales no conocemos
la relacion C/N.

* Colagenos con porcentaje de extraccion critico (< 2%), de los cuales no
conocemos la relacion C/N.

Queda en evidencia en la Figura 7 que las ReT% establecidas adquieren diferentes
valores para las categorias bien conservados, mal conservados y andmalos. También se
observa que las muestras con % Colageno > 2 no siempre clasificarian como buenos y en
varios casos no obtendrian los valores esperables de las ReT% para calidad aceptable. A
su vez, en algunas muestras con contenido critico de colageno si se obtienen pardmetros
de calidad aceptables (es el caso especifico de la muestra 6, ver Tabla 2). Se puede ver con
claridad en las Figuras 7b, d, f'y h que para la relacion Amida I1I/Amida I los colagenos
con rendimientos mayores a 2% dan valores iguales o menores a los establecidos como
optimos, mientras que para los colagenos con rendimiento critico y malo pueden aparecer
incluso valores mayores. En general, para todas las ReT% se observa que toman valores
relativamente acotados para los colagenos con rendimientos de extraccion mayores a 2%
aun cuando no cumplen con la condicion establecida para “colagenos buenos”, mientras
que la dispersion de los datos es mayor en los de mala conservacion y en los que dieron
cantidades criticas, ya sea porque su rendimiento fue muy bajo y/o porque la relaciéon
C/N dio mayor a 3,6.

Se puede ver que al utilizar las ReT% es posible diferenciar en casi todos los casos
las muestras con relaciones atdmicas C/N entre 3,1 y 3,5 de aquellas con relaciones
mayores a 3,6 o menores a 2,9% (justamente aquellas muestras marcadas en verde de
las que se sospecha un aporte de nitrogeno organico externo). En todos los casos hay al
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Figura 7: Distribucién de datos en generalen funcién de la relacion C/Ny el porcentaje de colageno extraido. Clasificados
como: “C. buenos’, aquellos que tienen relacion C/N entre 3,1y 3,5; “C. malos" aquellos que tienen relacion C/N > 3,6; “C.
anomalos”, los que tienen relacion C/N < 2,9. Y para aquellos datos de los que no se conoce la relacion C/N se presentan
dos categorias en funcion del contenido de colageno: % Colageno > 2 y % Colageno critico
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menos 2 de las 4 ReT% que no cumplen con las condiciones de calidad. Adicionalmente,
para las muestras clasificadas como anomalas, como se desarroll6 en un apartado anterior
(muestras C5 y C6 de las Figuras 1 y 2), es posible identificar en el espectro FTIR de
forma cualitativa otras bandas que no se corresponden con las del colageno, las cuales
explicarian este aporte de nitrogeno.

CONCLUSIONES

El analisis por FTIR permite determinar la calidad del colageno extraido de piezas
oOseas y se puede asegurar que, cuando las relaciones de porcentajes de transmitancia para
algunas bandas caracteristicas dan valores en un rango 6ptimo, la calidad de conservacion
de las mismas es la adecuada. Como no es posible por medio de estas relaciones
determinar en los colagenos que no cumplen con los valores establecidos si la causa es
por contaminacién o por degradacion de la estructura proteica, se puede realizar una
comparacion cualitativa del espectro completo con el de un colageno de buena calidad
e identificar que todas las bandas vibracionales estén presentes y que no existan bandas
adicionales que no sean caracteristicas.

Esta técnica mediante el andlisis sencillo y econdmico de una pequeiia cantidad
de colageno permite estimar de forma relativamente certera si la calidad es la adecuada
para realizar analisis isotopicos, especialmente dataciones radiocarbonicas, y seleccionar
asi las mejores muestras, sobre todo las de aquellos sitios en los que habitualmente no se
tienen muestras adecuadas, como ha ocurrido recurrentemente en la region pampeana.

Esta herramienta también permite discutir los resultados obtenidos, lo que la
transforma en una via independiente para evaluar datos andmalos o outliers.
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