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ABSTRACT

The purpose of this work is the presentation of the main results of a methodologjcal palaeodiet test through trace elements analysis in skeletal
remains. The method used to analyze the bone samples is Inductively Coupled Plasma Opltical Emission Spectrometry (ICP OES). This research
takes into account diagenic factors applying a method of control for a better reading of the results. The data obtained show trace elements values
indicators of a vegetable diet and trace elements values indicators of a meat diet related with contaminated factors which take part post- mortem.
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INTRODUCCION

En este articulo se presenta un ensayo metodologico para los
analisis de los elementos traza en restos 6seos, posibles indica-
dores de dieta teniendo en cuenta el proceso de diagénesis.

El estudio de los elementos traza presenta problemas teé-
ricos y dificultades en el momento de interpretar los resulta-
dos. El problema mas importante se debe a las contaminacio-
nes diagénicas. La diagénesis es un fendmeno de consolida-
cion y tal vez de transformacion parcial que acarrea una com-
pactacion, cementacion y puede que una recristalizacion par-
cial de los sedimentos presentes en el hueso enterrado cau-
sando asi una alteracién o contaminacion de los resultados
en las muestras analizadas (Lambert 1985). Los procesos
diagénicos, se activan mediante varios fendmenos de cemen-
tacion, regeneracion cristalina, desmineralizacion y sustitu-
cion de minerales presentes, favorecidos por la presion de
cargas de los mismos sedimentos, por variacion de grado de
humedad y temperatura y por algunas caracteristicas cone-
xas con la composicion originaria de los sedimentos.

La modificacion de la estructura fisica del hueso obede-
ce a los cambios quimicos en los componentes organicos e
inorganicos del hueso. Las alteraciones quimicas son muy
comunes y no es posible visualizarlas por completo. EI com-
portamiento diagénico de cada elemento es (nico y depende
del hueso y de las caracteristicas del suelo por esto alin no
existe una regla general aplicable a todos los yacimientos.

Partiendo de estas premisas planteamos, para una
correcta interpretacion de los resultados, el estudio del com-
portamiento diagénico a través de las determinaciones de ele-
mentos metalicos por espectrometria atdmica de emision en
plasma (ICP OES). Las muestras analizadas han sido tomadas
desde un fémur de una mujer de época medieval hallada en
la excavacion del Fossar (Gandia). Las muestras tomadas per-
tenecen a diferentes sectores de la diafisis femoral (hueso
compacto), con el objetivo de poder observar eventuales
variabilidades y susceptibilidades de los elementos traza dis-

tribuidos entre las diferentes areas del hueso largo de un
mismo individuo (intra-individual), causados en vida por facto-
res metabdlicos, pero en periodo post-mortem son conse-
cuencias de los factores diagénicos (Francalacci 1990). El pro-
tocolo comprende también la toma de muestras de tierra para
relacionar los valores de los elementos traza en el hueso con
los valores presentes en el terreno y averiguar si hay diferen-
cias substanciales, que ayudarian a la correcta interpretacion
del grado de diagénesis presente en el hueso.

METODOLOGIA

La instrumentacioén utilizada para la realizacion de estos
analisis ha sido la espectrometria de emision en plasma (ICP
OES). Es una técnica de espectrometria 6ptica, porque se uti-
lizan los espectros especificos de cada elemento para su iden-
tificacion y determinacion. Los espectros de emision por cada
elemento, estan constituidos por lineas discretas a valores de
longitud de onda muy definidas y se obtienen en fase gaseo-
sa a elevada temperatura en un plasma de argon. La muestra
se inyecta en fase liquida y se mide la intensidad de luz emiti-
da a las diferentes longitudes de onda emitidos por cada ele-
mento; es por tanto una técnica que permite analizar simulta-
neamente un conjunto elevado de elementos. La muestras
(M) han sido tomadas en diferentes partes del fémur: La M1
en la diafisis proximal por debajo del trocanter menor, la M2
en la diafisis medial, la M3 parte de la diafisis medio distal,
MF son los restos de la diafisis que quedaba de los muestre-
os anteriores, M4 tierra recogida en la parte interna de la dia-
fisis durante el muestreo de las M1, M2, M3. La MT es una
mezcla de tierra que quedaba durante el muestreo de la MF
mas las particulas acumuladas durante la toma y la limpieza
con el bisturi de la misma. Todas las muestras han sido anali-
zadas por duplicado, esto nos asegura una mayor exactitud de
los resultados durante la lectura del ICP OES y también mayor
seguridad en caso de pérdida accidental de las muestras
durante el proceso de andlisis en el laboratorio. Los pasos a
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Fig. 1. Histograma, relacion medias valores elementos de las muestras M1
med. (M1/M1b), M2 med. (M2/M2b), M3 med. (M3/M3b) y M4 TIER (tierra).

través de los cuales se ha llegado a la lectura de los elemen-
tos traza son comunes para todos los métodos de investiga-
cion de Paleodieta, de todos modos ha habido algunos cam-
bios en comparacion con los trabajos anteriores (Gallello
2003; 2008) en el proceso de preparacion de las muestras y
elaboracién del calibrado con cuidado particular en los facto-
res contaminantes en el sentido de higiene de laboratorio,
control de lectura y correccion de datos.

La metodologia aplicada para la preparacion de las mues-
tras sigue las presentes pautas, comenzando por la limpieza
mecanica de la capa superficial del hueso por medio de un
bisturi. Después de la primera pesada de las muestras se
hace un lavado con agua pura en bano en ultrasonido duran-
te 45 min. Siguiente paso es el proceso de desecacion e inci-
neracion en mufla. Con el siguiente programa de rampas: | 30
min a 150°C; Il subir 1°/min hasta alcanzar 450°C; Ill 8horas
a 450°C; IV bajada a 30°C. Sigue una segunda pesada de las
muestras y pulverizacion de las mismas con mortero de cris-
tal. Tercera pesada posterior a la pulverizacion.

El proceso de digestion empieza tomando aproximada-
mente “0,5”g en balanza analitica de las muestras: M1-M1b;
M2-M2b; M3-M3b; M4; MF-MFb; MT-MTb.

El ataque con acidos se ha efectuado con 1,5 ml HNO3 y
1,5 ml HCI en “tubos largos y estrechos de cristal” calentados
en placa calefactora con los dos blancos, a 100°C durante 40
min.

Posteriormente la disolucion digerida de cada muestra se
vierte cuidadosamente en tubos de plastico de 15 ml, y se
lleva a 15 ml con agua purificada. Esta dilucion (A), mas con-
centrada, nos ha servido para medir elementos traza como
Zn, Cu, Pb, Cd, V, Mn. Para medir Mg y Sr se toman 2 ml de
las muestra (A) anadiendo 1,5 ml HNO3 y 1,5 ml HCI llevan-
do otra vez a volumen con agua purificada a 15 ml obtenien-
do asi una nueva dilucion (B). Cogiendo 0,2 ml de la (B) y ana-
diendo 5 mI HNO3 y 5 ml HCl y llevando a volumen a 50 ml
se obtiene la concentracion (C) para leer el Ca.

Para la preparacion del patron se ha utilizado un aforado
de 100 ml, tomando 10 ml de cada patron estandar de metal
(Ca; Mg; Sr; Cu; Zn; Pb; Mn; Cd; V) y llevando a volumen hasta
a 100 ml con agua purificada. Por la preparacion del calibra-
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Fig. 2. Histograma, relacion medias valores elementos de las muestras M1
med. (M1/M1b), M2 med. (M2/M2b), M3 med. (M3/M3b) y M4 TIER (tierra).

do se han empleado aforados de 50 ml a los que se han ana-
dido 5 mI HNO3, 5 ml HCl y las ml correspondientes del patron
concentrado, llevandolo a un volumen de 50 ml con agua
pura. Se ha empleado el siguiente rango de concentracion: O
blanco; 0,05; 0,1; 0,25; 0,50; 1; 2,5; 5; 10; 15 ml. Ajustado en
ppm se ha obtenido el siguiente calibrado: blanco; 0,1; 0,2;
0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 30.

RESULTADOS OBTENIDOS

Después de haber preparado las muestras como se ha
descrito en la metodologia, se ha realizado la lectura en ICP
Optico y ha generado los datos reportados en las figuras 3y
4. Para poder realizar la comparacion entre patrones y mues-
tras, las unidades de medida han sido ug/g (partes por
millén) excepto para el Calcio que se expresa en mg/g.

El calculo para la transformacion de las concentraciones
determinadas en pg/g de muestras varia dependiendo de
cada elemento, ya que la dilucién no ha sido la misma para
cada uno de los elementos. Las figuras 3 y 4 expresan los
valores absolutos obtenidos en las muestras analizadas, apre-
ciada en mg/g en el caso del Calcio y ug/g para el Estroncio,
Magnesio, Zinc, Cobre, Vanadio, Cadmio, Manganeso y Plomo.

ELABORACION DE LOS DATOS

EL CaLcio

Para este elemento se ha operado restando a la senal de la
muestra la ordenada en el origen de la recta de calibrado, el
resultado se ha dividido por la pendiente de la misma recta deter-
minando la concentracion de la disolucion diluida, este valor se
ha multiplicando por 15/0,2 como corresponde a la dilucion de
0,2 ml llevado a 15 ml, y se vuelve a multiplicar por 50/0,5, por
la dilucion de 0,5 de muestra disuelta en 50 ml. Los resultados
obtenidos han sido ulteriormente divididos por 1000, ya que este
es el Unico elemento que se expresa en mg/gy no en ug/g.

EL ESTRONCIO
El procedimiento matematico da seguir para el Estroncio
es el mismo descrito para el Calcio, se modifica solamente el
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Muestras Ca mg/g Sr ppm Mg ppm Zn ppm Cu ppm
M1 302,22 910,88 2164,7 184,1 1,22
M1b 300,95 847,79 2170,32 179,21 1,42
M2 305,69 782,43 2161,07 179,09 0,52
M2b 277,35 710,04 1920,22 202,22 0,43
M3 267,94 800,26 21339 197,61 1,79
M3b 268,01 860,89 2056,93 208,77 1,44
M4 191,9 564,91  4682,92 207,66 20,14
MF 292,67 803,34 2171,37
MFb 277,4 763,7 2065,32 192,59 1,61
MT 287,56 787,77 2393,09 278,85 7,77
MTb 265,42 697,44 2139,93 303,83 8,86

Muestras % Cd Mn Pb

M1 9,22 0,43 22,68 -12,55
M1b 9,19 0,15 22,02 -9,15
M2 8,4 0,26 12,46 -7,53
M2b 9,77 0,05 13,88 -10,35
M3 8,93 0,14 27,4 -11,29
M3b 8,99 0,48 28,77 -8,48
M4 25,66 0,51 289,12 4,8
MF

MFb 8,77 0,21 34,14 -9,85
MT 12,03 0,44 196,34 -6,68
MTb 11,87 0,72 216,76 -4,06

Fig. 3. Valores de los elementos en las muestras analizadas.

valor de la dilucion, que en este caso es 15/2 multiplicado
por 15/0,5.

EL MAGNESIO
Se aplica el mismo procedimiento que el utilizado para el
Estroncio.

ZINc, COBRE, VANADIO, CADMIO, MANGANESO, PLoMO

El procedimiento es el mismo que el descrito por los ele-
mentos anteriores, con la diferencia de que tratandose de
elementos metalicos traza, no se ha efectuado ninguna dilu-
cion: el valor en concentracion diluida obtenido ha sido sola-
mente multiplicado por 15, el volumen de la probeta esta
dividido por 0.5, el peso en gramos de la muestra recogida.

Las figuras 3 y 4 evidencian como los valores absolutos del
Calcio (Ca mg/g), Estroncio (Sr ppm), Magnesio (Mg ppm), Zinc
(Zn ppm), Cobre (Cu ppm), Vanadio (V ppm), Cadmio (Cd ppm),
Manganeso (Mn ppm), Plomo (Pb ppm) permanecen constan-
tes entre las muestras M1, M1b, M2, M2b, M3, M3b, MFb y MF
de esta Gltima solamente el Ca, Sry Mg han sido analizados, no
tenemos los resultados de los demas elementos por algunos
problemas surgidos durante la preparacion de las muestras.
Las diferencias de valores destacan relacionando la M4 (tierra
en el hueso), donde los valores de Ca y Sr son inferiores mien-
tras Mg, Cu, V, Mn, Pb son superiores, a las muestras citadas
anteriormente (M1, M1b, M2, M2b, M3, M3b, MF, MFb). En Los
resultados del Zn y el Cd no se aprecian diferencias entre la M4
y las muestras M1, M1b, M2, M2b, M3, M3b, MFb, MF y MT,
MThb, esto podria ser consecuencia de factores diagénicos. En
el caso del Zn la MT y MTb (mezcla de tierra y hueso) mantie-
nen los valores mas elevados de este elemento, se desconoce
por el momento la posible causa de este comportamiento. Los
valores de Cu, V, Mn de las muestras MT, MTb se quedan en
una posicion intermedia entre las M1, M1b, M2, M2b, M3,
M3b, MFb (hueso) y la M4 (tierra), siguiendo asi una coheren-
cia en los resultados inesperada.

Observando los resultados de las muestras (figs. 3y 4)
M1-M1b (diafisis proximal por debajo del trocanter menor), las
M2-M2b (diafisis medial), las M3-M3b (diafisis medio distal)
en la relacion de los valores medios de los elementos entre

Fig. 4. Valores de los elementos en las muestras analizadas.

las tres muestras (M1 med., M2 med., M3 med. ) no se apre-
cian cambios significativos (figs. 1y 2), esto hace pensar que
no haya habido diagénesis intra-sectorial o sea variabilidades
y susceptibilidades de los elementos traza analizados distri-
buidos entre las diferentes areas del fémur objeto de estudio.
Relacionando la muestra M4 TIER (figs. 1y 2) con las otras es
evidente la diferencias de los valores de algunos elementos
como Ca, Sr, Mg, Cu, V, Mn, Pb, mientras en el caso de Zn e
Cd no existe diferencia de valores, a causa probablemente de
efectos diagénicos mas marcados como dicho anteriormente.

CONCLUSIONES

Los resultados de los andlisis efectuados en laboratorio
con ICP 6ptico del Departamento de Quimica Analitica?, de la
Universidad de Valencia en el Campus de Burjassot han sido
satisfactorios.

Como ya se ha explicado en el desarrollo de este trabajo, el
estudio de los elementos traza plantea problemas teéricos y difi-
cultades en el momento de interpretar los resultados. El proble-
ma mas importante viene representado por las contaminacio-
nes diagénicas. Las muestras tomadas pertenecen a diferentes
sectores de la diafisis femoral (hueso compacto), los resultados
de las muestras (figs. 3 y 4) M1-M1b (diafisis proximal por deba-
jo del trocanter menor), las M2-M2b (di&fisis medial), las M3-
M3b (diafisis medio distal) en la relacion de los valores medios
de los elementos entre las tres muestras (M1 med., M2 med.,
M3 med. ) no se aprecian cambios significativos (figs. 1y 2),
esto hace pensar que no haya habido diagénesis intra-sectorial,
0 sea variabilidades y susceptibilidades de los elementos traza
analizados distribuidos entre las diferentes areas del fémur
objeto de estudio. Las diferencias de valores destacan relacio-
nando la M4 (tierra en el hueso), donde los valores de Ca y Sr
son inferiores a las muestras de hueso M1, M1b, M2, M2b, M3,
M3b, MF, MFb mientras Mg, Cu, V, Mn, Pb son superiores a la
mismas. En Los resultados del Zn y el Cd no se aprecian diferen-
cias entre la M4 y las muestras M1, M1b, M2, M2b, M3, M3b,
MFb, MF y MT, MTb, esto podria ser consecuencia de factores
diagénicos. En el caso del Zn la MT y MTb (mezcla de tierra y
hueso) mantienen los valores mas elevados de este elemento,
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se desconoce por el momento la posible causa de esto compor-
tamiento, puede relacionado con el actividad microbiana
(Hedges 2002). Los valores de Cu, V, Mn de las muestras MT,
MTb se quedan en una posicién intermedia entre las M1, M1b,
M2, M2b, M3, M3b, MFb (hueso) y la M4 (tierra), siguiendo asi
una coherencia en lo resultados inesperada, suponemos que
este comportamiento sea debido a las bajas concentraciones
de estos elementos en el hueso.

En funcion de la dieta, los datos disponibles nos indican
que el Estroncio, considerado por algunos autores estable
con leves variaciones (Francalacci 1997), parece presentar
un ligero grado de contaminacion, teniendo en cuenta que
para un mejor control de este elemento no se ha podido efec-
tuar la asociacion de los analisis de los huesos humanos a
los de los animales especialmente herbivoros, cuya dieta es
bien conocida, ya que no se han hallado sus restos en los
estratos del yacimiento. El Zinc, que normalmente viene sien-
do considerado un elemento estable (Francalacci 1997), en
este caso se considera altamente diagénico. El Magnesio se
presenta elevado en sus valores en la tierra pero mas bajo en
el hueso posiblemente debido a una pérdida del elemento
que desde el hueso se transfiere a la tierra. Los valores de
Cobre, Vanadio, Cadmio, Manganeso se presentan muy bajos
en el hueso asi que no son discriminantes por la dieta, mien-
tras el Plomo es inexistente. En general, los resultados no
son fiables para la identificacion de la dieta tomando en con-
sideracién que no se ha seguido por completo el protocolo
metodolégico (Gallello 2008). Los datos tienen un interés a
nivel de proceso de preparacion de las muestras, lectura y
verificacion de las variabilidades y susceptibilidades de los
elementos traza analizados distribuidos entre las diferentes
areas del fémur que como hemos dicho en este caso no se
han apreciado.

Se puede solamente observar que los elementos indicado-
res de la dieta a base vegetal como el Estroncio y Magnesio
son elevados, el Zinc indicador de alimentos animales se pre-
senta altamente diagénico y los valores del Cobre también indi-
cador de dieta carnica, son muy bajos. Esto podria indicar un
importante consumo de alimentos de base vegetal y un consu-
mo menor de alimentos animales por parte de esta mujer de
época medieval hallada en la excavacion del Fossar (Gandia).

Estamos convencidos que para mejorar el conocimiento en
el campo de la Paleodieta, es necesario actuar con una aplica-
cién metodoldgica sistematica para el control de los procesos
diagénicos y con ensayos de control de este tipo. La posibilidad
de actuar de manera sistematica, ayudaria a poner en relacion
mas datos para profundizar sobre las causas y el comporta-
miento de la contaminacién de los restos 6seos, mejorando de
este modo la fiabilidad de los resultados.

NOTA

1.- Estoy agradecido al Doctor Agustin Pastor Garcia por haber cola-
borado y apoyado la realizacion de este trabajo.
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