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Summary

One of the main challenges of Archaeology is to find scientific methods that allow
drawing conclusions about the nature of material remains, their age and geographical
(temporary and spatial) location and their relationship with different human activities,
their culture and their behaviors. Additionally, Analytical Chemistry, as a science that
provides answers to the knowledge of the composition of matter in space and time,
enables us to obtain reliable data from which validated conclusions can be obtained by
researchers from other areas. The collaboration between scientists in the fields of
Archaeology and Analytical Chemistry has made it possible to solve problems that have
been discussed since immemorial time and has opened up an enormous field of
possibilities for the interpretation and/or reinterpretation of historical facts.

Among the human activities with the greatest historical impact, the beginning of
animal domestication should certainly be highlighted. Any scientific knowledge that can
provide reliable information about the beginning, development, nature and geographical
location of this human activity will become of crucial importance in shaping the historical
account. The archaeological findings about early farming brings with it an exciting
analytical challenge. This way, answers to many unknowns questions could be possible
by means of targeted samplings and the development of new methodologies.

The present research uses sophisticated analytical techniques to detect the presence
of farming biomarkers. A significant part of this archaeological study is based on the
analysis and quantification of the different farming biomarkers in archaeological
sediments, which allows the unequivocal identification of the different human activities
given over the History.

A biomarker or a biological marker is a substance used as an indicator of a biological
state. It must be measurable and evaluable as an indicator of a normal biological process,
pathogenic state or response to drug treatment. This concept is commonly used in Health
field but it can be extended to other areas, being understood as the substance or groups
of substances of human, animal or vegetal origin, which characterize a certain human
activities, its presence or its temporal situation. Archaeological biomarkers must possess
one more chemical characteristic: they must be atoms or molecules that persist over time
or, at least, show a standard uniform pattern of degradation. In the case of organic
molecules, this condition is difficult to maintain. In consequence, the preservation
conditions of archaeological sites and the matrices or materials in which these substances
are sought should be carefully studied. The sampling procedure becomes crucial, to avoid
any undesired contamination that may affect the analytical results.

The measurement of biomarkers must be implemented using analytical techniques
that provide reliability and, in most cases, high sensitivity. It should be taken into
consideration that biomarker molecules are usually found at low concentration levels and,
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in many cases, at trace levels. That way, mass spectrometry combined with
chromatographic separation techniques is currently a guarantee for the identification and
unequivocal quantification of organic substances and it is necessary to have deuterated
standards of the substances under analysis, which allow working with isotope dilution
techniques to eliminate any matrix effect. This is not always practicable, both for
economic reasons and because of the availability of these standards on the market.

On the other hand, once the analytical problem is solved, it will be necessary to
organize and treat the large volume of data obtained. This would not be possible without
the use of chemometric techniques that allow visualizing and providing the maximum
information through the mathematical and statistical analysis of the chemical data.

In the present doctoral thesis, special emphasis has been placed on determining
shepherds practices and the biogenic origin of the animals sheltered over time in
mountain rock- shelters or caves located in the Sierra de Cantabria and the Sierra de
Atapuerca, respectively and certified by archaeological excavations carried out between
1964 and 2020. For that aim, new analytical methods have been developed based on
microwave or ultrasonic extraction and gas or liquid chromatography coupled to mass
spectrometry analysis. Those methods have been used to detect specific biomarkers of
each animal species, quantify them and predict biogenic origin of the samples using
already known equation.

On the other hand, nowadays animal feces (sheep, goat, cow, horse, deer, bison, wild
pig) has been collected and a classification model has been carried out in order to classify
those archaeological samples unable to classify using already known equation. In the
same way, pyrolysis-gas chromatography mass spectrometry or direct pyrolysis mass
spectrometry techniques has been used to distinguish faces of different origin.

All this collaborative research endeavor has been accomplished with the
participation of three investigation groups, which have contributed with their experience
and knowledge to carry out the study that is being presented. The initial studies began
due to the interest of Proffesor Fernandez Eraso from the Department of Geography,
Prehistory and Archaeology of the UPV/EHU and his High Yield Research Group of
Prehistory (IT 622-13), which opened up the possibility of establishing a line of
investigation that would make it possible to associate the nature of stabled animals with
the presence of certain organic substances in the strata excavated from the rock shelters
located in_the Sierra Cantabria. The results of this first contact with the MetaboloMIPs
group (IT338-10) of the Department of Analytical Chemistry of the UPV/EHU are the
first results of this Thesis. Subsequently, a relationship was established with Dr. Josep
Maria Verges of the Catalan Institute of Human Paleoecology and Social Evolution
(IPHES) (Group: Subsistence, Technology and Human Evolution, 2017 SGR 1040),
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responsible for the excavation of the Mirador in the Sierra de Atapuerca. The results of
this collaboration constitute the second part of the Thesis.

Finally, it should be pointed out the formative collaborations that have taken place
during this time and especially the period of pre-doctoral stay at the University of Pisa,
in the Department of Chemistry and Industrial Chemistry which, under the supervision
of Professor Maurizio Persico and Professor Erika Ribechini, allowed the development
of analytical methods for the analysis of lignins found in the above-mentioned
excavations.
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Introduccion

1.1 DOMESTICACION ANIMAL

La domesticacion animal se considera uno de los eventos mas significativos
ocurridos en el devenir historico de la humanidad, ya que fue el responsable de generar
una transformacion en los modos de vida, suponiendo el transito de una economia de
subsistencia a otra de produccion. Desde entonces, el ser humano no se ha servido
unicamente de los recursos que le proporcionaba el entorno, sino que él mismo se
encargado de generar nuevos recursos y alimentos. En dicho proceso de cambio se
produce una intromision del ser humano en el desarrollo de los ciclos naturales, entre los
que destacan la tala de bosques para la extension de cultivos, el aniquilamiento de las
especies toxicas y peligrosas o la paulatina y constante humanizacion del entorno. Todo
este conjunto de cambios constituye la huella que el ser humano ha provocado en el

constante desarrollo de las civilizaciones'.

El proceso de domesticacion viene precedido de una relacion simbidtica previa entre
el ser humano y ese animal o planta que termina con el control, proteccion y uso de dicho
animal o planta’. Este modelo explica todos y cada uno de los procesos de domesticacion
llevados a cabo por el ser humano. El precedente mas antiguo de domesticacion animal
del que se tiene referencia es el del perro (Canis Lupus). Esta se produjo hace unos 11.000
afios y el perro se utilizd como animal de compafiia que facilitaba las labores de caza.
Otro animal, el gato (Felis silvestris), que también hacian labores de mascota, se
domestico en Chipre para evitar la proliferacion de ratas® hace también 11.000 afios.
Cinco siglos mas tarde, hace unos 10.500-10.000 afios, en el oeste de Eurasia, fueron
domesticadas las cabras (Capra aegagrus), ovejas (Ovis orientalis) y vacas (Bos
primigenius). En un principio, tanto la cabra como la oveja eran utilizadas en exclusiva
como fuente de alimentacion. Debido a la caza intensiva y la sobreexplotacion de estas
dos especies, el ser humano se vio obligado a realizar un cambio de estrategia. Con la
domesticacion, el ser humano logro controlar estos animales, y por consiguiente, ampliar
los recursos obtenidos de ellos y pasar de ser una fuente exclusiva de aporte proteico a
través de su carne, a ser también fuente de leche y lana’. La domesticacion continu6 con

el control de otras especies como el jabali (Sus scrofa), los bisontes (Bison bison), las



Capitulo 1

gallinas (Gallus gallus), los camellos (Camelus dromedarius) y las llamas (Lama glama).

En la Figura 1.1 se representa la cronologia de la evolucion de las especies domesticadas.

Domesticacion controlada

caci lada i 5
L II lI l . II| Domesticacion de la presa
||m|l||||II||||||||I|||||||||||||||||||||||||||I||||||l|||| o> ||| M d prdrmsocn  escureode)

Domesticacion simbidtica
Parasitismo
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Figura 1.1. Cronologia de la domesticacion animalP

1.2 ACTIVIDAD PASTORIL EN CUEVAS Y ABRIGOS REFUGIO

El desarrollo y proliferacion de la domesticacion obligd a los pastores a buscar
refugio para sus reses y mantenerlas a salvo. El uso de cuevas o abrigos refugio como
establos fue una practica habitual en las zonas mediterraneas desde el Neolitico a la Edad
de Hierro . El principal rasgo comtn de los yacimientos encontrados en dichos refugios
son sus caracteristicas sedimentologicas, que se presentan como espacios con depdsitos
de apariencia arcillosa originados por grandes cantidades de estiércol generado por
presencia continuada de ganado, principalmente ovicaprino Los animales estabulados
provocan el incremento de los residuos del establo, constituidos por la acumulacion del
estiércol junto con productos aportados por ellos mismos, hierbas, tierra y piedras. En
funcion del tiempo de uso y del nimero de cabezas de ganado, los residuos alcanzan
mayor o menor espesor’. Todo este conjunto de residuos producto de la actividad pastoril

son los que conforman a la postre los episodios de estabulacion.
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Con el objeto de mantener limpio y libre de parasitos el establo, frecuentemente se
reducia el volumen de estiércol mediante su quema, siendo una practica que se estima
que durd hasta la Edad de Bronce, ya que a partir de entonces, en un importante nimero
de yacimientos, se documentan acumulaciones reelaboradas de estiércol pero sin

quemar®,

La quema continuada de este estiércol a lo largo de los afios ocasiona depositos que
estan constituidos por diferentes capas o facies de sedimentos, generadas por la sucesion
de unidades combustionadas o no combustionadas, que son denominadas de forma

genérica como fumier (estiércol en francés)’.

En todas las excavaciones realizadas, los fumier muestran unas caracteristicas

generales:

' Estan formados por largas y complejas sucesiones de capas finas o muy finas,
normalmente horizontales que pueden aparecer abovedadas. Aunque normalmente
estas capas se encuentran bien separadas, las terminaciones abruptas y cambios

laterales entre facies son frecuentes.

\' Los fumiers suelen estar organizados en alteraciones de capas no quemadas,
parcialmente quemadas y totalmente quemadas (de abajo arriba) que forman facies
claramente reconocibles en el campo. La conjuncion de estas tres capas forman lo
que se puede considerar un episodio de estabulacion completo y la acumulacion de
varios episodios proporcionarian un ciclo de estabulacion’. Los ciclos de
estabulacion no son homogéneos sino que su composicion y grosor estara en
relacion directa con la duracion de cada uno de los episodios de estabulacion, con el

tipo de ganado que se encierra y con el nimero de cabezas que producen el residuo’.

\' Las facies de los fimiers poseen una policromia muy caracteristica dependiendo
de su alteracion. Esta varia con matices en los diferentes yacimientos, que de forma
general se podria describir de la siguiente manera (de abajo arriba): En la base de
las capas se advierte siempre una superficie de tonalidad rojiza/marrén oscura,
formada por tierra rubefactada, correspondiente a excrementos sin quemar. Sobre

ella, una capa negra, dqqaze combustion parcial correspondiente materia organica
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carbonizada y finalmente sobre todas ellas una capa gris o blanca (cenizas)
correspondiente a la combustion total de los excrementos junto ramas y hojas
(Figura 1.2). Dependiendo de la humedad, las corrientes de aire y el grado de
degradacion del estiéreol, este puede combustionar a rangos de temperatura
comprendidos entre 450 °C y 800 °C'°. Estos rangos de temperatura de combustion
corresponden a los que se somete a la capa totalmente calcinada de color blanca
(cenizas), ya que en la capa negra la temperatura a la que llega es mucho menor.
Finalmente, la capa de color marrén rica en compuestos organicos es la que apenas

ha sufrido impacto térmico'.

Ciclo
Complejo
(fumier)

Capa parcialmente quemada (negra) Episodio de estabulacién

Capa sin combustionar (rojizo- marrén)

Figura 1.2. llustracién de un episodio de combustion’

Esta estrategia de eliminacion de excremento animal se lleva a cabo en las zonas
mediterraneas (Figura 1.3), donde los yacimientos mas destacados que presentan fumiers

son:

e En el noroeste de la peninsula ibérica: Cova del Pardo y Cova de Guineu'"'?;Can
Sadurni'®; Santa Maira, Bulumini y Cova de les Cendres'*'> Cinto Mariano'®;

Abric de la Falguera'’; Cova Colomera'® y Balma de la Margineda'*%.

e En el norte de la penisula Ibérica: San Cristobal, Los Husos 1y 1I'?"* y El

Mirador>*?*,

e En el sureste de Francia: Fontjuvenal®; Grotte Antonnaire®; Caune de Bélesta?’;
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Grotte du Gardon®; y otras®.

e Enlaregion de Liguria en Italia: Arene Candide®* .

e En la region peri-Adridtica oriental: diferentes cuevas en el Trieste Karst®;
Pupiéina pe¢**; Vaganacka pécina® y otros* en Croacia; la cueva Konispol en

Albania®.

e En laregion peri-Adriatica occidental: grotta dei Piccioni y Grotta Sant’ Angelo

en Abruzzo®’; Grotta delle Mura en Apulia.

e Y en laregion Alpina: Egolzwil 3***°; Albon Bleiche 3*; La Grande Rivoire*';

Ripara Gaban*** .

Figura 1.3. Localizacion de los distintos yacimientos donde se ha detectado fumiers® . 1: Cinto
Mariano; 2: Abric de la Falguera; 3: Cova del Parco, 4: Cova de la Guineu; 5: Can Sadurni; 6:
Santa Maira; 7: Bolumini; 8: Cova de les Cendres; 9: Cova Colomera; 10: Balma de la
Margineda; 11: Los Husos 1y II, San Cristobal y Pefia Larga; 12: El Mirador; 13: Fontjuvenal;
14: Caune de BeAL lesta; 15: Grotte Antonnaire; 16: Grotte du Gardon; 17: La Grande Rivoire;
18: Arene Candide; 19: Trieste Karst; 20: PupicALina pecAL ; 21: Vagana_cka pecALina; 22:
Konispolcave; 23: Grotta Sant’Angelo; 24: Grotta dei Piccioni; 25: Grotta delle Mura; 26:
Egolzwil 3; 27: Arbon Bleiche 3; 28: Riparo Gaban

Algunos de los yacimientos arriba mencionados se encuentran en dos sierras

situadas en la zona norte de la Peninsula Ibérica, en la Sierra de Cantabria (11-Los Husos
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Iy Husos II, Pefia Larga, San Cristobal, Araba/Alava) y en la Sierra de Atapuerca (12-El
Mirador, Burgos). Por su localizacion, su estado de conservacion y por las relaciones
establecidas con los investigadores responsables de las excavaciones, estos yacimientos
presentan las caracteristicas Optimas para iniciar un estudio como el que se pretende con

el presente trabajo.

1.2.1 La Sierra de Cantabria

Sobre la zona meridional del Territorio de Araba/Alava (Pais Vasco, Espaiia) se
emplaza La Sierra de Cantabria o Sierra de Tolofio. Se trata de una formacion de calizas
cretacicas que coronan un farallon rocoso en la zona mas elevada, disponiéndose sobre
formaciones conglomeradas terciarias, compuestas por cantos areniscos con una mala
cimentacion caliza*. La formacion de la sierra se produce por causa del cabalgamiento
surpirenaico, que es el mayor de los accidentes tectonicos que se observan en la
Comunidad Autonoma del Pais Vasco. Marca el limite entre la cuenca vasco-cantabra y
la cuenca del Ebro y por su emplazamiento sefiala el paso del Medio al Alto Valle del

Ebro y supone el cierre de la depresion del Ebro por el norte’.

La sierra presenta una serie de oquedades en las que se ha observado actividad
humana durante la Prehistoria Reciente. Estos sitios se asientan sobre formas
conglomeradas, como son los casos de Pefia Larga término municipal de Cripan, Rioja
Alavesa, (coordenadas geograficas,( 4260387, -2.549566), de Los Husos [ y II municipio
de El Villar, Rioja Alavesa,(42603816, -2.549422), o sobre formaciones calizas, en las
que se localizan los abrigos de San Cristobal o el de Pefia Parda, municipio de Laguardia,

Rioja Alavesa, (4259945, —2.625684)45.

Todos ellos se orientan bien al sur o hacia el sol naciente. El lugar en el que se
emplazan en la sierra no llega a superar los 1000 metros de altura, siendo el de Pefia
Larga el que se encuentra en la zona mas elevada y los de Los Husos los mas proximos

a las cotas del valle® (Figura 1.4).

Desde todos ellos, salvo el de San Cristobal, se domina el paisaje abierto de la Rioja

Alavesa, hasta la vecina Sierra de Cameros™®.
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Figura 1.4. Localizacion de los yacimientos con actividad pastoril: 1) San Cristobal; 2) Peiia

Parda; 3) Peiia Larga; 4) Los Husos Iy 11 .

1.2.2 La Sierra de Atapuerca

La Sierra de Atapuerca se puede considerar como un conjunto montafioso que se
extiende de noreste a sudeste, entre los sistemas montafiosos de la cordillera Cantabrica
y el sistema Ibérico en la provincia de Burgos. Geoldgicamente estd conformado por un
relleno de calcareas, dolomitas y calcarenitas del Cretacico superior*®. Las formaciones
mas recientes corresponden a conglomerados calcarecos y arcillas del Oligoceno.
Constituida por fendmenos endo y exokarsticos formados por proceso de relleno
pertenecientes al Pleistoceno Inferior'’. La ubicacién de la sierra en el ecotono del
corredor de La Bureba han favorecido su ocupacion por las poblaciones humanas, ya

desde el Pleistoceno inferior*®.

La existencia de rellenos cuaternarios en los karsts de la sierra fue documentada ya
a mediados del siglo XIX*. Sin embargo, las intervenciones sistematicas no comienzan
hasta la década de los 60 del siglo XX de la mano de Emiliano Aguirre®. En la sierra de
Atapuerca destacan los yacimientos de Trinchera del Ferrocarril, Cueva Mayor, Cueva
de El Mirador y zona exterior de Karst’'. La trinchera del Ferrocarril es una zanja
artificial realizada para el trazado del tren minero y donde destacan los yacimientos de la
Sima del Elefante, la Gran Dolina y la Galeria®'. En el complejo Cueva Mayor destacan

los yacimientos de los Huesos y El Portalon donde se encuentra el refugio de El
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Mirador’'. Finalmente, en la zona exterior de Karst destacan los yacimientos al aire libre
de Valle de las Camelias, Fuentemudarra, E1 Hundidero y Hotel California’'. Dentro de
todas ellas destaca la Cueva de El Mirador como cueva redil utilizada desde el Neolitico
hasta el siglo XX*'. La cueva de El Mirador se sitlla en las coordenadas geogréficas
(842.351061, -3.519587) y a una altura de 1033 m, pertenece al término municipal de
Ibeas de Juarros, Burgos. La cavidad es de origen carstico y presenta una morfologia de
abrigo generada por el hundimiento de una buena parte de su boveda. En esta cueva,

orientada hacia el sur, existen evidencias de actividad pastoril.

Cueva
*dcl Mirador

Figura 1.5. Localizacion del yacimiento con actividad pastoril en la Sierra de Atapuerca.

La presencia de fumiers en tan alto numero de yacimientos se explica,

fundamentalmente, por dos razones;

1) su durabilidad a lo largo del tiempo, debido a su localizacion de dificil acceso y la

proteccion que implica frente a las inclemencias

ii) que se trata de un material no producido directamente por el ser humano, pero si
relacionado con la activad del pastoreo, que utilizaba las cuevas y abrigos redil como
lugar para resguardar al ganado, ovicapridos en sus origen, y que con posterioridad

incorpor6 al ganado bovino™.

-10-
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La buena conservacion de estos sedimentos ha hecho posible estudios botanicos,
micromorfologicos, geologicos, liticos y zooldgicos que han permitido entender el
comienzo y desarrollo pastoril en la Europa mediterrinea ****-3** Sin embargo, aun
hoy, existen interrogantes, como el tipo de animal (oveja y/o cabra) que se estabulaba en
lugares donde no se encuentran restos 6seos y que aun hoy no es posible responder con
el tipo de estudios realizados. Es por ello, que una nueva y util herramienta en la
determinacion de las especies estabuladas es la busqueda de biomarcadores de especies,
que debido a la buena conservacion de los episodios de quema puede no se hayan

degradado y hayan perdurado a lo largo del tiempo.

1.3 BIOMARCADORES COMO HERRAMIENTA PARA
CARACTERIZAR EL ORIGEN ANIMAL DE LOS FUMIERS

Desde el punto de vista arqueoldgico, se tiene un conocimiento preciso de la
estructura, morfologia y la formacién del fumier a lo largo del tiempo'®****77. Sin
embargo, cuando no hay existencia de restos 6seos, la determinacion de la especie animal
estabulada no es sencilla. El analisis de la materia organica presente en los fumiers, puede
utilizarse para buscar biomarcadores fecales que ayuden a determinar la especie animal
estabulada en cada episodio. Aunque el concepto de biomarcador en Arqueologia se ha
estado utilizando desde los afios 80, no fué hasta 2008 cuando Evershed lo definié como
“cualquier residuo organico que proporciona informacion relativa a actividades humanas
en el pasado”™®. Sin embargo, esta definicion ha ido evolucionando a lo largo de tiempo
en paralelo con los avances cientificos en el campo de la Arqueologia, llegando a nuestros
dias bajo el término de biomolécula arqueologica®®®. Esta tiltima definicion incluye
diferentes moléculas como el ADN, las proteinas, los carbohidratos y los lipidos. Las
nuevas investigaciones en Arqueologia siguen centrando su atencion en los lipidos
(esteroles, acidos biliares y los acidos grasos) debido, por un lado, a la informacion
valiosa que aportan, y por otro, a la estabilidad quimica y capacidad de mantenerse en el
lugar de origen, debida a su caracter hidrofobico que impide la lixiviacion en contacto

con el agua®®® .

_11-
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Existe una larga lista de publicaciones relacionas con el estudio de diferentes
biomarcadores utilizados en Arqueologia, desde el estudio de n-alcanos (C23,C2s,C27,Cao
y Cs1) para la caracterizacion de ceras de abeja en residuos organicos® y la reconstruccion
paleoambiental®, hasta el estudio de esteroles para la caracterizacién de coprolitos
humanos de 14.000 afios de antiguedad®. En la Tabla 1.1 se presentan diferentes trabajos
donde se especifica el biomarcador analizado, el material de estudio y la referencia

bibliografica.

Tabla 1.1. Biomarcadores arqueologicos en diferentes tipos de matrices

REFERENCIA
BIBLIOGRAFICA
McGovern, P.E 2004%

BIOMARCADORES MATERIAL DE ESTUDIO

n-Alcanos (C23 ;Cas - Ca1) Residuos organicos

Esteroles Coprolitos humanos Sistiaga, A 2014%
n-Alcanos; esteroles; acidos grasos; TG Vasijas y recipientes Evershed 20088
contenedores.
n-Alcanos (Cas - Cs1), polen, lignina Sedimentos antiguos Fisher,E et al.2003%

Alcantarillado Romano de agua

Esteroles Bull, 1.D2003¢
fecales.
Esteroles, lipidos alifaticos Fosiles Bull, I.D 1999
Esteroles, acidos biliares Residuos fecales Alcantarillado Bull, ID 2002%
Romano
TG Sedimentos antiguos Saliu,F. 20147

Ecker, M et al. 20137!
Hardy, k et al 20127

Fosiles de hominidos
Sarro dental Neanderthal

Isotopos de carbono y oxigeno
n-Alcanos, TG, FAME, benceno, tolueno

Esteroles
Esteroles, acidos biliares
Isotopos de carbono y nitrogeno
Acido tartarico
AG, esteres
Ergo lipit
Nicotina
AG, triglicéridos
Esteroles, acidos biliares
Compuestos volatiles organicos,
polifenoles

Coprolitos
Bafios publicos imperiales
Colageno restos Neanderthal
Anforas
Restos arqueoldgicos
Vasijas y recipientes ceramicos
Fragmentos en pipas de fumar
Recipientes aceite de ballena
Sedimentos arqueologicos

Anforas (mar adriatico)

Lin, D.S 20017
Baeten, J et al. 20127
Bocherens, H 20057

Pecci, A. 20137

Martine Regert, 20037’
Lucejko, J.J et al. 20187
Tushingham, S. 2018"
Blanca-Zubiaguirre, L. 2018%
Zocatelli, R. et al. 2017%!

Jerkovi¢, 12011%

TG- Triglicéridos; AG-Acidos grasos; FAME-Acidos grasos metil ésteres.

La mayoria de los trabajos bibliograficos se centran en el estudio de biomarcadores
de caracter hidrofobico, entre los que destacan los n-alcanos, esteroles, acidos biliares,

ligninas y acidos grasos.

e [os n-alcanos se han utilizado como biomarcadores para medir la actividad
humana relacionada con practicas agricolas y ganaderas en el pasado mediante el estudio
de sedimentos™. Son hidrocarburos de cadena larga que forman parte de la capa de cera

de la superficie de las plantas y representan la primera barrera fisico-quimica frente a

-12-
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entorno ambiental exterior®, siendo los mas representativos en funcion al nimero de
carbonos los comprendidos entre C,s5-Css. La proporcion y cantidad de n-alcanos depende
de la especie de planta, pudiéndose identificar una determinada especie en funcion de la
proporcion de n-alcanos que presente®. Por otro lado, estos compuestos pueden usarse
como biomarcadores en herbivoros debido a que son compuestos de dificil digestion y
mediante su identificacion en heces se puede conocer la proporcion y el tipo de planta

que se ha ingerido en la dieta®*’.

a) P Ve e e Ve e e e e e NN

b) e Ve e e e e U e e e e N

c) P Ve e e e Ve e e e W N

d) P Ve e e e e e e e e U e e

Figura 1.6. Representacion de los n-alcanos, a) n-pentacosano (n-Czs), b) n-heptacosano(n-Cz;7),

¢) n-nonacosan (n-Cz9) y d) n-hentriacontano (n-Cs).

e Los esteroles y los acidos biliares se han empleado con éxito como
biomarcadores para diferenciar y caracterizar heces de diferentes especies (humano,
porcino, canido, herbivoros y rumiantes)®”®. Dentro de los esteroles, los 5B- estanoles
son los que tienen un verdadero valor como biomarcadores, dado que son productos de
reduccion del colesterol (CHOL) y fitoesteroles producidos en el tracto intestinal de la
mayoria de los mamiferos (Figura 1.7). Su presencia, pueden ser muestra de la actividad

animal en un espacio fisico determinado o presencia de heces.

_13-
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R=H, Colesterol (Mamiferos)
R=Me, Campesterol (Plantas)
R=Et, Sitosterol ( Plantas)

Reduccion
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H

H ) R=Me, epi-5p-campestelo
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Figura 1.7. Reduccion y epimerizacion microbiana del colesterol y fitoesteroles®.

Otro tipo de esteroles que se observan en los residuos organicos de los yacimientos
arqueologicos, son los fitoesteroles. Estos esteroles de procedencia vegetal pueden
ayudar a deducir la dieta de los habitantes de un yacimiento™ o a determinar la actividad
agraria de una determinada area o zona geografica®. Por otro lado, los 4cidos biliares
son esteroides acidos con grupos de Ca4 a Cyg producidos por el aparato digestivo de los
animales. Los acidos biliares se dividen en dos grupos: los primarios que se sintetizan en
el higado a partir del CHOL (acidos colico, hiocélico y chenodeoxicélico (Cheno)) y los
secundarios (acido litocolico (Lit), deoxicolico (Deox), ursodeoxicolico (Urso),
hiodoxicolico e isolitocolico), que se generan en el intestino de los mamiferos por accion
de la flora microbiana sobre los acidos biliares primarios® (figura 1.8). Los esteroles, los
fitoesteroles asi como los acidos biliares que son excretados, lo hacen en forma
glucuronida, glucodsida, sulfatada o taurinada para favorecer su eliminacién del cuerpo
animal o humano ya que al ser compuestos mas polares aumentan su solubilidad en el

agua *’.
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Colesterol Acido célico Acido hiocoli Acido

Acido taurocélico Acido glicocélico

Acido glicolitocélico

Accion bacteriana 1

Acidos biliares secundarios

™
‘ q&j S
‘ Acido deoxicélico

45

Acido litocélico

o™
W
1 A

Acido ursodeoxicélico

q&P?

Acido hiodeoxicélico

Acido biliares primarios

Acidos biliares conjugados
(almacenan en la vesicula biliar)

A

Reciclan (circulacién entero hepatica)
95%

Figura 1.8. Formacion de los dacidos biliares primarios y secundarios a partir del colesterol en

el higado y el intestino delgado®.

Los esteroles han sido utilizados con el objeto de caracterizar el origen animal de las

muestras. La distribucion de los esteroles en las heces de los vertebrados depende

fundamentalmente de tres factores:

1) la dieta de los animales: diferentes dietas proporcionan diferentes concentraciones

de los esteroles en las heces.”!

2) la proporcion enddgena de esteroles es diferente en cada animal, lo que se traduce

en diferentes concentraciones de esteroles en heces.

3) la transformacion de los esteroles por la parte de la microbiota de cada animal

puede producir diferentes configuraciones isoméricas de 5B-esteroles en las

heces”?.

La combinacion de estos tres factores puede ayudar a caracterizar las heces de

diferentes tipos de animales. Asi por ejemplo, las heces de los rumiantes presentan

mayores concentraciones de fitoesteroles 29-C (B-sitosterol (Sit), campesterol (Camp) y

estigmastanol (Stigtanol)), siendo el Stigtanol el mas representativo’. Esto es debido a

que evidentemente su dieta esta constituida por hierbas. Por el contrario, las heces de los
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omnivoros presentan mayores concentraciones de los esteroles 27-C (coprostanol (Cop),
epicoprostanol (EpiCop) y colestanol (Col))”, siendo el Cop el mayoritario en humanos,
cerdos y perros™. Esto es debido a su propia dieta, en combinacién con la produccion

endogena y microbiota especifica del animal.

Los acidos biliares son complementarios a los esteroles. Se atribuyen abundancias
mayoritarias de deoxicolico a las heces de rumiantes, mientras que el litocolico a las
heces de omnivoros. La presencia de hiodexicdlico y ursodexicolico estan atribuidas a

heces de cerdo®”*-%.

e Las ligninas se han utilizado con éxito como biomarcador para caracterizar el
origen vegetal y el grado de degradacion de la materia organica®” *°. La lignina forma
parte de una molécula mas compleja, la lignocelulosa que es el compuesto renovable mas
importante generado por las plantas y que estd formado a su vez por celulosa,
hemicelulosa y lignina. La celulosa es el componente mayoritario mas abundante en la
Tierra'®, la hemicelulosa es el segundo y la lignina el tercero (Figura 1.9). Esta ultima
estd formada por tres tipos diferentes de alcoholes aromaticos (confenil, sinapil y p-
coumaril), actuando como barrera de entrada frente a cualquier compuesto o enzima
dentro de la estructura de la lignocelulosa y ademas, es el compuesto mas resistente a la

101,102

degradacion , aunque recientes estudios confirman que la estabilidad de estos

compuestos y en concreto la lignina dependen de las interacciones biologicas y

fisicoquimicas con el entorno circundante'®*'%,
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Lignina

Hemicelulosa

Celulosa

Pared celular

Planta

Célula vegetal

FA «Acido felurico AC =Acetio

Lignocelulosa

Figura 1.9. Estructura, composicion y procedencia de la lignocelulosa.

o Las hormonas sexuales estan relacionadas con la actividad reproductiva de los
mamiferos. Pueden considerarse como una alternativa para determinar el
comportamiento y la actividad pastoril en la busqueda de otros posibles marcadores y se
han estado utilizando con frecuencia como biomarcardores en animales en cautividad
para el control del ciclo reproductivo, pubertad y abortos'®'?”. Las hormonas como la
estrona (El), el 17p-estradiol (E2), el estriol (E3) y la progesterona (PG) son
caracteristicas de las hembras siendo un buen indicador para confirmar embarazos y
juega un papel fundamental en el ciclo menstrual y la formacion y desarrollo del
embrion'®!%” (Figura 1.10). Por el contrario, la testosterona (TT) es la principal hormona
masculina y esta relacionada con la dominacion del grupo. Estas hormonas son
excretadas por medio de la orina y las heces, con lo cual, se acumulan en el estiércol y
podrian ser buenas marcadoras de la distribucion de los animales estabulados por sexo y

estado gestacional. Existen estudios, donde se han utilizado las heces (muestreo no

invasivo) y el analisis de las hormonas para determinar el estado gestacional del animal

107,110,111
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Estrona Estriol

«nOH

Figura 1.10 Estructuras moleculares de la estrona, estriol, 17[-estradiol, progesterona y

testosterona.

Con el objeto de caracterizar especies animales a través de sus heces, existen
diferentes propuestas de algoritmos utilizados para determinar el origen bioldgico de la
materia organica. En la Tabla 1.2 se muestran los mas representativos y en ella puede
observarse el biomarcador a analizar, la ecuacion, el resultado de las relaciones, el origen

de la materia organica y finalmente la referencia bibliografica.

Como puede observarse estas ecuaciones pueden ser utilizadas para determinar la
naturaleza animal de los animales asentados en los fumiers. No obstante existen todavia
lagunas de conocimiento que no han permitido diferenciar entre determinadas especies

de animales, como es el caso paradigmético de la oveja y la vaca
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Tabla 1.2 Algoritmos para la identificacion del origen bioldgico de la materia organica.

Ratio | Compues. Ecuacién I::fil:)' Origen M.O Referencia
TA}ZHC> Terrestre | Silliman, J.E 1996'!2
TARH n- Ca7 + Co9 + C3
c alcanos Ci5 + €17 + Cp9 TARuc< acudtica Ortiz, JAE{I?t al.
1 2013
~ Coc +Cor +C Pwax>1 | P. terrestre
Puax | i — 52 % Zheng, Y 2007 '*
alcanos Ca3 + Cy5 + Cy7 + Cy9 Pwax<l | Macrofito
K1 n- Ca7 1>K1 Origen Wang, Y.H. et al
alcanos C20 <2 biogénico 2013'
PLE ..
Actividad
- Cys +Cyy +C
P | " BB aun}enm explotacio | D*Anjou, RM. 20128
alcanos Ca9 + C31 en(tl)mc  forestal
Coprostanol
RI EStir"le % R1>0,5 | Heces | Nichols,P.D 1996'"
olestero
R2>1 Quemeneur, M
1994117
Coprostanol
R2 Estesrole ~oprostanol Humano
Colesterol R2>0,5 Fattore, E 1996'®
R3>0,7 Humano
Coprostanol ’
Rr3 | Bsterole b Grimalt,J.0. 1990'°
s Coprostanol + Colestanol R3<023 No
’ Humano
Humano,
Coprostanol + Epicoprostanol R4>1 cerdo,
R4 | Esterole Cop Plicob : perro L.D Bull 2002%°
S 5B — estigmastanol + Epi — 5B — estigmastan
R4<1 Rumiante
C tanol
Rs | Bsterole oprostano R5>0,06 | Humano | Grimalt,J.0. 1990
s Colesterol + Colestanol
Epicoprostanol
R6 EStesr"le % R6<0,2 | Humano | Writer, J.H 1995
oprostano
Esterole Coprostanol 121
R7 s Enicoprostanol R7>1,5 Humano Mudge,S.M 1999
picoprostano
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Tabla 1.2 Continuacion

Ratio |compuesto Ecuacién Re::gzdo Origen M.O | Referencia
R8 Esteroles & R8>5-6% Humano
Esteroles totales
Venkatesan,
%24 — EtilCop MLTT9897
R9 Esteroles - R9>5-6% Herbivoro
Esteroles totales
R10>1,5 Porcino
R10 Esteroles M
CHOL
R10>2,5 Bovino
Jardé¢,E
2007'%
R11<0,7 Bovino
Cop + EpiCop
R11 Esteroles —CHoL
R11>3,7 Porcino
2,3<R12<3,3 Bovino
Sit Gourmelon,
R12 Esteroles @ M et al.
20102
0,2<R12<0,7 Porcino
Sit
R13 Esteroles Sit + etilcop + 24 — etilepiCoP R13204 Ave Devane,
M.L et al.
Col 2015'%
R14 Esteroles Col + Cop + EpiCop R1420,5 Ave
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Tabla 1.2 Continuacion

Ratio | Compuesto Ecuacién Resultado ratio Ol\l:llg(e)n Referencia
NS . l Cop + EpiCop R15<1 Rumiantes
steroles
5B — Stigtanol + Epi — 5B — Stigtanol
B g p B gt R15>1 Omnivoros
R16<29% Rumiante
Esteroles Cop (29%<R16>65%) .
x 100
R16 A biliares Cop + 5B — Stigtanol +Urso Porcino
R16<65% Humano
Deox>Lit Caballo
Cheno>Lit Caballo
R19>1,2 Caball
abatlo Prost, K
. 2017°¢
Deox =~ Lit Mono
Deox > Lit Vacay
oveja
Esteroles Epi — 58 — Stigtanol EpiCop
R17 A biliares 5B — Stigtanol Cop Deox >> Cheno Cabra
Cheno= Lit Cabra
Deox >> Lit Cabra
Deox << Cheno Ganso
Cheno > Lit Ganso
Deox < Lit Ganso
- A. Deoxicélico , Gea, J. et
Bl A. biliares m B1>10 Herbivoro al. 2017126
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1.4 Metodologia analitica

1.4.1 Muestreo

El muestreo constituye una etapa fundamental y critica en todo el proceso de
analisis. Dependiendo de las caracteristicas del yacimiento se emplearan técnicas
diferentes para proceder a la obtencion de muestra, que no hay que olvidar que por su
propia definicion debe constituirse como una parte alicuota, que represente la totalidad
de la superficie analizada. La realizacion del muestreo debe realizarse bajo la supervision
de los arqueologos, que mediante la estratigrafia, es decir, el estudio de la colocacion o
deposicion de estratos o niveles, son capaces de construir una secuencia relativa fiable
de la deposicion de los diferentes estratos, donde los mas antiguos se encuentran abajo y
los mas modernos arriba. Con la utilizacion complementaria de técnicas cronoldgicas
como el '“C se consigue una datacion de cada uno de los estratos. Asi mismo, es
importante destacar que en el estudio del fumier, los propios sedimentos, estratos o
niveles son la matriz de analisis de donde emana la informacidn, siendo de vital
importancia detectar también alteraciones humanas o naturales de los estratos posteriores
a la deposicion original, como pueden ser madrigueras realizadas por animales o
basureros excavados, que pueden desvirtuar o modificar la secuencia estratigrafica
original'?’.

El muestreo puede realizarse segiin dos procedimientos: a partir de una ciclo

#7220 mediante la recogida de

complejo o fumier cortado perpendicularmente al terreno
muestras de forma horizontal. El primero permite una visualizacion de los diferentes
episodios de estabulacion, facilitandose la datacion de cada uno de ellos; por contra es
una técnica que implica periodos largos de excavacion que exponen a la zona de muestreo
al contacto con el exterior, facilitandose procesos de oxidacion que puedan alterar las
muestras'?®. La cantidad de muestra que se puede obtener mediante este procedimiento
es limitada (10-20 g), debido a que para su obtencion se hace uso de un taladro que viene
incorporado con un cilindro/corona hueco de 20 cm de largo por 1,5 cm de diametro
interior, lo que permite la obtencion de muestras de 10 cm de profundidad horizontal de

6

cada una de la facies de interés'?®. El segundo se realiza partiendo de bloques
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rectangulares de donde se van recogiendo cada una de las facies con la ayuda de una pala
de mortero. Esta técnica permite la obtenciéon de mayor cantidad de muestra (30g a 1kg)
y como el proceso se hace en el mismo dia la exposicion exterior es mas corta en el

tiempo evitandose las posibles degradaciones por oxidacion.

Es importante destacar la importancia de la limpieza del material empleado para la
extraccion de muestra, al objeto de evitar la contaminacion cruzada. Entre las tomas de
muestra de cada una de las facies se procedera a la limpieza del material con metanol y
agua desionizada, asi como el uso de guantes desechables para evitar el contacto con las

muestras

A continuacion, las muestras son envueltas con una capa de aluminio para evitar el
contacto con el plastico de las bolsas donde van a ser transportadas a 4°C y conservadas

a -82°C hasta su analisis en el laboratorio.

1.4.2 Homogeneizacion y extraccion de muestras

La preparacion de la muestra es una etapa critica en el procedimiento analitico
general, ya que dependiendo de la efectividad del proceso pueden variar los resultados y
como consecuencia la interpretacion de los mismos. Por lo tanto, atendiendo a las
caracteristicas de los metabolitos que quieren estudiarse, la matriz en los que se
encuentran, asi como las condiciones fisico-quimicas de temperatura, presion, tiempo,
pH y solubilidad que controlan el proceso, deben de elegirse los métodos de extraccion
mas adecuados. Todo ello sin olvidar aspectos, que aunque no son estrictamente técnicos,
si que pueden afectar a la operatividad, desempefio o la ética del proceso, entre los que

pueden resaltarse los criterios econdmicos y medioambientales.

Previo al proceso de homogenizacion, las muestras requieren de un proceso de
secado que generalmente se realiza mediante la aplicacion de un tratamiento térmico® o
mediante técnicas como la liofilizacion. Este ultimo método es apropiado cuando los
metabolitos de estudio son termolabiles'?”’. El secado es una etapa importante, ya que
elimina la humedad de las muestras disminuyendo la posible hidrolisis de los analitos

debido a la actividad biologica de la propia muestra. Se facilitan igualmente las etapas de
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molienda y tamizado que buscan una completa homogeneizacion de las muestras, y
consecuentemente la eliminacion de piedras y particulas ajenas al fumier (donde no es
esperable que se encuentren adsorbidas las moléculas objeto de analisis) y el aumento de
la superficie de contacto entre las particulas y los disolventes de extraccién'*®. Los
biomarcadores fecales presentes en una muestra deben extraerse mediante

67,129-131

procedimientos de extraccion solido-liquido como Soxhlet , asistidas por

88,132,133

ultrasonidos (ultrasound assisted extraction, USE) , asistidas por microondas

126 o aceleradas por alta presion (pressure liquid

(microwave assisted extraction, MAE)
extraction/accelerated solvent extraction, PLE/ASE)’*"**. Originariamente, la extraccion
mediante Soxhlet era la mas generalizada a la hora de extraer esteroles de muestra de
heces o suelo, sin embargo, sus largos tiempos de extraccion (12-24h) y el uso de grandes
cantidades de disolventes (150-250mL) originé el uso de otras técnicas de extraccion mas
rapidas y mas amables con el medio ambiente como son USE, MAE y PLE. En la Tabla

1.3 se resumen los tipos de muestra, analitos extraidos, los tipos de extraccion,

disolventes utilizados y método analitico empleado en la bibliografia.
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Tabla 1.3 Revision bibliogrdfica de las diferentes técnicas analiticas en biomarcadores fecales.

TECNICA DE
MUESTRA CANTIDAD ANALITOS EXTRACCION Y HIDROLISIS DERIVATIZACION ANALISIS REF
DISOLVENTES
Anilisis de
Esteroles Saponificacion SmL es;e;x;l:: Y
Sedimento/ Inde ‘é\i dm‘ Y Soxhlet (24h) KOH(5M) 90% ™S (1070°C) biliares > o Bull,
suelo . 108 DCM:MeOH (2:1,v/v) MeOH(1h,120°C), pH 3- ’ res por 200367
biliares A(HC) separado
GC-MS y
GC-FID
Anilisis de
. . esteroles y
Esteroles y Saponificacion 3,5mL Esteroles HMDS .. Bi
S y h cidos irk
chil;:lconios 5-10g acidos sz;‘;‘f/}:g;hilj ;)‘"/L) KOH(0,7M)90%MeOH(10- (1h,70°C) Acidos bil‘i‘:fi‘” o s
biliares : SV 14h temperatura ambiente biliares (1h, 80°C) s por 2012
separado
GC-MS
Saponificacion SmL .
Muestras de ) Soxhlet (24h)200mL KOH(5M) 90% . o Gill
heces 0.5-1g Esteroles DCM:acetona (9:1,v/v) MeOH(1h,120°C), pH 3- BSTFA (1h, 70°C) GC-MS 2010129
4(HC1)
Muestras de 3 x ultrasonidos (20min, BSTFA (Puerto de Wu.
heces y aguas 200mg Esteroles 35kHz a30°C) DCM - inyeccion del GC-MS 1’37
fecales 50mL derivatizante) 2009'%*
o Saponificacion SmL Gri
c rimalt
Sedimentos 10g :l“_‘df” b C;&Zhg;{%f‘f ) KOH(5M) 90% TMS (1h, 70°C) GC-MS o
iliares :Me RR7) MeOH(1h.120°C) 1990
Sedimentos 4x ultrasonidos (30min) ] Sistiaga
L. 5g Esteroles DCM/MeOH (3:1, v/v) - BSTFA GC-MS 136
arqueolégicos 20°C 2014,13¢
. . Saponificacion SmL Sisti
r 1stiaga
M“:sc':c”: de 0,1-1g Esteroles SDXC‘;\AH;I?Z:SISOZS('SI Om/‘")) NaOH(2M) 90% MeOH | BSTFA (30min,60°C) GC-MS lg3 N
Y TLE (1h,100°C) 2015
v Battistel
Sedimentos g Esteroles PLE ZDO, mL DCM - BSTFA (1h, 70°C) GC-MS
( 150°C,1500 psi) 2015134
Anilisis de
Muestras de Esteroles y PLE D(‘M/Me(?l:[ (2:1_ M . . Esteroles HMDS (1h, est'er.oles y P
.. 3:1,v/v) (100°C, 5min Saponificacion 3,5mL o £ . acidos rost,
heces y 100mg-10g acidos . L . 70°C) Acidos biliares L
. L. tratamiento térmico, Smin KOH (5%) MeOH. 12-14h o biliares por 201796
arqueoldgicas biliares X (1h, 80°C)
de reposo, 3 ciclos. separado
GC-MS
Esteroles y MAE 25ml DCM/MeOH Saponificacion SmL G
Muestras L . . . . ca,
. 5g acidos (2:1, v/v) 20 min, hasta KOH(2M) ( MeOH:Mill-Q, BSTFA (1h, 70°C) GC-MS
arqueolédgicas . o . 2017'26
biliares 150 °C 10:1, viv)
ASE 20mL
Muestras de ES%CI:OICS y Hexa.no/alcohol de HPLC- HOl’lg,
heces 0,1g acidos Isopropilo (3:2, v/v, 2% - - APCI-MS 137
biliares acido acético) 2178psi, : 2007
60°C, 30min
‘wan
Muestras de 0.5 Alcanos 2x LLE Heptano / agua KOH(IM)(DE‘tanol,Mh ; GC-FID g,
heces (7mL:2mL,v/v) 90°C) 2013115
Muestras de N LLE Hexano/agua KOH(1M) solucion . OliVal’l,
heces lg Alcanos (5mL:2mL,v/v) alcoholica, noche, 90°C - GC-FID 1994138
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Tabla 1.3 Continuacion
TECNICA DE
MUESTRA CANTIDAD ANALITOS EXTRACCION Y HIDROLISIS DERIVATIZACION ANALISIS REF
DISOLVENTES
LLE Heptano/
Restos de cplanofagua KOH (1,5M) solucion . Laredo,
. g Alcanos (8ml:5ml)5min, P, ; o - GC-FID 139
hiervas 45°C alcohdlica, noche,90°C 1991
Muestras de LLE Hexano/agua KOH(1M) Etanol 14mL Vulich
heces/ restos 0,5g/1,5g Alcanos (14:4 hiervas; 7:2 hiervas;7mL heces, 4- - FID 14(’)
de hiervas heces) 5h,90°C 1991
Ultrasonidos 30mL Wang S
Sedimentos 5g Alcanos DCM/Hexano (1:1, - - GC-MS ’
o) 2019141
) ) ) Xia,
Sedimentos indeterminado Alcanos Soxhlet DCM 72h - - GC-MS 2017142
. Wang,S
Sedimentos 10g Alcanos MASE - - GC-MS 143
2018
M d NaCl saturado, ELISA Ziesler
uesuas. N 0,lg Hormonas LLE Etanol/MeOH H,S0,(2,4M),2h, 40- - gier,
heces/orina 2 RIA 1996144
60°C
HCL(0,1M) .
Muestras de 01015 u LLE MeOH/agua +Enzimatica, pH 5(b- HPLC-MS- Weltring,
heces/orina > 108 ormonas (80:10,v/v) 6mL glucuronidasa/Sulfatasa) ° MS 2012145
18-20h ,37 °C
Muestras de LLE(MeOH, Etanol, Acido acético(0,2M) pH LC-MS- Nielen.
orina, agua, 0,1g Hormonas Octano (27:8:60 4,8+ enzimas de MSTFA MS GC- 14;
pelo, comida vIVIV) desconjugacio) MS-MS 2007
MAE
TGs:CHCI,:Hexano
Restos 1g ceramicas 600 y300 uL. Saponificacion KOH . GC-MS Blanco-
» boic o ) ) (600w,80 °C,25min) o o BSTFA (30min, . . .
arqueologicos 1-2mg aceite TG y AG AG 10% se realiza con la 70°C) HPLC-ESI- Zublagulrre,
ceramicas de ballena I8t extraccion -ToF 80
:CHCI3:Hexano 600 Q 2018
pL 200W,60min, 80
°C
Residuos Ultrasonidos 40M Sali
“_ESI- aliu.
organicos 1-10mg TGs 40minDCM/MeOH - - HPLC-ESI >
, . Q-ToF 201 470
arqueologicos (1:1,v/v 3-20mL)
Restos de T C
R GC- amburini
madera 1-2 mm trozos Ligninas - - HDMS(5uL) PY F;(, MS ’
. de madera EGA-MS 201647
arqueologica
Restos de T L
amburini,
madera 0,5mg de Ligninas - - HDMS(5uL) EGA-MS ’
3 L. madera 201548
arqueologica
Restos de ;
igni PY-GC-MS Lucejko,
1nade}a. 100pg madera Ligninas - - HDMS(5uL) EGA-MS 2012149
arqueologica

TG-Triglicéridos; AG-Acidos grasos; LLE- Extraccién Liquido-Liquido; MAE-Extraccién Asistida por Microondas; SPE-

Extraccion

en Fase Solida;

MSTFA-N-Metil-N-(trimetilsilil)

trifluoroacetamida; HDMS-1,1,1,3,3,3-Hexametildisilazano
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La extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) emplean el fenémeno de la
cavitacion, dado por la formacion, crecimiento y colapso de burbujas de vapor o gas
debido a la accion del campo ultrasonico dentro de un liquido generandose
microexplosiones y obteniéndose asi temperaturas y presiones elevadas, ~5000°C y
~2000atm respectivamente. Estas temperatura y presiones provocan la ruptura de

estructuras, reduccion del tamafio de las particulas y un incremento del contacto con el

disolvente'*® (Figura 1.11).

[ . Compresion de las ondas . I

Compresién Compresién Compresién Compresién

+

8

13

?

:s Amglitud

v

& Expansion E 10 6 Expansién Expansién

/
|
Formacién de la . Crecimiento de la — Explosion de la
burbuja burbuja burbuja

Figura 1.11 Mecanismo de _formacion de burbujas debido a un campo ultrasonico.

Le UAE puede llevarse a cabo en un bafio o mediante una sonda de titanio o vidrio

que se introduce directamente en la muestra (Figura 1.12).

a) Bafo de ultrasonidos b) Sonda de ultrasonidos

Figura 1.12 a) Baiio de ultrasonidos, b) Sonda de ultrasonidos
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La ventaja de la sonda frente al bafio es su mayor repetitividad, la posibilidad de
controlar la amplitud y los ciclos de irradiacion y la disminucién de los tiempos de
extraccion al tratarse de una irradiacion directa. Sin embargo, a la hora de procesar un
gran numero de muestras, el uso del bafio es aconsejable ya que se puede extraer varias
muestras a la vez y no es necesaria una etapa de limpieza entre extracciones. Como se
puede observar en la Tabla 1.3, las muestras son sometidas a ciclos continuos de
ultrasonidos de entre 20 y 30 minutos y temperaturas comprendidas entre 30-

400C88’132’133.

La extraccion asistida por microondas (MAE) emplea un campo dieléctrico que
interactiia sobre las moléculas polares y sus iones. Este campo electromagnético varia
constantemente con velocidades de 2,4x10%/s y frecuencias de 2450 MHz, obligando a
las moléculas polares o i6nicas a rotar en la direccion del campo, generando friccion y
un aumento de la temperatura'®'. El aumento térmico es instantaneo en las moléculas
polares o idnicas y sus inmediaciones, mientras que en el resto de compuestos el
calentamiento es progresivo ya que depende de la distribucion pasiva del calor a través
del material por conduccion'*?. Del mismo modo, los sistemas cerrados de MAE,
posibilitan el control/aumento de la presion durante la extraccion, lo que aumenta la
temperatura de ebullicion del disolvente de extraccion, lograndose asi mayores
temperaturas que aceleran la etapa de extraccion. Durante el proceso de MAE, las
muestras son tratadas durante periodos de tiempo desde 20 a 60 minutos y temperaturas
comprendidas entre los 80 y 150°C**'*. La extraccién de compuestos presentes en

fumiers usando MAE no ha sido utilizado hasta ahora, siendo el Soxhlet®®!30:153

y la
sonicacion®® las técnicas habituales de extraccion de compuestos lipidicos en
Arqueologia, aunque también se ha usado la extraccion liquida a alta presion'**(PLE).
Mediante la extraccion por microondas (MAE) se ha obtenido resultados satisfactorios y

reproducibles en la caracterizacion de residuos organicos prehistoricos'*

. Como se puede
observar en la Tabla 1.3, los disolventes o mezclas de disolventes cominmente utilizados
para la extraccion de n-alcanos son una mezcla de hexano o heptano en agua en diferentes

87,138-143

proporciones , mientras que para la extraccion conjunta de esteroles, fitoesteroles

y acidos biliares se emplea una mezcla de DCM en metanol o acetona en diferentes
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proporciones®’:¥:126:129-13L.133 por otro lado, la extraccion de las hormonas de muestras de
heces se realiza mediante una mezcla de metanol o etanol en agua en diferentes

proporciones' 13,

1.4.3 Saponificacion e hidrdlisis acida

La saponificacion se realiza con el objeto de liberar tanto a esteroles y 4cidos biliares
de su forma conjugada, que es la que en mayor proporcion se encuentran en las heces.
Para ello se emplea una sal saturada en metanol al 90%, generalmente KOH o NaOH,

°C 67:126.129-31 " qyrante un tiempo

combinado con tratamiento térmico de entre 90 y 100
de entre 1h y 14 h (Figura 1.11 B). Por otro lado, también se puede proceder a realizar
una hidrolisis 4cida con un acido fuerte como el acido clorhidrico (HCI 2-5 M) (Figura

1. 13).67,129

4 o)

Acido biliar

prima.t-io C3-sulfatado

R CO:H / o
i N 5/ Ry COM
;\“‘ Ra= CHYSCaH
i Ry
CDCA, 1: Ry=0H, Rp=H

\ C24-N-acilado
CA 2 3= 0H Ry=0OH ng\g; l :
m -
H
C3-glucuronizado

Figural.13. Esquema de las diferentes estructuras conjugadas de los dcidos biliares

CHOL —>,

Ho™ R,

H

1.4.4 Limpieza

Una vez realizada la etapa de hidrolisis es necesario realizar una etapa de limpieza.
o clean-up. Dentro de las técnicas de limpieza y purificacion de los extractos obtenidos

se ha empleado la extraccién en fase solida (SPE)®"#7132134139 13 cual viene siendo la
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técnica de referencia habitual en los procesos de clean-up. En el caso de SPE, los

adsorbentes mas utilizados para este tipo de muestras son los de silice'.

Una vez finalizada la etapa de limpieza, el andlisis de este tipo de analitos se realiza
mediante cromatografia de gases (GC) o de liquidos (LC) acopladas a un espectrometro

de masas (MS)88,129,131,132,145,146.

1.4.5 Analisis mediante la utilizacion de espectrometria de masas

La utilizacion de la espectrometria de masas (MS) se viene aplicando con éxito en
el analisis de muestras arqueologicas, siendo la técnica mas habitual en lo referente al
analisis de compuestos organicos en diferentes matrices. Puede afirmarse que una gran
parte de los biomarcadores de origen organico que hoy en dia se utilizan en Arqueologia,
se detectan y cuantifican por un anélisis por espectrometria de masas®®. Existe un extensa
bibliografia donde se aplica la MS para el analisis de los compuestos organicos en
Arqueologia, utilizandose en la mayoria de los trabajos el analizador de cuadrupolo
(Q)F7126:129:130.132 "qy; ys0 mayoritario se debe a su sencillez de manejo y robustez, frente
a la utilizacion de analizadores como el de trampa de iones (IT), de tiempo de vuelo
(TOF), de triple cuadrupolo (QQQ) u Orbitrap, mas complejos y de mayor resolucion y/o
sensibilidad. Los resultados obtenidos con detectores de cuadrupolo sencillo son
aceptables cuando se analizan grupos de sustancias especificas, a concentraciones no

muy bajas, como es el caso de los analitos objeto de estudio en los fumiers.

1.4.5.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

En el caso de los n-alcanos, para la separacion cromatografica se suelen utilizar
columnas capilares de fase estacionaria de silice fundido , inyectandose en modo sin
division de muestra o “splitless” cantidades de muestra en torno a 1-2pL. Se trabaja en
modo SIM, con fuente de ionizacion de IE a 70 eV, con rampas térmicas en el horno
iniciales de 50-70°C que finalizan a temperaturas de 290-300°C con periodos isotérmicos

entre rarnpas““_143 .
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Por otro lado, y debido a la presencia de grupos alcohol y acidos, en los esteroles,
fitoesteroles, acidos biliares y hormonas, se necesita una etapa previa de derivatizacion
antes de ser analizados mediante GC-MS®788:96:126.129-134.146 " Eyisten diferentes tipos de
derivatizacion entre las que destacan la sililacion, la acilacién y la alquilacion'®*, siendo
la primera la mas utilizada para este tipo de compuestos. La sililacién consiste en la
sustitucion de algiin atomo de hidrogeno activo del analito por un grupo trimetilsilil
(Figura 1.14)"**) que genera compuestos mas voldtiles. Generalmente, dentro de la
sililacion, la trimetil sililacion es la mas comun a la hora de derivatizar este tipo de
analitos, empleando generalmente N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA)'**.
Este tipo de derivatizaciones se suelen llevar a cabo aplicando temperaturas de entre (60-
70°C) mediante un horno o una estufa durante un tiempo de 0,5 a 1 hora®!26:12%:132°134
Existen otras alternativas para acelerar este proceso, como son el uso de US'* 0 MAE'*

pero son menos habituales.

R-OH+CI-Si(CH3)s _— R-O-Si(CH3)3+HCI

Figural.14. Reaccion de sililacion del grupo -OH

Una vez derivatizados, se procede a la separacion cromatografica, en la que se
utilizan columnas capilares de fase estacionaria de silice fundida, inyectandose
voliumenes de 2-5uL en “splitless”, trabajando en modo SIM, con fuente de ionizacion
de IE a 70 eV y con temperaturas del horno inicial de 40-180 °C, acompafiado de rampas
de temperatura que finalizan en los 300-350°C, con periodos isotermos entre

rampas' 2613,

Una alternativa para eliminar la etapa de derivatizacion y analizar esteroles,
fitoesteroles, acidos biliares y hormonas es el uso de cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas (liguid chromatography-mass spectrometry, LC-MS)"37157:158,
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1.4.5.2 Cromatografia liquida acoplada a espectometria de masas

La cromatografia liquida en fase reversa (RP-HPLC) es la mas ampliamente
utilizada Para la separacion cromatografica de esteroles, fitoesteroles, acidos biliares y
hormonas , siendo las fases estacionarias mas comunes las de tipo C;s y Cgpor tratarse
de compuestos lipofilicos'*"**'38, Se suele fijar una temperatura de la columna que varia
de 20 a 35°C. La fase movil puede estar formada por mezclas de dos o tres disolventes,
entre los que destacan el metanol, etanol, acetonitrilo y el agua, trabajando en modo
gradiente, generalmente empezando por concentraciones bajas de los disolventes mas
afines a los analitos objeto de estudio, que iran aumentando hasta el 100% al final del
analisis. Es habitual fijar un flujo estable de fase movil que puede variar de 0,6-0,8
mL/min y el volumen de inyeccion de la muestra que se introduce en el sistema viene a

137,157-159
L~ .

ser de 1-2p

En cuanto a la MS y en lo relativo a la fuente de ionizacion a utilizar, la mayoria de
los estudios optan por la ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) frente a la
ionizacion por electrospray (ESI). Ello es debido a las caracteristicas quimicas de los
analitos objeto de estudio, compuestos lipofilos con pocos grupos funcionales polares en
su estructura y dificiles de ionizar por ESI'®. Con fuentes de ionizacion APCI se suele
trabajar en modo ion positivo (APCI +), empleando corriente de aguja corona entre 3000-
4000V, voltaje del capilar de 300V, temperatura y flujo del gas de secado entre 300-

400°C y 3-4L/min respectivamente y presion del gas nebulizador entre 20-40psi'*”'%71%°,

1.4.6 Analisis de lignocelulosas

El analisis de las lignocelulosas sobre muestras solidos se lleva a cabo mediante
metodologias sencillas, en las que una vez homogenizada la muestra se realiza el analisis
directamente. Para ello, se utiliza un sistema de pirolisis (Py) acoplado a un GC-MS (Py-
GC-MS)"0:147:149.161 5 directamente a un sistema de analisis de gases envolventes, evolved

gas analysis (EGA-MS)!#8:162-164,
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1.4.6.1 Pirolisis

La pirolisis es definida como la descomposicion quimica de materiales organicos
por el calor en ausencia de oxigeno, llevandose a cabo habitualmente a temperaturas de
entre 300°C y 800°C. A estas temperaturas los productos se transforman en gases,
liquidos y cenizas. Las proporciones relativas de los elementos producidos dependen de

la composicion de la muestra, de la temperatura y del tiempo que ésta se aplique.

La pirolisis como técnica analitica se puede aplicar a un alto nlimero de materiales
donde destacan los polimeros tanto naturales como sintéticos, aditivos, plasticos, fibras
naturales, maderas y textiles y presenta una ventaja sustancial con respecto a otras
técnicas ya que no requiere de ninguna etapa tediosa de preparacion de la muestra para
su analisis previo (o si este es necesario es minimo) y la cantidad de muestra necesaria
para realizar el anélisis es muy pequefia '®(Figura 1.15).

En numerosas ocasiones y con el objeto de mejorar la eficiencia analitica, la

149,161,166-168

utilizacion de derivatizantes como el hexametildisilazano (HMDS) , puede

ayudar a la separacion cromatografica (PY-GC-MS) y a una mejor respuesta analitica de

los compuestos polares'®'"",

Dentro de las técnicas de pirolisis acopladas a espectrofotometria de masas son la
PY-GC-MS y EGA-MS, son las técnicas mas flexibles y extensamente utilizadas para

caracterizar lignocelulosas'**!7*!78,
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Sistema de introduccion

de la muestra >
Helio — 22
Temperatura
>
Ambiente (+10 'C) Tubo de
pirorizacion
- de cuarzo
- Sensor de
horno | . 0
40-1050 *C e
Interfaz del GC E :'
il
Aguja del interfaz
Septum del GC
— - Puerto de
= - inyeccién
del GC

Figural.15: Equipo de pirdlisis, Frontier EGA/PY-3030 Multi-shot-pyrolyzer.

1.4.6.2 PY-GC-MS

Mediante esta técnica se consigue transformar polimeros complejos en mondémeros
de bajo peso molecular, analizando los productos de la pir6lisis que la muestra ha

generado que se veran expresados en un cromatograma.

Se parte de muestras previamente secadas en horno, y por norma general se suele
homogenizar las muestras. La cantidad de muestra a analizar es retalivamente pequeia y
suele estar entre 100-200 pg'¥"'"'*° Las muestras son pesadas en el recipiente de
pirolisis y se les afiade, en el caso que proceda de 5-7 uL del derivatizante
hexametildisilazano (HMDS)". Una vez introducida la muestra en el pirolizador se
puede proceder de dos maneras: una pirolizacion directa o “single shot” donde la muestra

es sometida a un proceso pirolitico de 500-550°C durante un periodo breve de tiempo
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(20s), 0 una pirolizacion doble o “double shot” donde la muestra se somete a una primera
degradacion térmica de 280-300°C (20s), tras finalizar el analisis de esa primera
degradacion térmica, se somete a la misma muestra a una pirolisis completa con
temperaturas de entre 600-700°C (20s)'*"'®, Después de las pirolizacion, el conjunto de
compuestos generados es inyectado al sistema de cromatografia de gases, generalmente
en modo “split” (1:5-1:18)'*7'°, Para la separaciéon cromatografica se suele emplear
columnas capilares de fase estacionaria de silice fundida, acompanado de rampas de
temperatura en el horno que empiezan con 50-60°C y suelen terminar en 550-600°C con

periodos isotermos entre rampas'+'¢16,

Finalmente, en el espectrofotdmetro de masas tras una ionizacion previa las
moléculas son separadas en base a su masa/carga (m/z) permitiéndose la identificacion
de los productos de la pirolisis. Para ello el espectrofotometro de masas suele trabajar en
modo positivo, SCAN m/z 50-600, fuente de ionizacion y cuadrupolo con temperaturas

de 230 y 150°C respectivamente'?’ (Figura 1.16).

Equipo de Pirolisis
He 0o H2 /
Muestra
Split
1 o
Columna GC >
El
i =y
H s 1]
GC /Ms

Figural.16: Equipo de PY-GC-MS.
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1.4.6.3 EGA-MS

Se trata de una técnica de pirolisis no isoterma, en la que el proceso pirolitico se
realiza aplicando una rampa térmica en funcion del tiempo. A diferencia de la pirolisis
por PY-GC-MS la expresion final no es un cromatograma sino un termograma, donde en
el eje de las abscisas se representa la temperatura y no tiempo de retencion (tr) (Figura

1.17).

La Envolved gas analysis (EGA) junto con la termogravimetria (TG) son las dos
principales técnicas que se emplean para obtener informacion de la degradacion térmica
de cualquier polimero (en el presente caso seria la lignocelulosa) a medida que se va

incrementando la temperatura del proceso pirolitico'®'.

El proceso de pesada, homogenizacion y derivatizacion es similar al realizado en la
PY-GC-MS. El proceso de pirolisis se realizara mediante una rampa de temperatura a lo
largo del tiempo, empezando con temperaturas de 50-60°C y finalizando con
temperaturas de 600-700°C'**!®* Tras la pirolisis, igual que en la PY-GC-MS, el conjunto
de compuestos generados es inyectado (generalmente en modo division de muestra o
“split” (1:20-1:50))'**'** directamente al MS a través de un sistema de transferencia
totalmente inactivo (ITF) frente a los compuesto y utilizando He como gas acompafiante
(1mL/min). Por otro lado, es importante mantener la temperatura del horno a 300°C para

evitar condensaciones del gas circundante.

Igual que con PY-GC-MS el espectrofotometro de masas suele trabajar en modo
positivo, SCAN (m/z 50-600), con fuente de ionizacion y cuadrupolo a temperaturas de

230y 150 ° C respectivamente'*®.
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Equipo de Pirolisis
Heo H, “—
Muestra

Split _@// Sistema de transferencia
ITF (2,5 m; 0,15 mm D.I)
j, /
El
MiIR=E]
GC /Ms

Figural.17: Equipo de EGA-MS

1.5 Procesado y analisis de datos

A la hora de identificar el origen animal de las heces prehistoricas, como alternativa
al uso de ecuaciones y relaciones de los analitos, existe la posibilidad de utilizar

herramientas quimiométricas que ayuden a clasificar los restos de los fiumiers's* '*2

Ante la imposibilidad de poder disponer de muestras de excrementos prehistoricos
de cada uno de los animales, una alternativa es la de utilizar muestras de heces actuales
al objeto de compararlas con las prehistoricas. Es evidente que no se pueden relacionar
directamente las concentraciones actuales con las prehistoricas, ya que debido al paso de
el tiempo, la concentracion de estos analitos ha ido disminuyendo, sin embargo, se
considera que la relacion entre los analitos se mantienen constante. Esta ultima

afirmacion puede estar en entre dicho.

El analisis de datos a través de la Quimiometria se ha vuelto una herramienta
indispensable en los laboratorios de analisis debido al incremento de volumen de

informacion que genera una investigacion. Gracias al analisis estadistico multivariante
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(multivariate statistical analysis, MVA), es posible trabajar con una gran cantidad de
informacién, siendo el método de analisis de componentes principales (Principal
Component Analysis, PCA), una de las técnicas mas utilizadas'**'®, Un PCA es una
herramienta de analisis multivariante que se utiliza para describir un conjunto de datos
en términos de nuevas variables no relacionadas, y entre sus virtudes destaca la reduccion
de la dimensionalidad de un conjunto de datos, con lo que se facilita su visualizacion.
Los primeros componentes principales describen la mayor parte de la varianza de los
datos, incrementandose en la medida que aumentan la correlacién de las variables'®

(Figura 1.18).

ANALITOS

1 2 3 K
MUESTRAS [ ]
& AM, Xu X - Xik
1~
& AM, X - .
& AM, X1 : @
[=]
o 20
X= —> H e
E =
H
=3
]
]
o
&
0 &
O
&
N Xt Xk T { &
0 1

Componente 1

Figura 1.18. Representacion de un PCA, Principal Component Analysis en 3D

Un PCA no es un método de clasificacion de muestras, pero gracias a él se pueden
formar modelos que permiten comparar como de iguales o diferentes son un conjunto de

muestras.

Para clasificar las muestra utilizando los modelos generados con los PCA, se usan
la herramientas como el “soft independent modelling by class analogy (SIMCA)”, que
constituye uno de los métodos de clasificacién mas utilizados en Quimiometria '*7', Se

trata de un modelo de reconocimiento de patrones basado en el principio de analogia
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entre las muestras que pertenecen a la misma clase. Para ello se crea un modelo PCA para
cada una de las clases o categorias a representar y a continuacion se calcula sus frontera
o limites para un intervalo de confianza del 95%"* ', A continuacién, se construye un
modelo SIMCA para un conjunto de muestras conocidas, “training set” para comprobar
la efectividad del modelo creado y si los resultados son los esperados se hace lo mismo
con muestras desconocidas “fest set”, con el objeto de que pueda asignarse a una
categoria, a mas de una o a ninguna, haciéndose un calculo de probabilidad de cada

asignacion.

Los graficos de resultados generados por el modelo SIMCA presentan las distancias
octogonales de todas las muestras del conjunto de calibracion respecto a las dos clases.
Se puede observar visualmente a que categoria o clase pertenecen las muestras
desconocida (Figura 1.19). Asi, en el ejemplo de la Figura 1.18 se observa que las
muestras T se encuentran igual de alejadas de la clase C y la clase V, por lo que no se

puede asignar ninguna de las muestras a una categoria o clase.

- . ~ ] Muestras T
00124 /'/ T8 -
/ g \ *
’, L AL P \
| \ 2 ‘v |
\e *r1
\&,
0 008 ~— -
Clase C i~y ;\\
| v,",-qsﬂﬁ_} \
™ :jﬁ_mw J
\ ‘ci2
00044 \x_;‘ /
T — Clase V
1 / . .“'. \..’4 .
( “wv2q . )
N I s A_,«»/
T T r
o002 0.004 000e 0008

Figura 1.19: Ejemplo de modelo SIMCA donde se pueden observar la distancia de las muestras
T con respecto a las clases C y V, las lineas continuas representan los limites de las clases para

un intervalo de confianza del 95%.
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Estas técnicas generan modelos de datos aportados por una investigacion que son
representativos, fidedignos y de facil visualizacion. Sin estas herramientas las
investigaciones con un alto volumen de datos y variables serian dificilmente

interpretables.
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Objectives

The animal domestication was most important events that ever happened in the
human development, and in order to understand it, the archaeologist has been

researching about the use of caves and rock-shelters as livestock-pens along time.

The main objective of this research work consists on characterize the biogenic
origin of the organic sediments (fumier structure) found in rock-shelters and caves used
as livestock-pen during Neolithic and Chacolithic Age located in Cantabria
(Araba/Alava, Spain) and Atapuerca mountain range (Burgos, Spain) and determine

shepherds” activities carried out in them. For that purpose, two objectives were defined.

e Development different analytical methodologies for the determination of
archaeological biomarkers in facies from fumier structures such as n-alkanes,
sterols, phytosterol, bile acids, hormones and lignin and by means of GC-MS,
HPLC-APCI-MS and Py-GC-MS or EGA-MS and use the concentrations
obtained to determine uses along the years.

e The use of chemometric tools for the characterization of ancient lipids in
prehistoric organic residues (fumiers) from San Cristobal and Los Husos I, II
(Cantabria mountain range, Araba, Spain) and El Mirador cave (Atapuerca
mountain range, Burgos, Spain), in order to determine the origin of those

residues.
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Characterization of ancient lipids in prehistoric organic residues

3.1. INTRODUCTION

The settlement patterns maintained the same behaviour in the North of the Iberian
Peninsula along the Early Neolithic and Bronze Age (Chalcolithic Age). One of these
patterns was the use of caves and rock-shelters as livestock-pens '*. Commonly and in
order to reduce the volume of dung accumulated in the rock-shelter and clean it from
parasites, the dung piles were burnt. The burning of these residues produced a type of
archaeological sediment called fumier (dung in French). Therefore, fumier can be defined
as archaeological sediment deriving from animal dung, typically burnt >, This sediment
consist of, from top to bottom: 1) burnt layer (ash white), ii) partially burnt layer (black
colour) and iii) unburned layer (organic matter layer, brownish-reddish) >"*. The maxi-
mum temperatures reached during the piles burning differ from 450 °C to 800 °C, de-
pending on humidity, air leak and dung’s degradation level °. These temperatures corre-
spond to ash white layers (totally burned). The black colour layers (partially burned)
reached lower temperatures and even the unburned organic matter layer has a low inten-
sity thermal impact °. The structure and formation of fimiers has been described previ-
ously ***!! however, the analysis of these layers for the identification of organic com-

pounds in order determine the origin of those residues has not been done previously.

For that purpose, the identification of faecal biomarkers is a powerful tool. Evershed

1.1

et al. ~ usefully defined the concept of archaeological biomarkers in 2008, having been

increasing utilized since the 1980s, and during the last years, a relatively new field in
archaeology has been developed, coming under the term Biomolecular Archaeology *'*.
This concept includes different molecules such as DNA, proteins, carbohydrates and li-
pids. However, new research on archaeological biomarkers continues to focus on lipid
compounds (sterols, bile acids and fatty acids) as a rich source of archaeological infor-
mation. Those hydrophobic substances are not readily leached from their original depo-
sition site due to their difficulty to dissolve in water and thus, they are highly stable for

prolonged periods '*"7.
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Commonly, 5B-stanols and bile acids are studied in order to distinguish faeces from
humans, pigs, canine or ruminants and determine their biogenic origin '*'°. 5B-stanols
have been usually used as faecal biomarkers due to their formation as reduction products

of metabolic reduction of CHOL and phytosterols in the intestinal tract of the mammals.

On the other hand, the bile acids are a group of Ca4, Cs7 and Cyg steroidal acids
produced in the digestive system of animals. The bile acids can be divided in two differ-
ent groups: the primary bile acids are formed from CHOL in the liver (chenodeoxycholic
and cholic acids) and the secondary bile acids (lithocholic and deoxycholic acids) which

are formed from the primary bile acids by the action of microorganisms '®.

The “sterol fingerprint” of the faecal biomarkers for animals depends on the combi-
nation of three different factors; 1) animal diet, each diet has a different sterol profile due
to the proportion of sterol precursors entering the digestive track, 2) endogenous sterols
which are formed in different proportion in each animal and 3) anaerobic bacteria in the
digestive tract that should biohydrogenate sterols to stanols in different ways *°. Thus,
Cop is only produced in the intestines of humans and it represents about 60% of the total
sterol content in humans 2'*2. However, in the faeces of other animals, the relative quan-
tity of Cop is generally much lower. In the case of ruminants, such as cows or sheep, their
faeces have a higher relative proportion of Camp and Stigtanol due to the herbivorous
high diet in Camp and Sit. Additionally, the faecal sterol profile of herbivores is domi-
nated by Cy sterols and the principal faecal sterols are 24-ethylcoprostanol, Sit and sito-

120

stanol “°. Therefore, the relation between some of these compounds can be used to dis-

tinguish the biogenic origin of the samples (Eq. 1).

coprostanol + epicoprostanol

(Eq. 1)

5B —-stigmastanol + epi—5p—stigmastanol

According to equation 1, if this value is higher than 1, the residue corresponds to
humans, pig or canines and if it is lower than 1, the residue corresponds to ruminants '*.

Additionally, the dominant bile acid can corroborate the biogenic origin. For instance,
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where Deox is dominant over Lit, the faecal residue corresponds to ruminants or canines,
whereas where both deoxycholic and lithocholic acids are the dominant bile acids pre-
sent, it corresponds to human faecal material. However, there is not a clear ratio for that
domination considering that values with Deox/Lit 10:1 can correspond to human residues
1% Therefore, the analysis of sterols and bile acids is the key to determine the origin of

the faecal residues.

The extraction of these compounds from faecal samples has been commonly carried
out using Soxhlet as extraction technique (24-36 h/sample) '***2°. However, alternative
extraction techniques such as ultrasound assisted solid-liquid extraction (20-80 min) **-
%% or pressurized liquid extraction ***' have been used in order to accelerate the extraction
time and reduce the extraction solvent. Commonly, different mixtures of di-
chlorometane:methanol (DCM:MeOH;1:1, 2:1, 3:1 or 9:1) and volumes (20-200 mL)
24253233 have been used for the total lipid extraction (TLE). Afterwards, a hydrolysis of
the compounds is necessary to obtain the free form of the target analytes. For that pro-

d 18,34

pose, a saponification step is commonly use prior to a liquid-liquid extraction (LLE)

and a clean-up step (solid phase extraction, SPE) in order to eliminate interferences and

E ?** or in the

separate the analytes. Sterols and bile acids can be separated by the LL
(SPE) #*3%377 and they are analyzed separately by means of gas chromatography-mass

spectrometry (GC-MS) after a derivatization step.

All these methodologies are very time consuming (commonly higher than 48 h/sam-
ple), consume large volumes of solvent (commonly more than 200 mL/sample) and very
tedious to carry out. Therefore, in this study, a new, robust and fast methodology based
on a microwave assisted extraction (MAE) **, a clean-up step and GC-MS analysis is
carried out for the determination of 8 sterols (Cop, EpiCop, CHOL, Col, Camp, Stigterol,
Sit and Stigtanol) and 2 bile acids (Lit and Deox) in each fumier layer. Twenty-five ar-
chaeological samples from San Cristobal’s rock-shelter located in the North of Spain

have been analyzed for that purpose.
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3.2 EXPERIMENTAL
3.2.1 Chemical, reagents and reference standards

(3B,5a)-Cholestan-3-ol, (Col, 94,8%), (3B)-Cholest-5-en-3-ol (CHOL, 99 %),
(3B,5B)-Cholestan-3-ol (Cop, 98%), 5B-cholestan-3a-ol (EpiCop, 95%), (3B)-Stigmast-
5-en-3-ol (Sit, 95%), (3B,24R)-Ergost-5-en-3-ol, (Camp, 65%), 3p-Hydroxy-24-ethyl-
5,22-cholestadiene (Stigterol, 95% ), (3a,5B)-3-Hydroxycholan-24-oic acid (Lit, 95%)
and (3a,5B,12a)-3,12-Dihydroxycholan-24-oic acid (Deox, 98%) were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), epi-5p-Stigmastanol (Stigtanol, 95%) was
purchased from Chiron AS, Stikkestadveien 1, NO-7041 Trondheim, Norway, Isotopi-
cally labelled 5-cholesten-24(RS)—ethyl-3-p-01-25,26,26,26,17,27,27-d; ([*H]-Sit, 98%)
was purchased from C/D/N Isotopes (Pointe-Claire, Quebec, Canada). Cholesterol-
25,26,26,26,27,27,27-d; ([*H7]-CHOL, 98%) and Lithocholic acid-2,2,3,4,4-ds ([*Hs]-
Lit, 98%) were purchased from Sigma-Aldrich. All the isotopically labelled compounds

were used as surrogate.

All organic solvents (ultratrace GC degree), acetone, MeOH, n-hexane, ethyl acetate
(EtOAc) and DCM were supplied by Scharlab (Barcelona, Spain). KOH (85%) and HCI
(37%) were supplied by Scharlab and Fisher Scientific (Loughborough, UK), respec-
tively. SPE cartridges used for the clean-up step (Agilent Bond Elut-HF Mega BE-SI, 2
g, 12 ml) were purchased from Agilent Technologies (Santa Clara, California, USA).
Pyridine and N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) used as derivatization
solvent and reagent respectively, were supplied by Merck (Darmstadt, Germany) and
Sigma-Aldrich, respectively. Ultra-high purity water obtained from tap water pre-treated
by Elix reverse osmosis and subsequent filtration by a Milli-Q system from Millipore

(Bedford, MA, USA) was used in the saponification step and for cleaning.
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3.2.2 Sampling and sample storage

San Cristobal’s rock-shelter is located in the south side of the Cantabria mountain
range, Araba, North of Spain (UTM 30 N. ETRS 89: 531844; 4716246). The rock-shelter
has 13 prehistoric archaeological levels since antique Neolithic to Bronze Age, and one
level from historic period between XV and XVI (AD) century. This site was used as
animal-pen and since the late XV century as a hermitage. In the same geographic area,
there are located other 5 rock-shelters such as Los Husos I and 11, Pefia Larga, Pefia Parda

and Balanciego and an archaeological site of 8 dolmens of the same prehistoric ages .

Twenty-five samples were collected horizontally from different fumiers (see Figure
3.1) using a drill (Makita DDF453 18-volt LXT, Anjo, Japan) coupled to a core (20 cm
length, 1.5 cm inner diameter). Commonly, samples 5-10 cm in length were obtained.
Nine ash white (on top layer and totally burnt), 5 black (layer in the middle and partially
burnt) and 11 brownish samples (underneath layer and non-burnt) were removed (see
Figure 3.1) according to the experience of archaeologist along all the strata of the exca-

vation.

All the samples were transported in a zip-bag at 4 °C to the laboratory and main-
tained at -82°C until their analysis. Previous to the analysis, all the samples were crushed
with a pestle and mortar, dried at 90 °C in an oven for 12 h and sieved until 60 pm particle

size fraction.
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Figure 3.1 San Cristobal rock-shelter site General view of West, South and East sections showing
the archaeological sequence and location of samples collected for chemistry analysis (red
squares). Corresponding colour of sediments has been detailed.

3.2.3 Microwave assisted extraction

100 g of the sieved samples were weighed into the microwave vessels. 100 and 50
ng of the deuterated analogues were added to each sample and 25 mL of a mixture of
DCM:MeOH (2:1, v/v). The extraction was carried out in a microwave oven (MAE, CEM
Mars 5, Matthews, NC, USA) increasing the temperature to 150 °C in 10 min and main-
tained for 10 min. Other microwave parameters such as the power and the stir bar agita-
tion were fixed at 1600 W and intermediate agitation, respectively. After the extraction,
the extract was centrifuged for 5 min at 10,000 rpm and finally, the supernatant was re-
moved. The solution was evaporated to dryness under a gentle stream of nitrogen prior

to the saponification.
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3.2.4 Saponification step

1. ¥ with some modi-

This procedure is based on the method used by Elhmmali et a
fications. Briefly, the dried extract was dissolved in 5 mL of 2M KOH (MeOH:H-O,

10:1, v/v) and it was kept in an oven for 1 h at 120°C.

3.2.5 Liquid-liquid extraction, clean-up and derivatization step

Liquid-liquid extraction was slightly modified from Grimalt* et al. 5 mL of an HCI:
H,O solution (2 M) was added to the saponificated solution for acidifying the solution
(pH < 2) and the sterols and bile acids were extracted with DCM (2x10 mL). The 20 mL
of the extract was evaporated to dryness under a gentle stream of nitrogen. The dryness
extract was reconstituted in 1.5 mL of EtOAc. Silica cartridge was preconditioned with
10 mL MeOH, acetone, n-hexane and EtOAc previous to the charge. Sterols and bile
acids were eluted with 40 mL of acetone. Those 40 mL were evaporated to dryness under
a gentle stream of nitrogen and derivatized with a mixture of 125 uL of pyridine and 25

uL of BSTFA at 70 °C for 1h in an oven. That mixture was directly analyzed.

3.2.6 Instrumental analysis

A 7890 GC system coupled to a 5973 inert mass-selective detector (qQMS), both of
Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) was provided with a HP SMS column (60m
x 0.25mm, 0.25um) from Agilent. Helium was used as carrier gas at 1.5 mL min™. 2 uL
of the derivatized extract were injected in the splitless mode (2 min) at 300 °C. The GC
oven temperature programme was as follows: 180 °C was maintained for 5 min, and then
the temperature was increased at 2°C min™ to 300°C and maintained for 7 min. The gMS
transfer line temperature was maintained at 300 °C, and the ion source and quadrupole at

230 °C and 150 °C, respectively. Sterols and bile acids were analyzed simultaneously.
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Measurements were performed both in the scan (50-525 m/z) and in the SIM (Se-
lected Ion Monitoring) modes. The m/z values monitorized for each analyte were the
following: Cop (370/215), EpiCop (370/355), [*H;]-CHOL (336/375), CHOL (329/368),
Col (215/445), Camp (343/382), Stigterol (255/484), Stigtanol (215/473), [*H;]-Sit
(364/403), Sit (357/396), Lit (257/430), [*Hs]-Lit (220/435) and Deox (255/428). The

first ion was used as quantifier and the second one as qualifier.

3.3 RESULTS AND DISCUSSION
3.3.1 Optimization of the clean-up step

SPE is a useful technique to eliminate interferences from sediments extracts *'. For
that purpose, native silica based SPE cartridges was chosen according to literature ',
The column was preconditioned with 10 mL of MeOH, acetone and n-hexane. After-
wards, and in order to determine which solvent was suitable to extract the target analytes,
a solvent profile of 4 different solvents (n-hexane, DCM, acetone and MeOH) was carried
out. 1.5 mL of EtOAC were fortified with 150 ng of each analyte. Five fractions of 4 mL
(20 mL) of each solvent were added to independent cartridges each time. All the obtained
fractions were analysed by GC-MS after the derivatization step. n-Hexane and DCM did
not elute the analytes in an adequate way so both were discharged as elution solvents. 20
mL of acetone were enough to elute the sterols and 20 mL of MeOH to elute all the target
analytes (data no shown). However, the use of MeOH as elution solvent was less efficient
for sample clean-up. Thus, another solvent profile was done, just with acetone and ac-
quiring fractions of 4 mL to 40 mL. 20 mL were enough to elute all the sterols and 40

mL to elute all the bile acids. Thus, 40 mL were chosen as optimum solvent volume to

elute both analyte families.

Good recoveries were obtained for all target compounds (82-100%) using 40 mL of

acetone as eluting solvent and repeatability was always below 5%.
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3.3.2 Optimization of the microwave assisted extraction

Commonly, Soxhlet extraction was used to extract sterols and bile acids from sedi-
ments and soils '>#***!, However, the large extraction time and the high amount of sol-
vent used in Soxhlet makes this technique too time consuming and not too respectable
with the environment. In this study, the optimization of a microwave assisted extraction
has been carried out in order to reduce extraction time and the amount of solvent. A real
sample with all the analytes were used for the optimization of the MW parameters. The
presence of all the target analytes were ensured after the analysis of the sample.
DCM:MeOH (2:1, v/v) solvent mixture was used as extraction solvent according to the

literature '***,

Four variables, i.e. ramp temperature (RT, 10-25 min), sample mass (M, 2-5 g), sol-
vent volume (V, 10-26 mL) and final temperature (T, 110-150 °C), were optimized by
means of a central composite design (Statgraphics Centurion XV software, Statgraphics,

Madrid, Spain), in order to obtain the response surface of each analyte.

The data was fitted to Equation (2), where Y is the response, Xa, Xg, Xc and Xp
corresponds to RT, M, V and T, respectively, and Bi, Bij and Bii are the fitting parame-

ters.

BapXaXp + BpcXgXc + BepXpXp + BepXcXp + Bua X5 + Bgp X3 + BecXE +

Bpp X3 Eq. 2
B-coefficients with a p-value lower than 0.05 were considered as significant (Table

3.1) and were further used in order to build the response surface (Figure 3.2). All the

responses are summarized in the Table 3.2.
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A Contours of Estimated Response Surface, COP B Contours of Estimated Response Surface, CHOL
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Figure 3.2 Response surface of (4) coprostanol (Cop), (B) cholesterol (CHOL), (C) sitostanol
(Sit), and (D) deoxicholic acid (Deox) obtained from MAE central composite design. Significant
variables are illustrated for each analyte.

Table 3.1: Significant variables according to their p-value < 0.05.

Analytes RT (min, A) | M (g, B) V (mL, C) T (°C, D) AB [AC |AD (BC (BD (CD |(AA BB | CC | DD
n.s. n.s. ns. |ns. [ns. |+ ns. |ns. |ns. |- ns. |ns.
Cop n.s. -
n.s n.s n.s n.s n.s + n.s n.s n.s - n.s n.s
EpiCop n.s. -
ns. |ns.
CHOL n.s. - n.s. - ns. (ns. | ns. |+ ns. |+ ns. |-
ns. | ns ns. [ns
Col n.s. - n.s. n.s. ns. | ns. |ns. |+ ns. |-
ns. | ns. |ns. ns. | ns. |ns. ns. |ns.
Camp n.s. - n.s. - + -
ns. |ns. [ns ns. |ns. | ns ns. [ns
Stigterol | n.s. + n.s. - + -
ns. |ns. [ns ns. |ns. | ns ns. [ns
Sit + + n.s. n.s. + -
ns. |ns. [ns ns. |ns. | ns ns. [ns
Stigtanol | n.s. + n.s. - + -
n.s. n.s. ns. |ns. [ns. |ns. |ns. |ns. |ns. [ns. [ns. |ns.
Lit n.s. +
n.s n.s ns. |ns. [ns ns. |ns. |ns. |ns. |ns. | ns
Deox n.s. - +
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All sterols, except for CHOL and Sit, showed the same behaviour. As it is illustrated
in Figure 3.2A, highest values were obtained at high temperature and with the highest
amount of sample. In the case of CHOL (Figure 3.2B), interaction between V and T was
also significant. As it is observed in Figure 3.2B, highest values were obtained at high M
and V values. If V vs T is illustrated, similar behaviour was observed at high M, however,
at low mass the behaviour was just the opposite. Nevertheless, in that latter case, the

signal decreased 3 times comparing to the former.

In the case of Sit, the ramp was also significant. However, at high M, the ramp was

not significant even it was higher at high values (Figure 3.2C).

Finally, in the case of bile acids, M was just significant for Lit and Deox behaviour
was similar to that observed in sterols. For both, highest values were obtained at highest

M and highest T (Figure 3.2D).

Considering all these parameters, highest V (25 mL), highest M (5 g), highest T (150
°C) and the fastest RT (30 °C/min) were fixed as the best conditions for the extraction of
sterols and bile acids by MAE.

Finally, a time profile was carried out maintaining the fixed values from 10 min to
40 min in order to determine the best extraction time for these compounds. As it is illus-
trated in Figure 3.3, no significant differences were observed and 10 min were chosen in
order to minimize the extraction time. Therefore, 20 min were enough for the extraction
of sterols and bile acids. This methodology is faster than those obtained from literature
where commonly Soxhlet (24 — 36 h) is used as extraction technique or repeated ultra-

sonic extractions (80-90 min) (Table 3.4).
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«4=COP =@=EpiCOP =s=CHOL ===COL ==CAMP
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Figure 3.3. Extraction time (min) profile for microwave assisted extraction after obtaining the
optimum conditions.
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3.3.3 Quality parameters of the developed method

The recoveries of the method were determined using addition standard methodol-
ogy. The impossibility of obtaining blanks without target compounds made addition
standard the unique way to calculate the recoveries. For that purpose, first of all, an esti-
mation of the concentration of the analytes in the blanks was calculated. EpiCop and Cop
were at 0.4 ng/g concentration levels, Deox at 2 ng/g, Col, Camp, Stigterol, Lit and Stig-
tanol at 15 ng/g level, Sit and CHOL at 125 ng/g level. Taking into account those con-
centrations, the blanks were fortified 5 times and 25 times at higher concentrations. The
concentration of the blanks and the fortified samples were determined by triplicate. Fi-
nally, for each analyte, the concentration found was compared with the concentration
spiked (Conc.spikea VS Conc.round). The recoveries were obtained from the slope of those
graphics. As it is observed in Table 3.5, good recoveries were obtained for all the target
compounds (73%-121%). The precision of the method was calculated using the standard
deviation of the slope. The relative standard deviation (%RSD) of the repeatability was
below 14% (see Table 3.5). Besides, the precision of the method was also calculated
using replicates (n=3) of the real samples and in all the cases the %RSD values were
below 14%. Table 3.5: Quality parameters of the method. Correlation coefficient, linear
range (ng/uL), limits of quantification (LOQs, ng/g), Recovery (%) and repeatability
(n=3, %).
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Table 3.5: Quality parameters of the method. Correlation coefficient, linear range (ng/ulL), lim-
its of quantification (LOQs, ng/g), Recovery (%) and repeatability (n=3, %).

Analytes Cc‘;:;;l:i:ls:l Lll;;é;l/‘;;l)lge z;l(;/(é; Recovery % Re(g;al;asb];l)l vy
Cop 0.9991 0.1-12 5.7 88 8%
EpiCop 0.9991 0.1-12 3.2 98 4%
CHOL 0.9991 0.1-12 254 74 11%
Col 0.9990 0.1-12 11.6 95 4%
Camp 0.9991 0.1-12 1.5 82 8%
Stigterol 0.9995 0.1-12 3.9 85 8%
Sit 0.9993 0.1-12 33.0 82 7%
Stigtanol 0.9993 0.1-12 23.0 99 3%
Lit 0.9946 0.1-24 8.4 82 6%
Deox 0.9998 0.1-24 13.6 121 14%

Matrix effect was calculated spiking 150 ng of the surrogates in the blank soil (n=3)
and in the 25 mL of the MW extract solvent (n=3). Isotopically labelled compounds were
used for this purpose due to the impossibility of obtaining a real blank. The optimized
method was applied to these samples and the ratio between the blank soil recovery and
the solvent recovery was used to determine the matrix effect. Ratios of 0.82, 0.81 and
0.93 were obtained for [*H,]-CHOL, [*H;]-Sit and [*Hs]-Lit respectively. Therefore, little
influence from-the matrix is observed in the method which is corrected using the surro-

gates.

Linear regression equations were obtained by plotting the peak area/IS area versus

the analyte concentration, and correlation coefficients were always above 0.995.

Finally, limits of quantification (LOQs) were calculated. For that purpose and due
to the difficulty to obtain blanks without analytes, the LOQs were calculated with the
signals obtained from the whole procedure but without sample. LOQs were estimated as
the signal average of 4 blanks plus 10 times the standard deviation of the signal (S+10s).
As it is observed in Table 3.4, all the LOQs were at ng/g levels.

Those quality parameters are similar to those obtained from literature (Table 3.4).

Figure 3.4 shows a chromatogram corresponding to a real sample.
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Figure 3.4 Chromatogram corresponding to the real sample M12.1

3.3.4 Application to real sample from San Cristobal site and biogenic char-
acterization of the samples

Twenty-five soil samples from different fumier layers located at San Cristobal site,
Cantabria mountain range, Araba (North of Spain) were analyzed (Figure 3.1). All the

results obtained are summarized in Table 3.6.

According to the Equation 3.1; M3, M4.1, M10.1, M12.1 and M13.1 showed rumi-
nant residues (Table 3.6). In order to use this equation and ensure the ruminant residue,
the presence of Cop, EpiCop, CHOL and Stigtanol is necessary. However, the high pres-
ence of Deox in some strata, such as M8, M6.1, M5.1, M3.1, M2.1, M11, M9, M6 and
M7 make us to think about the possibility of being ruminant residue although Cop or
EpiCop were not present (see Table 3.7). Moreover, Deox/Lit ratios lower than 10:1 sug-
gest a possible human residue ', thus, this possibility has been taken into account (Table
3.6) due to the hermitage use of the rock-shelter.-Importantly, Cop can be epimerized in
the soil over time so the presence of either EpiCop or Cop could be enough to determine
the origin of the soil '**'*** On the other hand, the presence of Stigtanol suggests an

origin from ruminant. In this way, and in order to determine the biogenic origin of these
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strata, a SIMCA (Soft independent modelling by class analogy) classification was pro-
posed. For that purpose, a principal component analysis (PCA) was built with all rumi-
nants” (M3, M4.1, M10.1, M12.1 and M13.1) and not classifiable residues (M10, M14.1,
MO.1, M8.1, M7.1, M11, M1, M2, M4, M5) according to Eq. 3.1 (Figure 3.5) and the
logarithmic concentration of 5 variables (Cop, EpiCop, Stigtanol, Lit and Deox). After-
wards, two models with not classifiable residues and ruminant samples were built and
finally, the possible ruminants’ samples were classified. That way, with a confidence
level of 95%, M8, M6.1, M5.1, M3.1, M2.1, M11, M9, M6 and M7 correspond to rumi-
nants’ residues (Table 3.6). This model was not able to classify M11.1 sample. However,
this sample corresponds to the separation between the stable site and the shepherd site so
this sample could be altered. In this way, the absence of Cop or EpiCop could be at-
tributed to the transformation of one isomer to another due to time (diagenesis) and not
to the absence of ruminants’ residues '**'****. Thus, the presence either Cop or EpiCop
is enough to use in Eq. 3.2. On the other hand, the use of Deox and Lit abundances or
ratios alone for the characterization of the residues is discarded and both sterols and bile

acids families are necessary for an appropriate characterization of the residues.
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Ruminants

3o
[RA S Kol %1%

Figure 3.5. Principal component analysis for ruminant and nonclassifiable residues samples ac-
cording to Eq (3.1) (Table 3.6) and the logarithmic concentration values of coprostanol, epi-
coprostanol, stigmastanol, lithocolic acid, and deoxicholic acid. PC2 (19%) versus PCI (69%) is
illustrated.

Notably, the prehistoric age levels (Table 3.7 for samples data details) show a recur-
rent use of the site as an animal-pen for more than 2000 years of activity. Three are the
main periods of activity are observed: one from 3990+40 BP (4530-4410 cal. BP) to
4100+40 BP (4820-4750/4730-4510/4470-4450 cal. BP), the second from 4470+40 BP
(5300-4970 cal. BP) to 5490+30 BP (6310-6275/6230-6220 cal. BP) and the third from
5880430 BP (6775-6765/6750-6645 cal. BP) to 6010430 BP (6940-6780/6765-6755 cal.
BP). Between the stabling periods, there is a period without ruminant evidence. The data
table shows ** a period of time between the late Neolithic and bell-shaped level where
the use of rock-shelters as animal-pens decrease in the area (samples M9.2, M8.1, M7.1).
San Cristobal is the only rock-shelter in the area where some herding activity is observed
¥ In the rest of the rock-shelters studied in the Cantabria mountain range, a funeral use is

observed in that period, the same as in the dolmens of the area or Las Yurdinas II rock-
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shelter (meridional watershed of the area) ®’. During the excavation of San Cristobal site,
the fumier deposits levels continued in those levels so its use as an animal-pen was pro-
posed. The absence of organic compounds in the white layers and the absence of brown
and black layers (absence of ruminant evidence) apparently questioned the preliminary
hypothesis. Thus, it could be concluded that similar to other rock-shelters of the area,
along that period of time, San Cristobal rock-shelter could not be used as an animal-pen.
This evidence could suggest a conflict period among the different communities settled in
the area. However, micromorphological characterization of the sediments accumulated
during that stage of Chalcolithic have provided direct evidence of recurrent herbivore

corralling at the site®.
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Table 3.7: Radiocarbon dates from San Cristobal samples®.

Aﬁ‘j‘;"l' Sample II&:EL BP. Cal. BC. (26) Cal. BP. (26)
I oo 39495” 2580-2460 4530-4410
v M.11.1 2?;*‘3'7 4035’* /228633%'_22?27% 4780-4770/4580-4420
v Viiol | Beta | 4080+ 2860-2800/2750- 4810-4750/4700-
268468 | 40 2710/2710-2550 4660/4660-4500
vl MO1 | Beta | 4100= 2870-2800/2780- 4820-4750/4730-
W 268470 | 40 2560/2520-2500 4510/4470-4450
VIIT M@'L 225;2_1 4415’* 3350-3020 5300-4970
X M.5.1W 3?33‘1'3 49335& 3770-3650 5720-5600
X M4.1W 313%‘30 > 1305& 3970-3890/3880-3800 |  5920-5840/5830-5750
XI M2.1W 3]§’§t6"‘3' 1 54;5’* 4340-4230 6290-6180
XII M.ITW 33?2‘17'7 54395& 4360-4325/4280-4270 | 6310-6275/6230-6220
XIII M.1W 3193‘?7*‘2'1 > 537(§’i 4490-4355 6440-6305
XIII M.9S 3193‘1*;‘11'9 56;5’* 4540-4445/4415-4405 | 6490-6395/6365-6355
XIII M.4S 3193‘1*;‘12'0 56;5’* 4545-4450 6495-6400
XIII M.3W 4];‘;;*‘9'5 > 838(§’i 4825-4815/4800-4695 6775-6765/6750-6645
XIII M.58 45"1*;"‘9' . 593%& 4930-4780 6880-6730
XIII Inf M'_765é/ M e 60;5’* 4990-4830/4815-4805 |  6940-6780/6765-6755

Twenty-five samples were collected equally from different fumiers and different
combustion layers (white, brownish and black). Fourteen samples were identified from
different Neolithic periods between 6010+£30 BP (6940-6780/6765-6755 cal. BP, data
obtained from samples M6 and M7 South) and 4930+£30 BP (5720-5600 cal. BP, data
obtained from sample M5.1 West). The rest correspond to Chalcolithic periods dated
between 4470 + 40 BP (5300-4970 cal. BP, sample M6.1 West) and 4030+40 BP (4780-
4770/4580-4420 cal. BP, sample M11.1) (Figure 3.1 and 3.6 ) **. Nine of the Early Neo-
lithic samples gave positive in ruminant. All of them are either brownish or black layer
samples which correspond to cattle bed (unburned) and partially burned layers of the

fumiers respectively. On the other hand, the 5 samples where no evidence of ruminant is
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observed correspond to the white ash layers (burnt samples). The same distribution is
observed in the 11 Chalcolithic samples except for M14.1 West sample. This sample
correspond to a brownish layer, however, this location is opened to a collective grave
dating from XVI century, which could have altered the biomolecular preservation of the
sample. Taking that into account, the M11.1 sample, which is not classified in the model,
could be included in the ruminant samples due to its black colour and presence of EpiCop
at lower concentration than Stigtanol in the sample. Thus, the brownish and the black
layers are the target samples for being analyzed in the future due to the information ob-
tained from them. On the other hand, when the objective is the identification of the resi-
due, white layers could be not analyzed. The characterization of these white layers using
sterol and phytosterol is quite difficult in this scenario due to the absence of Cop, EpiCop
and Stigtanol (or low concentration) in all the white samples. Furthermore, these layers
indicative of burning can absorb the compounds leaching from layers above due to its
composition which could explain the existence of some compounds in some of the white

layers .
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Figure 3.6: lllustration of the concentration obtained in every stratum dated and squared the
ruminant residues. (4) East and west side and (B) south side.
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3.4 CONCLUSIONS

The characterization of prehistoric species from their organic residues is receiving
greater attention in archaeology. The analysis of sterols and bile acids can provide a pow-
erful biomarker approach making species identification possible. For that purpose, in this
work, the simultaneous determination of eight 5p-sterols (Cop, EpiCop, CHOL, Camp,
Stigterol, Sit, Stigtanol) and two bile acids (Lit and Deox) has been carried out optimizing
the extraction step by MW and the clean-up steps. Thus, the time-consuming extraction
and clean-up has been reduced considerably, compared to those used in the literature, in
addition to reducing the solvent volume used. Furthermore, this methodology has been
successfully used for the characterization of fumiers from San Cristobal site. Ruminants
have been detected in all brownish and black layers while white layers always give neg-

ative results.

Moreover, the use of the site as animal-pen has been confirmed during three long
periods. The study also observed the absence or lower accumulation of ruminant residues
during a stage of the Chalcolithic Period, which agrees with a possible conflict period in
the area suggested by other studies published in this area. This is the first piece of research

where these kinds of samples have been successfully characterized.
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Combined quantification of biomarkets in fumier samples from Los Husos I and Los Husos 11

4.1 INTRODUCTION

Archaeological and genetic studies have proved that approximately 12,000 years ago
hunter-gatherers from the Fertile Crescent became sedentaries and began to cultivate
plants and domesticate animals. This transition known as Neolithic Revolution was
expanded through the Mediterranean Basin '™*. In that context, from the Neolithic through
to the Bronze Age shepherds started using caves and rock-shelters as seasonal pens for

their livestocks °.

Many factors have contributed to the preservation of fumiers (Figure 4.1) all over the
years ¢, Moreover, taking into account that organic matter and therefore its composition
can survive in soils and sediments under favourable conditions, it could be a source of
information regarding to ancient farming practices and behaviours "*. One of the
strategies in order to obtain information from those facies is the study of biomarkers in

general and faecal biomarkers in particular.

Figure 4.1. Fumier located at Los Husos II. It is formed of fine sub-horizontal facies organized

in alternations of burnt, partially burnt and unburnt layers. Picture taken from Los Husos II°

Both, sterols and bile acids, belong to a biggest group of biologically active

organic compounds composed of seventeen carbon atoms bonded in four-fused rings

-103-



Chapter 4

(steroid core). They differ on the functional group attached to this steroid core. While the
former contains a hydroxyl group, the latter is carboxylated '*''. Although sterols can be
naturally found in plants, animals and fungi, some bacteria can also synthesize them.
Three major factors contribute to outstanding differences in its content in vertebrate
faeces. The first one is the diet. Animals have different diets; therefore, sterol precursors
entering the bowels also differ ', In addition, diet influences gut microbiota composition
that in turn metabolises sterols into 5B-stanols in diverse isomeric configurations .
Finally, they can be endogenously synthetized in different proportions depending on its

metabolic pathways. Therefore, overall, the combination of those three factors leads to a

“sterol fingerprint” capable of differentiating animal species.

Ruminant faeces show a higher percentage of 29-C phytosterols (B-Sit, Camp and
Stigtanol) derived from an herbivorous diet. On the other hand, omnivore faeces present
a higher rate of 27-C sterols (Cop, EpiCop, and Col)'*. More precisely, 5B-Stigtanol is
the most representative stanol of ruminants, whereas Cop is distinctive of humans, pigs

and canines .

Two are the ratios proposed to distinguish faecal biogenic origin. According to Eq.
3.4, when the value is lower than 1, the dung corresponds to ruminants, whereas when
is higher than 1, it belongs to omnivores '°. On the other hand, according to Eq. 3.5 , if
the value is lowest than 29% the sample correspond to ruminants, when the values is
between 29-65% and there is also ursodeoxycholic acid it belongs to porcine; and finally,

if the value is higher than 65% it correspond to humans '

Cop + EpiCop

Eq. 3.4
Stigtanol + EpiStigtanol ( q )

Cop 100 (Eq. 3.5)

Cop+ Stigtanol

Bile acids are also faecal biomarkers from vertebrate animals; however, its

composition differs significantly between species. They are synthesized in the liver as
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primary bile acids, stored in the gall-bladder and secreted into the intestinal lumen. Its
functions are to emulsify fats, increase lipase activity, maintain cholesterol levels stable
and help lipid absorption. Besides, once in the gut, they are metabolized into secondary
bile acids by the action of the intestinal microbiota and the vast majority is reabsorbed.
Just a small percentage (~5%) is excreted '*'*. Nevertheless, it is enough for faecal source
assignment. Ruminant show a biggest percentage of Deox, omnivores present more Lit
and Urso is specific from pigs '°. As a result, it has been established that when Deox is

ten times bigger or more than Lit, the sample belongs to herbivores '*(Eq. 3.3)

Deox
Lit

(Eq. 3.3)

All these faecal biomarkers are related with the diet so they are not useful to identify
shepherds’ practices according to herd distribution. One possibility is that females in
gestation period and new-borns could be separated from the rest of the herd to keep them
under control and not lost them. In order to study that behaviour, sex hormones
(androgens, oestrogens and progestins) could be an alternative due to their similarity with
sterols and bile acids. Even though they have never been analysed for archaeological
purposes, their faccal metabolites have been used to gather information about oestrous
cycle, pregnancy, abortion, puberty and reproductive behaviour in farm, wild and zoo
animals** . This is possible because faecal hormone concentration truly correlates with
serum fluctuations?®. The main androgen, testosterone (TT), show seasonality and
social dominance in males. Oestrogens (estriol (E3), 17B-estradiol (E2) and estrone (E1))
are primary female sex hormones and high peaks confirm pregnancy. Finally,
progesterone (PG) is the main hormone in females and it is involved in menstruation
cycle, pregnancy and embryogenesis. In contrast to other sex hormones that are excreted
through bile, faeces and urine inalterable, PG can be metabolized into 50 and 5f
pregnanes before its excretion *! although it is detected at high concentrations in faeces

and urine >+,

So far, no standard methodology for the analysis of sterols, bile acids and sex
hormones altogether from soil samples has been developed. Traditionally, sterols and

bile acids have been extracted using organic solvents, such as methanol/dichloromethane
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or chloroform/methanol, via Soxhlet or by sonication®. Afterwards, total lipid fraction is
concentrated and saponified. Then, the saponified extracts are separated by a liquid-liquid
extraction into a neutral and an acidic fraction that respectively includes sterols and bile
acids; and a further cleaned up using solid phase extraction cartridges is commonly
performed. Finally, both fractions are derivatised and analysed by means of gas-
chromatography mass-spectrometry '®'*?%27 On the other hand, sex hormones are
extracted with solvents or by centrifugation and their concentrations are determined using

immunoassays >,

Therefore, the aim of this study is (i) to develop a new methodology based on
ultrasound, liquid-liquid extraction and LC-MS analysis capable of analysing eight
sterols, four bile acids and five hormones simultaneously in an easy and fast way; (ii) to
study those faecal biomarkers from different fumier samples from Los Husos I and Los
Husos II rock shelter so as to try discover the origin of the faecal input; (iii) to verify if

sex hormones can give information according to herd distribution.

4.2. MATERIALS AND METHODS
4.2.1 Chemicals

Sex hormone reference standards E2 (99.7%), E1 (99%), TT (99.9%) and PG (99.6%)
were purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany, whereas E3 (99.7%) was
obtained from Riedel-de HaenSeelze (Steinheim, Germany). Bile acids standards
ursodeoxycholic acid (Urso, 99%), chenodeoxycholic acid (Cheno, 97%), Deox (98%)
and Lit (95%) were provided from Sigma-Aldrich. Sterols standard EpiCop (95%),
CHOL (99%), Cop (98%), Stigterol (95%), Col (94.8%), Camp (65%), Sit (95%) were
purchased from Sigma-Aldrich, epi-5p-Stigmastanol (Stigtanol, 95%) was purchased
from Chiron AS, Stikkestadveien 1, NO-7041 Trondheim, Norway, Internal standards
estradiol deuterated ([*Hs]-E2, 98%), lithocholic deuterated ([*Hs]-Lit, 98%) and
cholesterol deuterated ([*H7]-CHOL, 98%) where obtained from Sigma-Aldrich, while
B-sitosterol deuterated [*H;]-Sit, 98%) was supplied from C/D/N Isotopes (Point Claire,
Quebec, Canada).
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Organic solvents such as methanol (MeOH) dichloromethane (DCM) and ethyl
acetate (EtOAc) were procured from Scharlab (HPLC grade, Barcelona, Spain). KOH
and HCI were supplied by Scharlab and Fisher Scientific (Loughborough, UK)

respectively.

4.2.2 Sampling and storage

Los Husos I and Los Husos II rock-shelters are located in the south side of the Sierra
de Cantabria (Elvillar, mid-upper Ebro Valley, north-central Spain)”**.
Micromorphological analysis have demostrated the use of both sites to shelter herbivores’
.Sedimentary layers form Los Husos I (Figure 4.2a) date from the Bronze Age (1020-
2210 B.C), while Los Husos II (Figure 4.2b) sediments are older and date from the

Neolithic age (3630-5040 B.C) %,

38 samples (19 from Los Husos I and 19 from Los Husos II) were collected from
successive stabling accumulations using a small gardening shovel, a spatula and a
masonry brush. All the material was cleaned with MeOH and Milli-Q water. Soil samples
were wrapped in aluminium foil and stored in separately zip-bags at a constant
temperature of 4°C. Once in the laboratory, soil samples were sequentially grinded into
a fine powder in a pestle and mortar, dried at 90°C for 12h, sieved until 60um particle
size fraction and stored at -80°C until its analysis. Special attention was given to all the
cultural layers covering the full chronological span at both sites. In addition the most
representative sedimentary facies were sampled to enable correlation of results in terms

of composition and formation process
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Figure 2b

mmsnsm \
NN ABCDEFG \
LOS HUSOS -I- \ sn LOS HUSOS -II

Figure 4.2 a) Los Husos I, plan of the rock-shelter including both early (1965-1970) and recent
(1999-2001) excavation areas; b) Los Husos II, plan of the rock-shelter and excavation area.
Images taken from’

4.2.3 Ultrasound bath extraction

5 g of the archaeoalogical sample were weighed in falcon tubes. Then, 25uL of the 10
mg L' internal standard solutions were added ([*Hs]-E2, [*Hs]-Lit, [°H7]-CHOL and
[*H/]-Sit) and sterols, bile acids and hormones were ultrasonically extracted (Ultrasons,
JP.Selecta, Barcelona, Spain) with a mixture of 25mL DCM:MeOH (2:1 v/v) for 30 min.
Afterwards, the mixture was centrifuged 5 minutes at 4,200rpm (UNICEN, Ortoalresa,

Spain). Finally, the supernatant was collected and dried under a gentle stream of nitrogen.

4.2.4 Saponification step

The dried extracts were saponified by adding 5 mL of 2M KOH (MeOH:H,O, 10:1
v/v) and incubated at 100°C for 90 min.

4.2.5 Liquid-liquid extraction

5 mL 2M HCI/H,O were added to the saponified extracts in order to acidify the
solution (pH = 2 < x < 4). Afterwards, a continuous liquid-liquid extraction with DCM

(2 x 10 mL) was carried out. The lower organic phase was collected in new falcon tubes
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and evaporated to dryness under a gentle stream of nitrogen. The extract was redissolved
in 250 pL of MeOH. Finally, after centrifuging for 5 min at 13,000 rpm (Centrifuge
5415R, Eppendorf, Hamburg, Germany) the supernatant was transferred to

chromatography vial inserts.

4.2.6 LC-MS analysis

Samples were analysed on an Agilent 1290 infinity liquid chromatography system
(Palo Alto, SA, USA) consisting of 1290 binary pump, 1290 autosampler and Infinity
TCC oven modules. The chromatographic separation was performed on an Ascentis
Express Cis HPLC column (15 c¢cm, 3.0 mm, 2.7 um; Supelco, Sigma-Aldrich). The
temperature of the column was set at 35°C. The mobile phase consisted of a gradient
eluting phase. Solvent A was MilliQ water and solvent B was MeOH. The elution of the
analytes was achieved with the following solvent gradient: 0 min 35% A and 65% B; 3
min 26.3% A and 73.7% B; 4 min 25.0% A and 75.0% B; 8 min 15.0% A and 85.0% B;
10 min 1.6% A and 98.4% B; 20 min 0.9% A and 99.1% B; 22 min 0.0% A and 100%
B; 23 min 35.0% A and 65.0% B. The flow rate of the mobile phase was set to 0.6

mL-min” and the volume of injection was 1uL.

The mass spectrometer (Agilent 6120) was configured for atmospheric pressure
chemical ionization (APCI). The scan event was conducted in a positive ion mode.
Source conditions were as follows: capillarity voltage, 3000V; drying gas temperature,
300°C; drying gas flow, 3.0 L min™'; and nebulizer gas pressure, 20 psig. Measurements
were performed in selected ion monitoring (SIM) mode. Table 4.1 shows retention times

and quantifier and qualifier ions of all compounds.
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Table 4.1 LC-MS details for hormones, bile acids and sterols.

Retention time Quantifier Qualifier
(min) ion ion
E3 1.46 271.1 253.1
[*H;]-E2 2.906 258.2 249.1
E2 2.92 255.2 271.0
El 3.025 271.1 253.1
TT 3.331 289.2 271.1
Urso 3.97 357.2 358.2
PG 4.983 315.2 313.1
Cheno 7.69 357.2 339.1
Deox 7.864 357.2 355.0
[*Hs]-Lit 9.194 364.3 346.3
Lit 9.539 359.3 341.2
EpiCop 14.96 371.3 385.3
[*H;]-CHOL 15.53 376.4 390.3
CHOL 15.61 369.3 383.3
Cop 15.88 371.3 385.3
Stigterol 16.27 409.3 395.3
Col 16.31 371.3 383.2
Camp 16.36 397.3 383.3
[*H]-Sit 16.98 404.4 418.3
Sit 17.09 397.3 411.2
Stigtanol 17.96 399.3 413.4

4.3. RESULTS AND DISCUSSION
4.3.1 Optimization of the sonication time and extraction efficiency

Sonication procedure was optimized using blank soil samples spiked at low and high
concentrations for all compounds. In order to determine the low and the high
concentration, the limit of detection (LOD) of each compound was approximately
calculated from three blank replicates. Three times the average of the signal plus three
times the standard deviation was used to determine the LODS (Spiankt3Sbiank). When no
signal was observed three times the chromatographic noise was used to calculate LOD
(S=3N). Thus, the sample was spiked at 2xL.OD for low concentration and 10xLOD for

high concentration. Each concentration level was developed by triplicate.
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Afterwards, two different sonication times were studied (15 and 30 min). Following
to the extraction, saponification step, liquid-liquid extraction and LC-MS analysis were
carried out for each sample. As first approach, an instrumental calibration was used to
calculate the apparent recoveries at two extraction times (corrected by deuterated
analogues). As it is observed in table 4.2, the apparent recoveries were too low at two
concentration levels with 15 min of extraction. Besides, some analytes such as TT, PG,
CHOL, Sit and Stigtanol were not extracted. Increasing the extraction time, the apparent
recoveries improved (table 4.2). However, due to the matrix effect, some analytes
recoveries were higher than 200%. Therefore, a procedural calibration (calibration in a
blank matrix) was carried out in order to improve the apparent recoveries and reduce the

matrix effect.

In that case, the apparent recoveries obtained were acceptable (70-129% at low
concentration and 65-110% at high concentration) except for TT and RSD% values were
always below 25%. Thereafter, procedural calibrations were used for analyte

concentration calculation and TT quantification was discharged.

To sum up, evidence suggests that efficiency and reproducibility of the extraction is
optimum when combining 30 min of sonication with the use of procedural calibration

curves for estimating final analyte concentration.

4.3.2 Methodology quality assurance parameters
4.3.2.1 Calibration curves correlation coefficient and stability

Six instrumental calibration standards with crescent concentrations (0.05; 0.1; 0.3; 1;
3 and 5 pg mL™") of each compound plus 1 pg mL™ of the surrogates were prepared.
Instrumental calibration curves where then obtained by plotting the ratio peak area of
each compound to the peak area of the surrogates against the compound concentration.
Squared correlation coefficient (r*) was higher than 0.99 for all compounds. Additionally,
long-term stability of calibration standards was evaluated by comparing calibration
curves slopes of freshly standards with those obtained after storing the standards 35 days
at -38°C. After performing F-fest and t-test, it was determined that E3, TT, Urso, PG,
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Cheno, Deox, Lit, Sit and Stigterol calibration curves were statistically different (p-
value<0.05), meaning that those compounds are not long-term stable. Consequently,

calibration curves have to be prepared previous to the analysis.

Six procedural calibration standards were also prepared by spiking blank soil samples
so as to have a final increasing concentration (10; 25; 50; 150; 250 and 500 pg g') of
each analyte plus 50 ug g of the internal standards. Three blanks were simultaneously
processed in order to subtract the innate analytes response. All procedural calibration
curves gave good linearity with r* values greater than 0.99. Short-term stability was
assessed by storing the standards for 5 days at -38°C. r* values were lower than 0.98
meaning that all compounds losed linearity due to degradation. As a result, procedural

curves have to be prepared previous to the analysis.
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4.3.2.2 Study of the matrix effect

As mentioned above, blank soil is not absolutely blank for some compounds, such as
CHOL,; as a consequence, both instrumental and procedural matrix effect were measured

using deuterated compounds.

Instrumental matrix effect was assessed by comparing analyte predicted
concentrations acquired after spiking already processed blank soil with 1 ug mL™"' of
[’Hs]-E2, [*Hs]-Lit, [’H7]-CHOL and [*H;]-Sit with those obtained from unextracted
compounds. Concentrations were obtained extrapolating analytes response in the
instrumental calibration curves. While no matrix effect was apparent for [2Hs]-E2 and
[*Hs]-Lit (102.2% and 112.28% respectively), [?H;]-CHOL and [*H;]-Sit ionizations
were negatively supressed (25.9% and 27.0% respectively).

On the other hand, procedural matrix effect was quantified by comparing analyte
predicted concentrations acquired after processing blank soil spiked with 1 pg mL™" of
[*H3]-E2, [*Hs]-Lit, [*’H7]-CHOL and [*H;]-Sit with those obtained from processing
25mL of the extract solvent spiked with the analytes. In that case, concentrations were
extrapolated using the procedural calibration curves. Even though [*H;]-E2 and [*Hs]-Lit
ionizations were slightly enhanced (121.4% and 126.9%) and [*H,]-CHOL and [*H;]-Sit
ionizations were lightly supressed (62.0% and 60.7%), results were still acceptable.
Besides, it corroborates the necessity of using the procedural calibration curves plus

correction with surrogates to minimize the influence of the matrix effect.

4.3.2.3 Calculation of detection and quantification limits

Detection limits (LOD) and quantification limits (LOQ) were calculated using the
signals obtained after processing 25mL of the extract solvent just spiked with the

deuterated compounds. Two different criteria were used to calculate these limits:

e No peaks in the blank: Sy op and SLoq were calculated with the signal-to noise ratio

(S/N) 3:1 and 10:1 respectively.
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e Peaks in the blank: In this case, limits were calculated using the signal and its

standard deviation as it is shown in eq. 3.6 and 3.7.
SLOD = § + 35 and SLOQ = § + 1OS (Eq. 3.6 and 3.7)

So in all, for the hormones, bile acids and EpiCop, Stigterol and Camp, Crop and
CLoq values ranged between 11 to 37 ng g and 38 to 126 ng g respectively. On the
other hand, Crop and Croq for Col, Cop, Sit and Stigtanol, stayed between the intervals
102 to 162 ng g and 131 to 294 ng g’ respectively.

4.3.3 Analysis of the archaeological samples

4.3.3.1 Source identification

38 samples from several fumiers and different facies located at Los Husos I and Los
Husos II were analysed. Sterol and bile acid profile of each sample is summarized at
Table 4.3 and Figures 4.3 and 4.4. In general, all the sterols studied were detected in all
the samples except for EpiCop and Urso (Table 4.3). The absence of EpiCop could be
attributed to the fumiers composition, where there is a conversion of EpiCop to its epimer
Cop. On the other hand, Stigtanol is detected in all samples but in low concentration.In
the case of Los Husos I (Figure 4.3), the higher concentration of sterols has been found
in the no burned orange facies (HI 14 and HI16), middle concentration in the black facies
(HI12 and HI 10) and low concentration in grey facies (HI 15 and HI 11), however, in
the last grey layer (HI19) the highest levels of Stigtanol was found. In the case of the bile
acids, the higher concentration of Deox was found in the black facies (HI 2, HI 6, HI 9,
HI 12 and HI 12) and in the grey (dung ash) facies (HI19). Besides, the distribution and
the pattern along the facies is very different in both, sterols/phytosterols and biles acid.
That could be attributed to poor conservation of the site and the possible oxidation of the

facies and the analytes.
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Figure 4.3. [llustration of the faecal biomarkers concentration (ng/g) obtained in each fumier
samples from Los Husos L.

On the other hand, in the case of Los Husos II, the higher concentration of sterols
has been found in the brown facies (HII 2, HII 16, HII 4 and HII 12) and low
concentration in black facies (HII 6, HII 17, HII 1 and HII19). That results were expected
due to the thermal exposition of black ones. On the other hand, the grey facies (HII 10)
has been studied, gave similar concentration to HII 8 and HII 18 black layers, both of
them located above and below that grey facies. In the case of the bile acids the greater
concentration of Deox and Lit was found in the layers (HII 19, HII 13, HII 6, HII 7, HII
4, HII 17, HII 10), and as noted before, the presence of high concentration of Deox can
be very valid evidence of more activity in the pens along those periods of time. Thus,
Level IV shows lower activity than the others and Level V and VI shows the highest
activity. Level VII and IX do not show a clear tendency and low and high activities are
obseved. In Level VII, HII19, shows the highest activity of all the facies analyzed.
Curiously, HII10 again (grey facies) shows higher concentration of bile acids than its

previous and later facies (black facies). That could be explained due to the lixiviation of
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the target analytes from the black facies above (HII8) which is the facies with lowest bile

acids concentration.
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Figure 4.4. lllustration of the faecal biomarkers concentration (ng/g) obtained in each fumier

sample from Los Husos II.

In order to determine the provenance of the sediments, Eq. 3.1 and Eq. 3.2 were
used. The main objective of using those equations was to evaluate the differences and
coincidences obtained using each equation. When we were trying to characterize the
residues into ruminant or omnivore, based on its sterol ratio (Eq. 3.1 or Eq. 3.2) and bile
acid ratio (Eq. 3.3), did not always lead to the same conclusion. For instance, according
to Eq. 3.3 all the samples gave positive in ruminant residues (Table 4.3), for that, the
concentration of Deox has to be, at list, 10 times higher than Lit concentration; whilst the
result of Eq. 3.1 gave positive in ruminant in only 8 samples (HI 12, HI 8, HII 3, HII14,
HII15, HII17 and HII 19), in the rest of samples give positive in omnivore or no

classifiable samples and Eq. 3.2 gave always positive in omnivore, except for HII19.
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Consequently, this mismatch between both ratios leaded to the possibility that
maybe one of them was failing to identify the faecal source in fumier structures.
Therefore, in order to clarify which ratio might be wrong, we checked results with
archaeologists hope to find and in view of remains (bones and other evidences) found in
the fumiers, Eq. 3.3 ratio was chosen to characterize the samples. And finally, in order to
determinate why the resuls of the Eq. 3.1 ratio were wrong, the lower concentration of
Stigtanol found in the samples as the main reason (Table 4.3).

In order to compare all ruminant and not classifiable residues, the logarithmic
concentration of 6 analytes (Stigtanol, Cop, CHOL, Deox, Cheno and Lit) were used to
make a principal component analysis (PCA) of each rock-shelter separately. For this
purpose, we used the commercially available software The Unscramble 9.7.

In the case of Los Husos I with a confidence level of 82% this model was no able to
classify biogenic origin. However, brown and black samples with the rest of samples
separation was possible (Figure 4.5) except in the case of HI 17 and HI 8. May be, the
lower concentration of biomarkers in those samples by degradation could be an important
reason in the no classification with other ones. Thus, the behaviour of black and brown

facies are similar compared to the rest.
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Figure 4.5 Principal component analysis for Los Husos I residues samples according to the

logarithmic concentration values of Cop, EpiCop, Stigtanol, Lit, and deox. PC2 (21%) versus PC1

(61 %) is illustrated.

On the other hand, in the case of Los Husos II, PCA was no able to show any group

and residual variance was very poor (Figure 4.6).
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Figure 4.6 Principal component analysis for Los Husos Il residues samples according to the

logarithmic concentration values of Cop, EpiCop, Stigtanol, Lit, Cheno and Deox. PC2 (27%)
versus PC1 (43 %) is illustrated.

In order to improve that variance, bile acids variables (Cheno, Deox and Lit) was

just considered to make de PCA. That way, black and brown facies were separated each

other (Figure 4.7), except HII 12 brown layer (the oldest facies) which was grouped with

black facies and HII16 which corresponds to the facies with the lowest bile

acids’concentration. This model describes the 92% of the variation (PC1, 77% vs PC2,

15%).
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Figure 4.7 Principal component analysis for Los Husos Il residues samples according to the
logarithmic concentration values of Lit, Cheno and Deox. PC2 (27%) versus PCIl (43 %) is

illustrated.

Due to the high leverage of sample HII 16 (lowest bile acid concentration sample)

and the possible high influence in the grouping, we decided to remove it from the model.

As it is observed in Figure 4.8, that model describes the 91% of the variation PC 1(79%)

versus PC 2 (12%) and a better black and brown separation had been obtained, but similar

to previous model (Figure 4.7), HII 12 and HII 13 brown layers behaviour is similar to

black ones (Figure 4.8).
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Figure 4.8 Principal component analysis for Los Husos Il residues samples according to the
logarithmic concentration values of Lit, Cheno and Deox. Ruling the brown sample HII 16, PC2
(12 %) versus PC1 (79 %) is illustrated.

4.3.3.2 Hormone analysis

In order to determine possible shepherds’ practices such as the separation of females

in gestation period and new-borns from the rest of the herd, sex hormones were analysed.

As it is shown in Figure 4.9 and Figure 4.10, just PG is present in the samples, revealing

a higher resistance towards degradation in soil.

In the case of Los Husos I, the higher concentration of PG was found in the HI 19,

HI12, HI 17, HI11 and HI 9 facies and HI 19, a grey facies (dung ash) shows the highest

concentration (Figure 4.9)
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Figure 4.9. [llustration of the progesterone (PG) concentration (ng/g) obtained in each fumier
samples from Los Husos L.

On the other hand, in Los Husos II, the highest concentration of PG was found in
the layers (HII 6, HII 4, HII 17 and HII 12), all of them brown and black layers (figure
4.10).
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Figure 4.10. lllustration of the progesterone (PG) concentration (ng/g) obtained in each fumier
samples from Los Los Husos I1.

However, those high concentrations could be related with pregnant females and,

recently given birth and lambs or with the high amount of sheep in the herd, so a

normalization of those values is necessary. Therefore, PG concentration were normalized

with Deox concentration (Figure 4.11 and Figure 4.12). In these figures, grey facies have

been eliminated due to their low bile acids concentration, which disrupted the results.

Those figures show that in facies HI115 and HII16 was a higher excretion of hormones

than usual and that could be related with shepherds’ practices such as the separation of

females in gestation period and new-borns from the rest of the herd.
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Figure 4.11 [llustration of the progesterone/deoxycholic acid ratio (PG/Deox) obtained in each
Sfumier samples from Los Husos 1.
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Figure 4.12 [llustration of the progesterone/deoxycholic acid ratio (PG/Deox) obtained in each
fumier samples from Los Husos II.

4.4. CONCLUSIONS

To conclude, a simultaneous determination of four sex hormones (E3, E2, E1 and
PG), four bile acids (Urso, Cheno , Deox and Lit) and seven sterols (EpiCop, Cop, Col,
Stigterol, Camp, Sit and Stigtanol) has been successfully achieved by combining
sonication and liquid-liquid extraction with LC-MS analysis. Additionally, this
procedure has been able to identify practically samples from Los Husos I and II as

ruminant faeces.

Furthermore, this study has pointed out that Eq. 3.1 is not appropriate in this study

because the low concentration of Stigtanol present in the samples.

Finally, PG concentration was present in many of the facies studied and the pastoral

activity indicator PG/Deox ratio has been proposed.
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Caracterizacion de residuos organicos de la cueva de El Mirador

5.1 INTRODUCCION

La cueva de El Mirador como enclave destacable ha sido objeto de multitud de
estudios arqueoldgicos. En la década de los 70 se realizo la primera excavacion de donde
se pudieron recuperar diferentes objetos pertenecientes al Calcolitico y la Edad del
Bronce'. Posteriormente, en 1999, se retomaron los trabajos de excavacion y se realizo
un Sondeo Central de 6 m” de didmetro y 20 m de profundidad de los que se extrajeron 5
m de nivel Holoceno y 15 m de depdsito Pleistoceno que estaba formado por grandes
bloques procedentes del desplome de la boveda de la cueva (Figura 5.1)>*El nivel
Holoceno del Sondeo Central se puede dividir en un total de 26 subniveles que datan
desde el Bronce Medio hasta el Neolitico. Por otro lado, con el objeto de poder avanzar
con seguridad hacia el interior de la cueva se han realizado excavaciones en dos sectores
adosados a las paredes, el sector 100 situado en la parte NO y el sector 200 situado en la

parte NE (Figura 5.1).
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< \
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Facies del Sector Central

Figura 5.1 Cueva del Mirador’, descripcion detallada de las diferentes facies del sector central.
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Tras un analisis de los diferentes niveles estratigraficos del Sondeo Central, se sabe
que ese conjunto sedimentolégico, no es mas que el cimulo de excrementos de origen
animal quemados y parcialmente quemados, que junto con la materia vegetal se han ido
acumulando en la cueva debido a la actividad pastoril originada por la estabulacion de
ganado®.Este conjunto estratigrafico presenta una variabilidad lateral y vertical en su

forma debida fundamentalmente a tres factores’:

e La quema periodica de estiércol, que genera una consecucion de capas con o sin

alteracion térmica.

e La intervencion del ser humano en la organizacion del espacio, que genera una
acumulacion del estiércol en montones, en un momento previo a la quema para

facilitar la misma.

e Los procesos postdeposicionales, entre los que destacan las bioturbaciones y

pisoteo, que son provocados tanto por seres humanos como por animales.

Con el objeto de poder documentar la variabilidad del conjunto estratigrafico se ha
empleado el concepto sedimentario de facies o capas, que corresponde al conjunto de
caracteristicas litologicas consideradas desde un punto de vista de su formacion (Tabla
5.1). Este conjunto de caracteristicas litologicas se repiten recurrentemente y llevan un
orden: la capa de cenizas (facies b, g) y de acumulacion de carbones (facies n) se
superponen a sedimentos alterados térmicamente (facies q) o sedimentos organicos
(facies o). En otras zonas del yacimiento, facies arcillosas (facies t o v/vl) se alternan con

acumulacion de excrementos sin combustionar o con combustion parcial (facies d)’.

En la secuencia Neolitica es importante destacar la buena conservacion de los
depositos y sus niveles, ya que se ha podido comprobar mediante estudios
paleomagnéticos la uniformidad en la orientacion de las cenizas®’ en su estado original
de formacién. Por el contrario, en los niveles superiores de la Edad del Bronce la
bioturbacion provocada por madrigueras de conejos y zorros son abundantes y ha

afectado a la integridad de la secuencia.
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Tabla 5.1: Descripcion de las facies identificadas en la cueva de El Mirador e interpretacion de
su posible origen*®’. Aparecen clasificadas seguin si presentan alteracion térmica (a.t), si no la
presentan (n.a.t,), si son carbonosas (carb,), cenicientas o estan bioturbadas (bt.)>*%.

a Facies compuesta por limos arcillosos. Presenta materiales presentes en otras facies, como
los esferulitos, cenizas o fitolitos, pero en menor cantidad y mezcladas con el material
arcilloso. Destaca también la abundancia de oxalatos de calcio en comparaciéon con los

- fitolitos. Se trata d una facies derivada de la removilizacion de sedimentos a causa de la

< actividad en la cueva.

= v/vl | Facies compuesta por material de origen biogénico (esferulitos y fitolitos) y material
geogénico (detritos limoso-arenosos). Su origen estaria en la reelaboracion a corta distancia
del estiércol del ganado por la superficie del yacimiento durante la estabulacion, Su
compactacion probablemente, se deberia al trampling.

b Acumulaciones de cenizas casi puras con fragmentos de carbones. Abundancia de
coprolitos, esferulitos y fitolitos y, en ocasiones, también material detritico. Esta mezcla
puede deberse al piso o a otras causas posdeposicionales. El origen de la facies b seria la
combustién de material vegetal.

§ f Facies muy fina de 1 mm compuesta por cenizas blanquecinas y con fibras vegetales todavia

g visibles a nivel macroscopico, Podria tratarse del fruto de la combustion in situ de un

5 material como la paja, muy probablemente, de trigo.

§ g/bg | Acumulaciones de cenizas casi puras con fragmentos de carbones. Muy similar a las facies
b y f pero con un mayor contenido de esferulitos y fitolitos.

1 Limos verdosos con abundantes cenizas, probablemente reelaborados.

m | Acumulaciones de cenizas de color marrdn claro mezcladas con fragmentos de carbones
milimétricos.

S Sedimento ceniciento fuertemente deformado.

tf | Limos con abundantes cenizas de color variado.

= n Acumulaciones de fragmentos de carbones milimétricos y centimétricos.
S d Sedimento organico de color gris oscuro, compuesto por excrementos de animales
descompuestos.

0 Acumulacién de materia orgénica, de color gris oscuro a negro, en la que los excrementos

= pueden diferenciarse a nivel macroscépico.

q Limo arcilloso de color marrén.

_‘g p Partes de fumier bioturbado.

Para los analisis de la presente Tesis se han empleado muestras del sector 100 y 200,
que son sectores en los que se sigue trabajando a dia de hoy. Se trata de los sectores
adosados en las paredes de la cueva y presentan las mismas caracteristicas

sedimentoldgicas que el sondeo central descrito anteriormente.

En el caso de la cueva de El Mirador, a diferencia de San Cristobal, Los Husos y
Pefia Larga, los restos 6seos de especie animal encontrados en los niveles excavados son
abundantes y la mayoria de origen ovicaprino. Ademas, la cantidad de restos 0seos

neonatos encontrados en el sector 200 es mayor que en el sector 100. Esta curiosidad,
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hace pensar a los arqueodlogos, la posibilidad de que el pastor separase las reses
dependiendo del estado gestacional y/o que tras el parto las madres con sus crias fuesen

separadas del resto.

Por todo ello, el objetivo principal en este yacimiento no es la determinacion de la
naturaleza del animal estabulado, que es interesante pero no fundamental en este caso,
sino establecer si realmente se estabulaban las hembras parturientas y paridas separadas
del resto del rebafio junto con sus crias. Para ello, se desarrollé un método analitico de
extraccion y analisis conjunto de hormonas, acidos biliares, esteroles y fitoesteroles
mediante microondas y LC-MS. Este nuevo método permitira determinar el origen
animal de los restos, al igual que en el resto de los yacimientos, y establecer el aspecto
de la separacion de las reses, utilizando las hormonas como marcadoras del ciclo

reproductivo, la pubertad y abortos.

Del mismo modo, se va a realizar una caracterizacion de las facies mediante pirolisis
acoplada a GC-MS para determinar posibles diferencias entre ellas debido a la

descomposicion de la lignina.

5.2 MUESTREO, ALMACENAMIENTO Y HOMOGENIZACION DE LA
MUESTRA

Se han recopilado un total de 33 muestras de los sectores 100 y 200. En la Tabla 5.2,
se describe la nomenclatura, sector, nivel, afio y tipo de facies de cada una de las muestras

recogidas durante los afios 2017 y 2018.

Cada una de las facies de los diferentes niveles se muestre6 con la ayuda de una pala
de mortero de acero inoxidable que se lavaba con metanol y agua Milli Q después de la
recogida de cada muestra. Todas las muestras se tomaron partiendo de bloques

rectangulares de 0,8 m de largo y 0,6 m de ancho.

Mediante esta metodologia se obtuvieron cantidades de muestra entre 30 gy 1 kg

de las diferentes facies. Estas muestras se recogian en papel de aluminio y se guardaban
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en bolsas termoselladas de PP, manteniéndose en refrigeracion a 4°C durante el muestreo

y transporte, conservandose, finalmente, a -82°C hasta su analisis en el laboratorio.

El proceso de homogenizacion en las muestras de El Mirador, fue el mismo que se
realiz6 con las muestras recogidas en los yacimientos de la Sierra de Cantabria (seccion

3.2.2).

Tabla 5.2: Muestras analizadas del yacimiento arqueologico del El Mirador donde se detalla el

sector de muestreo, el nivel al que corresponde y el tipo de facies.

Muestra Sector Nivel Episodio Afio (BP cal. 95%) Tipo de facies
AM3 n (carbonosa)
MIR104 3680-3480 —
AM4 100 tf (cenicienta)
AM21 a (n.a.t)
MIR105 ?7?
AM22 a (n.a.t)
AM1 g (cenicienta)
AM2 v (n.a.t)
AM23 vl (n.a.t)
AM24 200 MIR205 5842-5610 g (cenicienta)
AM25 tf (cenicienta)
AM26 tf (cenicienta)
AM27 v (n.a.t)
AMS5 b (cenicienta)
AM6 1 tf (cenicienta)
AM7 n (carbonosa)
AMS g (cenicienta)
AM9 2 m (cenicienta)
AM10 n (carbonosa)
AM11 m (cenicienta)
MIR107 6491-6320 —
AMI12 g (cenicienta)
AM13 3 b (cenicienta)
AM14 tf (cenicienta)
AMI15 100 n (carbonosa)
AMI16 g (cenicienta)
AM17 4 tf (cenicienta)
AM18 n (carbonosa)
AM19 v (n.a.t)
AM20 vl (n.a.t)
AM28 v (n.a.t)
MIR108 6447-6310
AM29 v (n.a.t)
AM30 g (cenicienta)
AM31 a(n.a.t)
AM32 a(n.a.t)
MIR109 6795-6655 —
AM33 b (cenicienta)
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5.3 CARACTERIZACION DE MUESTRAS ARQUEOLOGICAS POR
MEDIO DE MW-LC-MS

5.3.1 Reactivos y disolventes

Los patrones de las hormonas sexuales, el 17B-estradiol (E2, 99,7%), la estrona (E1,
99%), la testosterona (TT, 99,9%) y la progesterona (PG, 99,6%) fueron suministradas
por Sigma-Aldrich® (Madrid, Espafa) mientras que el estriol (E3, 99,7%) fue
suministrado por Riedel-de Haén (Streiheim, Alemania). Los acidos biliares, el acido
ursodeoxicolico (Urso, 99%), el acido quenodeoxicolico (Cheno, 97%), el acido
deoxicolico (Deox, 98%) y el acido litocolico (Lit, 95%) fueron suministrados por
Sigma-Aldrich® (Madrid, Espafa). Los esteroles, el epicoprostanol (EpiCop, 95%), el
colesterol (CHOL, 99%)), el coprostanol (Cop, 98,5%), el estigmasterol (Stigterol, 95%),
el colestanol (Col, 94,8%), el campesterol (Camp, 65%), el B-sitosterol (Sit, 95%) fueron
suministrados por Sigma-Aldrich® (Madrid, Espafia), epi-5B-Stigmastanol (Stigtanol
95%)Stigtanol, 95%) fue suministrado por Chiron AS, Stikkestadveien 1, NO-7041
Trondheim, Noruega, Los analogos deuterados, el estradiol deuterado ([*H]-E2, 98%),
el acido litocolico deuterado ([*Hs]-Lit, 98%) y el colesterol deuterado ([?°H7]-CHOL,
98%) fueron suministrados por Sigma-Aldrich® (Madrid, Espafia). El B-sitosterol
deuterado ([*H;]-Sit, 98%) fue suministrado por C/D/N Isotopes (Point Claire, Quebec,
Canada).

Los disolventes organicos como el metanol (MeOH), diclorometano (DCM) y
acetato de etilo (EtOAc) y hidroxido de potasio (KOH) fueron suministrados por
Scharlab (HPLC grade, Barcelona, Espafia), Finalmente, el acido clorhidrico (HCI) fue

suministrado por Fisher Scientific (Loughborough, Reino Unido).

5.3.2 Extraccion asistida por microondas (MAE)

La extraccion de las muestras se realizd mediante el método optimizado (seccion

2.3.2). Se pesaron 5 g de las muestras homogenizadas en las vasijas del microondas junto
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con un iman agitador, A estas muestras, se le afiadieron 250 ng de los analogos deuterados
y 25 mL de una mezcla 2:1 de DCM/MeOH. Una vez cerrado los vasos de TFM
(Chemgreen, 100 mL), la extraccion de las muestras se llevo a cabo en un microondas
modelo CEM Mars 5 (Matthews NC, USA) a una potencia de 1600W. La extraccion se
realizé en gradiente de temperatura: subiendo a 150 °C durante 15 min y manteniéndola
durante otros 15 min. Una vez finalizada la extraccion, todas las muestras se
centrifugaron a 4.200 rpm (Allegra™ X-22R Beckman Coulter, Pasadena, USA) y se

recogio el sobrenadante para su posterior saponificacion.

5.3.3 Saponificacion

El extracto procedente de la MAE se evaporo hasta sequedad con un flujo constante
de aire sintético, A continuacion, se le afladieron 5 mL de una concentraciéon de KOH 2M
disuelta en una disolucion de MeOH:H,O (10:1 v/v) y se le sometié a un tratamiento
térmico de 90°C durante un periodo de 1,5 h en tubos conicos de centrifugacion de 25

mL.

5.3.4 Extraccion liquido-liquido

Previamente a la extraccion liquido-liquido, al extracto saponificado se le afadieron
SmL de una disolucion de HCl 2M y a continuacion se ajustd el pH entre 2-4.
Posteriormente se procedié a realizar una extraccion liquido-liquido en dos pasos
mediante el uso de 2x10 mL de DCM. Finalmente, los 20 mL fueron evaporados hasta
sequedad y reconstituidos en 250 pL. de MeOH y tras una centrifugacion a 14.000 rpm el
sobrenadante fue analizado mediante LC-APCI-MS. En la Figura 5.2 se resumen las

diferentes etapas del método analitico desarrollado.
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EXTRACCION POR MAE CENTRIFUGACION EVAPORACION SAPONIFICACION

3= e ||

——
L=y —
0-150" C durante 10 min Evaporacién hasta sequedad 90°C1,5h

5g muestra 4000 r.p.m

. ( mantiene 10 min a 150° C) reconstituir SmL KOH (2M)
250uL PI
M LC-MS
25mL (DCM/MeOH v/v
R A
1 ’ v ‘
= 1%
CENTRIFUGACION EVAPORACION EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO AJUSTE DEL pH

250ul MeOH

Evaporacién hasta sequedad 2X 10mL DCM Afade SmL HCL(2M) ajuste pH 2-4
reconstituir en 1,5mL EtOAc +

Smin agitacién mecénica
Figura 5.2. Resumen de los procedimientos analiticos de tratamiento de la muestra realizados

hasta su andlisis por LC-MS.

5.3.5 Analisis instrumental LC-APCI-MS

La separacion cromatografica de los analitos se llevo a cabo en un sistema LC de
Agilent 1290 infinity (Palo Alto, SA, USA). La columna cromatografica empleada fue
una Ascentis®Express (Cis HPLC, fused-15cm; 3,0mm; 2,7um) suministrada por Sigma
Aldrich® (Madrid, Espaiia).

La columna se termostatizo a 35°C. Se trabajo con elucion en modo gradiente y las
fases moviles estaban formada por una fase A de agua-Milli Q y una fase B de MeOH.
Fijandose un gradiente de flujo que es el siguiente: 0 min: 35% A y 65% B; 3 min 26,3%
Ay 73,7% B; 4 min 25% A 'y 75% B; 8 min 15% A 'y 85% B, 10 min 1,6%A y 98,4% B;
20 min 0,9% Ay 99,1 % B; 22 min 0,0% A y 100% B; 23 min 35% A y 65% B, un flujo

constante de la fase mévil de 0,6 mL/min y un volumen de inyeccion de 1 pL.

El espectrometro de masas empleado en la deteccion fue un Agilent LC/MS Mod,
61947 A (Agilent Technology) trabajando en modo de ionizacion positiva. El control del

sistema de LC y la automatizacion del inyector se hizo bajo control del software de
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Agilent Chemstation. El espectrometro de masas se configuré con una fuente de
ionizacion (APCI) en modo positivo, SIM y los parametros caracteristicos de la fuente
de ionizacion fueron los siguientes: voltaje del capilar, 3000V; temperatura, flujo y

presion del gas de nebulizacion de 300 °C, 3mL/min y 20 psi respectivamente.

Tabla 5.3, Tiempo de retencion, ion cuantificador e ion cualificador de cada uno de los

compuestos analizados.

TR Tiempo de Ion Cuantificador Ion Cualificador
Retencion
(min)
E3 1,46 271,1 253,1
[*H3]-E2 2,90 258,2 249,1
E2 2,92 255,2 271,0
El 3,02 271,1 253,1
TT 3,33 289,2 271,1
Urso 3,97 3572 358,2
PG 4,98 3152 313,1
Cheno 7,69 3572 339,1
Deox 7,86 3572 355,0
[*Hs]-Lit 9,19 364,3 346,3
Lit 9,53 3593 341,2
EpiCop 14,96 3713 3853
[*H4]-CHOL 15,53 3764 390,3
CHOL 15,61 369,3 3833
Cop 15,88 3713 3853
Stigterol 16,27 409,3 3953
Col 16,31 3713 383,2
Camp 16,36 3973 383,3
[2H4]-Sit 16,98 404,4 4183
Sit 17,09 3973 411,2
Stigtanol 17,96 3993 4134

5.3.6 Parametros de calidad del método

5.3.6.1 Calibracion del método

Se realizd un calibrado en matriz dopando tierras blanco en un rango de
concentraciones de los analitos de entre 10-500 ng/g. Estas tierras se reforzé también con
50 ng/g de cada trazador. Conjuntamente, se analizaron tres réplicas de las tierras blanco
dopadas con el trazador para asegurar la ausencia de los analitos de interés en la matriz.
En el caso de encontrar analitos en la matriz blanco, lo que ocurri6 en los casos de CHOL,

Camp y Sit, la cantidad encontrada fue restada.
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El coeficiente de correlacion fue mayor al 0,99 en todos los casos.

5.3.6.2 Estudio del efecto matriz

La posible supresion ionica en la ionizacion de los analitos debido al efecto matriz
debe de tenerse en cuenta para evitar errores en la cuantificacion. Este fenomeno puede
darse durante el proceso final de analisis de las muestras o a lo largo de todo el proceso

analitico.

Para determinar el efecto matriz en el analisis y debido a la imposibilidad de
encontrar blancos sin ningun analito de interés, se usaron los analitos marcados

isotopicamente ([*Hs]-Lit, [*H3]-E2, ([*H/]-CHOL, [*H/]-Sit).

Para determinar el efecto matriz del proceso se analizaron blancos de matriz dopados
con 50 ng/g de cada uno de los uno de los analogos deuterados, blancos sin matriz
dopados con 50 ng/g de cada uno de los analogos deuterados y blancos sin dopar con y
sin matriz. Se calculo la concentracion de cada uno de los analogos deuterados y se utilizo

la ecuacion 5.1 para determinar el efecto matriz en el proceso.

Cblanco matriz dopada —Cblanco matriz
b x100 Ec.5.1

Efecto matriz proceso (%) =
Cblanco dopado™ Cblanco

Haciendo uso de la ecuacion 5.1 puede observarse que para [*Hs]-Lit (25,1%), como
para [*H3]-E2 (70,8%), existe una clara supresion negativa en ambas, por el contrario,
tanto para [*°H7]-CHOL (140,4%), como para [2H;]-Sit (146,4%) la supresion fué positiva.
En vista de los resultados obtenidos y con el objeto de minimizar las distorsiones que
pueda provocar el efecto matriz se decidié utilizar una curva de calibrado en matriz junto
con la utilizacion de patrones internos y se determiné la recuperacion de los analitos a

dos niveles de concentracion.
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5.3.6.3 Recuperacion del método para concentraciones altas y bajas

Otro criterio de calidad importante para evaluar un método analitico es el de
comprobar la recuperacion de cada uno de los analitos cuando estos se encuentran tanto

a concentraciones bajas como altas.

Para ello, se utilizaron los Crop de cada uno de los analitos (seccion 4.3.6.4),

usandose Crop X 2 como concentraciones bajas y Cropx 10 como concentraciones altas.

Se obtuvieron recuperaciones aparentes entre 71%-149% a excepcion del Sit donde
las recuperaciones fueron del 30% y del 52% para las concentraciones bajas y altas
respectivamente.

Tabla 5.4 Recuperaciones del método analitico a concentraciones altas, bajas y cadlculo de la
desviacion estandar relativa (DER).

. s o DER Rec, Conc, Altas DER CLop CroqQ
Analitos Rec, Conc, Bajas (%) (%) (%) (%) (ng/g) (ng/g)
E1 71 8 123 13 8 25
E: 82 15 112 2 0,5 1,8
Es 95 10 107 3 4,5 14,5
TT 92 21 100 19 0,5 2
Urso 127 9 78 12 36,5 122
PG 102 19 74 24 18 62
Cheno 111 24 120 10 3,5 11
Deox 78 10 65 9 29 95
Lit 119 12 129 9 9 30
EpiCop 119 19 69 7 7 22
CHOL 149 25 76 5 24 79
Cop 115 4 87 4 21 69
Stigtenol 137 12 86 11 7 24
Col 82 23 128 7 19 64
Camp 124 8 92 17 16 55,5
Sit 30 3 52 5 61 1755
Stigtanol 87 5 101 20 10,5 35

5.3.6.4 Calculo de los limites de deteccion y cuantificacion

Para determinar los LODs y LOQs de los analitos de interés se utilizaron 5g de una
matriz blanco dopada con 50 ng/g de los analitos marcados isotopicamente ([*Hs]-Lit,
[*H3]-E2, ([*H7]-CHOL, [*H,]-Sit). En el caso del CHOL, debido a su presencia en gran

cantidad en el blanco matriz, se utiliz6 la sefial de un blanco del proceso sin matriz como
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sefial para determinar sus limites. Para el calculo de los diferentes limites se han utilizado

dos criterios diferentes (Tabla 5.4).

e Cuando no habia sefial en el blanco: tanto la Siop como la Sioq fueron

calculados con el ratio sefial ruido S/N 3:1 y 10:1 respectivamente.

e Cuando se observaba sefial en el blanco: en este caso tanto la SLop como la
Stogq se calcularon haciendo uso de la sefial y la desviacion estandar tal como

se observa en la ecuacion 3.6 y 3.7.

SLOD = ? + 35 y SLOC = § + 1OS (EC. 3.6 y 3.7)

5.3.7 Analisis de las muestras reales

5.3.7.1. Identificacion biogénica de las muestras

Se analizaron treinta y tres muestras de caracter sedimentologico (fumiers)
provenientes de las excavaciones realizadas en rediles prehistoricos localizados en la
cueva de El Mirador (Atapuerca, Burgos, Espafia) desde el Neolitico hasta el Bronce

Medio.

Tal como se observa en la Figura 5.3 las concentraciones de los acidos biliares y

esteroles son diferentes en cada una de las facies.

En el caso de los acidos biliares se observan concentraciones altas en las facies sin
combustionar v/vl (AM23, AM20, AM28 y AM29) y a (AM21y AM22) concentraciones
medias en las facies parcialmente combustionadas (AM11), negras (AM7 y AM15) y
marrén (AM26), y finalmente, concentraciones bajas en las facies totalmente
combustionadas (AM24, AMS5, AMS, AM12, AM16 y AM 30, AM13 y AM33). Parece
ademas, observando las facies a'y v/vl, que en el sector 108 (AM20, 28 y 29) hubo mayor
activad pastoril que en el resto, debido la mayor concentracion de acidos biliares y siendo
muestras mas antiguas, simplemente por degradacion, deberia haber menos

concentracion de acidos biliares si hubiese habido menor o igual actividad.
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Con respecto a los esteroles (Figura 5.3) desde las facies AM4 hasta la AM14, el
comportamiento es similar al de los acidos biliares: concentraciones altas en las facies
sin combustionar v/vl (AM21, AM22, AM2, AM23 y AM27), concentraciones medias
en facies parcialmente combustionadas m (AM9 y AMI11) y n (AM7 y AMI10,) y
concentraciones bajas en facies totalmente combustionadas, g (AM1, AM24, AM12)y b
(AMS, AM13) y tf (AM4, AM25, AM6 y AM14). Sin embargo, a partir de la muestra

AM15 del nivel 107 este comportamiento es aleatorio.

Episodio/Seccion —Deoxi (ng/g) (ng/g)

,
BPO% o 000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 ° 100020003000 40005000 6000 7000
104 {AMS

3680-3480 | AM4
105 {AMZI
” |av22
AML
AM2
AM23
AM24
AM25
AM26
AM27
AMS
AM6
AM7
AM8
AM9
o [pmo
64916320 |AMIL
AM12
AM13
AM14
AM15
AM16
lam17
AM18
AM20
AM28
AM29
AM30
AM31
AM32
AM33

205
58425610

108
6447-6310

109
6785-6655

0 50 100 150 200 250 300 350 400 —Epicop = CHOL =—Cop Stigterol

—Cheno —Lit (ng/g) —Col —Camp =—beta-sit =—Stigtanol

Figura 5.3 Concentraciones de los principales esteroles y dacidos biliares en las diferentes facies

del yacimiento arqueologico de El Mirador, Deox eje superior, Cheno y Lit eje inferior.

Se encontraron esteroles y acidos biliares (Tabla 5.5) en muchas de las muestras, lo
que corrobora los estudios arqueoldgicos sobre los restos de origen animal. De entre

todos los compuestos analizados destacan el Deox, Stigtanol y CHOL, por el contrario,
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en ninguna de las muestras se ha detectado Urso (Tabla 5.5). Este compuesto es
caracteristico de la especie porcina '°, por lo que su no deteccién junto con la ausencia
de restos Oseos en los diferentes estratos puede descartar el uso de esta especie como

animal de estabulacion durante ese periodo.

Una vez clasificados los restos como restos heces de animales, el siguiente paso
consistio en determinar el tipo de especie animal estabulado. Para ello se utilizaron dos
ecuaciones, un ratio entre esteroles Eq. 3.1 y otro ratio entre acidos biliares Eq 3.3 ver
Tabla 5.5. Se decidi6 no utilizar la Eq. 3.2 ya que se obtenian resultados mas

contradictorios que con estas dos.

Mediante la Eq. 3.1 se ha realizado una relacion entre los dos principales esteroles
de origen animal (Cop y EpiCop) y el esterol principal de origen vegetal (Stigtanol). En
todas aquellas muestras que como resultado los valores se encuentran por debajo de 1 se
caracterizaron como heces de origen animal pertenecientes a rumiantes (AM23, AM27,
AMS, AM6, AM7, AMS, AM9, AM10, AM11, AM12, AM13, AM14, AM16, AM18,
AM20, AM29, AM 30 y AM33). Por el contrario, los resultados que se encuentran por
encima de 1, entre las que estarian las muestras AM22, AM24, AM25, AM26, AM15,
AMI17, AM28 y AM31, se caracterizan como heces de origen animal perteneciente a

omnivoro.

Mediante la ecuacion 3.3 en la que se realizo un ratio entre los dos principales acidos
biliares, todos aquellas que se encuentra por encima del 10, se han caracterizado como
heces de origen animal perteneciente a rumiante (AM3, AM4, AM21, AM22, AM?2,
AM24, AM23, AM26, AM27, AMS5, AM7, AM8, AM11, AM12, AM15, AM16, AM18,
AM20, AM28, AM29, AM30, AM31, AM32 y AM33) (Tabla 5.6 color verde). Las
muestras AM6, AM9 y AMI10, son clasificadas como heces de origen animal
pertenecientes a rumiante por la Eq. 3.1. Por otro lado, al estar las concentraciones de Lit
por debajo de su limite de deteccion, la Eq. 3.3 no es viable. Sin embargo, la presencia
de Deox hace presagiar que aun sin la posibilidad de cuantificar Lit, la concentracion de
Deox es mucho mayor a la de Lit, con lo que se asume que las facies donde no se puede
cuantificar Lit pero hay presencia de Deox el origen de las muestras, son de origen de

rumiantes. Por consiguiente, se ha considerado que las muestras AM6, AM9 y AM10 son
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de origen de animal rumiante. El caso de la muestra AM31, la Eq 3.1 genera un valor =1

y la Eq. 3.3 uno mayor que 25, lo que se ha considerado de origen rumiante.

Entre este tipo de facies caracterizadas como de rumiante, aparecen facies de todo
tipo, negras, marrones, v/vl, grises, blancas o tutti-frutti (Tabla 5.5). Curiosamente, y
contrario al yacimiento de San Cristobal, donde solo se caracterizaban facies negras y
marrones, en el caso de El Mirador son mas las que se pueden caracterizar. Sin embargo,
las altas temperaturas sometidas a las facies blancas y grises, hace pensar en que el origen
de los compuestos en este tipo de facies pueda estar originada por la lixiviacion de facies
superiores. De hecho, las facies blancas y grises donde se observa actividad de rumiantes,

vienen precedidas de una negra o una v/vl.

-149-



Capitulo 5

(4 €811 ao> 80T1 9z1 6T 6NV
S 12zl 8T TSLI SL (432 SNV
(44 €561 oL €691 €11 191 LOT LIV  [0T€9-16+9
z 8¢ aoT> 069 011 89 INV
z 86 I 9€91 ¥9 (44 SV
6T 88LE (44! 610€ LLE 80€T LTV
(g€‘1) or0ATUIQ ¥4 08LT SII 0LST 6T S6L1 9TV
9 6L69 913 006% TLE 110€ 4
(68°1) or0ATUIQ aoT> 0Ll aoT> 91t 6 69 S0T STV |0195-TH8S
(¢p*1) or0ATUIQ z 9Ly 91 8¢S SII 789 YTV
[ 140S 911 1LLT LT T101 TNV
€ $9T aoT> 871 6 SI€E TV
(8%°1) 0x0AfUIQ 6 €L08 L61 €051 SIg 2061 cor TNV @
$9 LTT8 09T 0T 99 0Lzl TNV
L 9761 s¢ L81T 0S L1T YNV
01 087€-089¢€
11 90€T 0S ¥SH9 €LT YOET SNV
uww_u,m_ LI'yxoq [oue)dng/(doprdyg+doD)| oudy) x00(Q w1 |rouedps | dopidy | dop PAN | ensoniy |(%S6) 49
€€ '€ 24 3/3u

"S2UOIODNIS SOP SD] U DIDUIPIIUI0D dPAIA 40]0I UTT "€ A [ §aUO01OVNI2 SD] OpUnINYAD SD.AISINUL SD] 2P UQIIDZIIBIIVADD [S24D1]1q
SOP19D A §3]0.12)52 P 3/3U UD SIUOIIVLJUIIUOD UOPVAI |7 3P 0JUd1Ui1IVA [P SV2130]0NbAD SDAISINUL SD] P SISYDUY §°S R[qRL

-150-



inicos de la cueva de El Mirador

ga

Caracterizacion de residuos or:

v 8701 1T 00ZT €5€ SL91 EENV | ¢co9

(81°7) oxoAtUWIO € 9L8 vl L601 LLY v161 oot TEWV | S6L9

(90°1)0r0ATIIQ 11 0L9€ 431 6007 79¢ vIL1 IV
4 €501 81 816T 1€ 66€T 0EINV
vp | ossv1 | e1c | 16L1 | sst | esv1 | so1 | ezmv .mmw

(€2°1) ox0ATUIWIO 0z 1LSTI 17T 1S€1 veT 6TH1 8TV
6 0szyl (44 0€LI 44! 9751 0TIV
01 959¢ w S0LT 011 98L1 STV

(15°1) or0ATUWIQ aot> L aot> L66 9LT veTl

LIV
v St61 61 15T Lig €81 pe—

(ss°1) ox0ATIWIO 9 yTre 182 €101 781 €8¢€1 Lol STV | (zco
aoT> | @o1> | @o1> | siL 19 98 pIWY | “16Y9
aoT> | aor> | ao1> | sszi 18 91 STV
€ SIII 01 61L1 vel 0ze IV
6 1L6€ 9% 8ILI 191 695 ITIAV
aot> 18 0 STy 98 8yl 0TIV

a“w_.m_ LI'T/X03( 1ougy3ng/(doprdg+doD)| owdyy | xo0aQq w1 |roueydns| dopidy [ dop PAIN | ensany A.nwa
€€ I'€ 24 3/3u

(uoonunu0)) GG eIqe ],

-151-



Capitulo 5

En varias muestras, las dos ecuaciones obtienen resultados contradictorios. Varias
de estas corresponden a facies grises o tutti-frutti (AM24, AM25, AM17, AM32). En esta
facies las concentraciones de los analitos disminuyen mucho ( Figura 5.3) y al igual que
el resto de las facies de este tipo estan precedidas por negras, marrones o v/vl y han
sufrido altas temperaturas de combustion, lo que vuelve a hacer suponer que los
compuestos encontrados en estas facies proceden de facies superiores. Ademas, las
muestras AM13 y AM14, blanca y tutti-frutti respetivamente, no contienen ningun resto
de acidos biliares, aunque la Eq. 3.1 catalogue las facies como de rumiantes. Por todo
ello, el uso de facies “blancas, grises, tutti-frutti o a” no parece aconsejable para

determinar el origen de especie animal estabulada.

Otras muestras, como las AM22(V), AM26(m), AM15(n), AM28(V) también
generan resultados contradictorios. En todas ellas, la Eq. 3.1 las cataloga como restos de
omnivoros, mientras que la Eq. 3.3 como de rumiantes. A diferencia de los Husos donde
los valores de EpiCop se encuentra por debajo del LOD, en El Mirador, se encuentra en
todas las facies analizadas. Esto hace pensar que parte del Stigtanol se haya podido
epimerizar (Epi-stigtanol) también. Al no disponer de ese compuesto comercialmente no
se ha podido cuantificar y al poder incluirlo en la ecuacion, tal vez el resultado influya
en la clasificacion de las facies. Sin embargo, en el yacimiento de San Cristobal, la
concentracion de EpiCop era mayor que el propio Cop, y la ecuacion clasificaba las facies
negras y marrones como de rumiantes. Estos resultados deben compararse con estudios
zooarqueologicos y micromorfologicos para llegar a conclusiones para obtener

resultados concluyentes.

Sin embargo, para determinar si el comportamiento de las muestras AM22(V),
AM26(m), AM15(n), AM28(V) y del resto era similar, se realizd un analisis de
componentes principales a todas las muestras (Figura 5.4). Para este analisis se han
utilizado las concentraciones logaritmicas de los esteroles, fitoesteroles y acidos biliares
mas caracteristicos (Cop, EpiCop, CHOL, Stigtanol, Deox, Lit y Cheno). El PC2 vs PC1
describe el 84% de las muestras. Se observa como las muestra v/vl se agrupan
conjuntamente con las muestras AM26(tf) y la AM3(n), lo que determina su mismo

comportamiento. Teniendo en cuenta esto ultimo y que la mayoria de esas muestras se
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consideran de origen de rumiante, se ha considerado que todas ellas tienen ese origen.
Por otro lado, se observan tres agrupaciones mas, marrones y negras, y dos con las
blancas, grises y tutti-frutti conjuntamente con una negra (AM10) y una marrén (AM9).
Se puede considerar, que el PC1 agrupa las muestras segin su temperatura de

combustion.

PC2 Scores

0.6

+ CHOL

0.3

+  Stigtanol

- DEOXI

Chexto . -+

=
|||||||||||||

o
o

RESULTZ, X-expl: 64%,20%

Figura 5.4 Analisis del componente principal (PCA) de las diferentes facies y el logaritmo de las
concentraciones de las variables normalizadas (EpiCop, Cop, CHOL, Deox, Lit y Cheno);
agrupamiento de los diferentes tipos de facies y su distribucion a lo largo del plot en funcion de
la temperatura de combustion.

Con el mismo criterio anterior, se realizo un analisis de componentes principales a

las muestras agrupadas en el circulo azul (Figura 5.5)
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Todos solo azul.., PC: 66 Todos solo azul..., Variable: c.7ofal v.1ofal

Figura 5.5 PCA de las muestras agrupadas en color azul en la Figura 5.4.

En este analisis, la varianza explicada no es adecuada, con lo que teniendo en cuenta
el comportamiento de los esteroles y fitoesteroles a lo largo de los diferentes niveles, se
decidio realizar el mismo analisis multivariante, utilizando unicamente los acidos

biliares.

En la Figura 5.6 se observa de nuevo, las mismas agrupaciones que en la Figura 5.4.

aunque la explicacion es mayor: 97%.
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PC2

23—

06 —

P2 X-loadings

- DEOXI

- Cheng

Lo
Pt

5
RESULTS, X-expl: S3%,4%

z

Seores
) @
n
0

RESUL,

0.8 050 052 054 056 058 050 052 054
T, Xexnpl TIRA%

020 —

0.15 —

0.10 =

0.05 =

Residual X-variance

Inftuence

100 —

Loverage

Xevariance Explained Variance

03

pC 00
RESULTS, Variable: c.Total v.Tow]

pC o pC 02 pC03

0
RESULTS, PC:22

Figura 5.6 Analisis del componente principal (PCA) de las diferentes facies y el logaritmo de las

concentraciones de las variables normalizadas de los acidos biliares (Deox, Lit y Cheno).

Si se realiza el analisis inicamente con las muestras del circulo azul, (Figura 5.7),

se puede observan dos grupos con comportamiento diferente. Estas agrupaciones no

coindicen con las muestras con resultados contradictorios. Por tanto, esta agrupacion se

debe a un origen diferente de las heces o a una actividad pastoril diferente.
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Figura 5.7 Andalisis del componente principal (PCA) de las muestras del circulo azul de la Figura
5.6 y el logaritmo de las concentraciones de las variables normalizadas de los dacidos biliares

(Deox, Lit y Cheno).

Con intencion de clarificar el porqué del mismo comportamiento entre las facies no
alteradas térmicamente y las de facies térmicamente alteradas como la AM26 (tf) y la
AMT7 (n) se realizd un andlisis semicuantitativo de composicion mineral mediante
Difraccion de Rayos X (XRD) de varias facies, seleccionadas dependiendo de su
agrupacion (Tabla 5.6, y Anexo I ). Todas las muestras estan compuestas de cuarzo,

calcita, filosilicatos y apatito, composicion de una tierra normal.
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Tabla 5.6 Muestra analizadas mediante Difraccion de Rayos X (XRD). Resultados
semicuantitativos. Se muestra el porcentaje de abundancia segun el compuesto mas abundante.

Suma de todos %100.

Grupo | Facies | Muestra %Cuarzo | %Calcita | %Filosilicatos | %Apatito | %Feldespato | %Plagioclasas
A\ AM2 34 17 48 indicios 1
E VL AM23 43 4 52 1
s A% AM27 32 20 41 3 2 2
:§ A% AM28 30 9 57 3 1 indicios
? tf AM26 36 19 40 2 1 2
2 n AM7 28 9 61 2 indicios
AM22 33 32 30 5 indicios
=
2
s g
S g m AM11 27 36 28 7 2
=
oo
<
A AM32 25 33 28 12 2
£ m AM9 27 35 28 10
3 g AM16 25 41 27 7
<
2 b AMS 21 40 26 13
]
En b AM33 11 78 6 4 1
g AM1 39 20 29 7 4 1
< n AM10 25 27 43 5
« tf AM25 31 19 39 11

Sin embargo, las muestras de la misma agrupacion tienen una composicion similar
de minerales de la Figura 5.8. Por ejemplo, la agrupacion azul de la Figura 5.8 esta
compuesta mayoritariamente de filosilicatos, seguida de cuarzo y calcita mientras que la
agrupacion gris y negra componen una nueva agrupacion (amarilla) donde el compuesto
mayoritario es la calcita seguida de un porcentaje similar de filosilicatos y cuarzo y de

menor medida de apatito.

-157-



Capitulo 5
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%Cuarzo> %Filosilicato>%Calcita

Figura 5.8 Agrupaciones de las muestras segun las concentraciones de dcidos biliares y su

composicion mineral.

Si se realiza un PCA con los porcentajes de célcica, cuarzo, filosilicatos y apatito de

las muestras (Figura 5.9), se observa una agrupacion similar a la obtenida con los acidos

biliares a excepcion de la muestra AM22 y la AM10 que seglin los acidos biliares la

primera se comporta al igual que las muestras sin quemar y la segunda se comporta

totalmente diferente a todas.
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Figura 5.9. 4) Andalisis de Componentes Principales de los porcentajes de mineral obtenidos

mediante XRD. B) Zoom de los Scores.

Se puede concluir que la composicion mineral tiene influencia en la acumulacion de
compuestos organicos y que independientemente de su catalogacion visual de las facies,
es interesante realizar un analisis de XRD previo al analisis orgénico de las muestras para
decir cuales analizar y cudles no, ya que unicamente con la catalogacion visual realizar

un descarte de las muestras podria suponer la perdida de informacion importante.
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Se ha realizado igualmente un PCA de las muestras agrupadas en el circulo azul para
compararlas con las agrupaciones de la Figura 5.7 y no se han obtenido resultados

relevantes (datos no mostrados).

5.3.7.2. Identificacion de practicas pastoriles de las muestras

En el caso de las hormonas, se ha detectado tanto PG como TT mientras que el resto,
El, E2 y E3 se encuentran por debajo del LOD. La PG es especifica de las hembras
siendo un buen indicador para confirmar embarazos, ciclo menstrual y la formacion y
desarrollo del embridn; por el contrario, la TT es la principal hormona masculina y esta
relacionado con la dominacién de grupo'''2. En general, su concentracion tanto en heces
como en orina es pequefia, debido a su transformacion y eliminacion en forma de sus
metabolitos, sin embargo, la acumulacion de heces hace posible su deteccion, Como

puede observarse en la Figura 5.10, al igual que con los esteroles y acidos biliares, se

encuentran:
. Concentraciones altas de PG en las facies sin combustionar a y v/vl (AM21,
AM22, AM2, AM23, AM27, AM19, AM20, AM28 y AM299 y la facies tf
(AM?26).
. Concentraciones medias de PG en las facies parcialmente combustionadas n

(AM7, AM15y AM18) y m (AM11).

. Concentraciones bajas de PG en las facies totalmente combustionadas
cenicientas g (AM1, AM24, AMS8, AM12, AM16 y AM30), b (AMS, AM13
y AM33) y tf (AM4, AM25, AM6, AM14 y AM17).

. En el caso de la TT, se encuentran concentraciones altas en facies sin
combustionar v/vl (AM23, AM27, AM19, AM20, AM28 y AM29), y facies
tf (AM26 yAM4) siendo esta ultima curiosamente la que mayor concentracion
de TT presenta de todas las muestras).

e Concentraciones medias y bajas de TT en el resto de las facies parcialmente y
totalmente combustionadas, n (AM3, AM7, AM15 y AM18), tf (AM25, AM6,
AM14y AM17), g (AM1, AM12 y AM30)y b (AMS, AM13 y AM33).
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isodio/ Fecha ——
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Figura 5.10 Concentraciones de testosterona (TT) y progesterona (PG) en las diferentes facies

del yacimiento arqueologico de El Mirador.

Por otro lado, tal como puede observarse en la Figura 5.11A, aunque las
concentraciones de PG y TT son diferentes, existe una correlacion en las diferentes facies
v/vl y m estudiadas, donde aumenta la PG se observa un aumento de la TT y viceversa.
Sin embargo, no se puede saber si ese aumento se debe a la mayor acumulacion de reses

en el establo o a una practica diferente de pastoreo, como la separacion de hembras
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embarazadas, recién paridas y sus crias del resto del rebafio. Por lo tanto, es necesaria
una normalizacion de esos resultados. Debido a que si aumenta el nimero de reses,
aumenta la concentracion de acidos biliares o esteroles, se decidi6 utilizar la
concentracion de Deox para normalizar los resultados, ya que una vez determinado el
origen rumiante de las facies, este acido biliar es el marcador de este tipo de especie
animal. En la Figura 5.11B se muestra el ratio PG/Deoxi de las muestras v/vl y marrones.
Haciendo uso de este ratio se ha podido detectar mayores valores en las facies AM23,

AM26 y AM27 del nivel 200 (Figura 5.11B) y en la muestra AM31 del nivel 108.

Bpisodio/ Fecha ne/g Episodio/ Fecha
A) BR.95% 0 S0 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 8) B 05% 0 0.2 0:4 0.6 08 1
L a 105 | AM2L 2
7 ”
AM22 a AM22 a
, v .
AV2 AM2 Y
vl
AM23 AM23 ¥
205 205 tf
5842-5610 | Av2% tf 5842-5610 | AM26
v
AM27 b/ AM27
L L -
av7 AM7 ‘ )/‘
107 107
AM11 AM11 m
6491-6320 | " i 6491-6320
AM15 AM15
AM18 AM18
AM19 vl AM19 vl
AM20 v AM20 v
} . L
108 AM28 108 AM28
6447-6310 v 6447-6310 v
AM29 AM29
AM3L . Am31 .>a
& a
AM32 AM32
100 200 300 400 500 600 PG/Deox
PG (ng/g) TT(ng/g)  rels

Figura 5.11 4) Concentraciones de testosterona (TT) y progesterona (PG) de las facies v/vl y m,
B) Relacion PG/Deoxi de las facies v/vl y m, en las diferentes facies del yacimiento arqueologico
de El Mirador.

Curiosamente, si se realiza un zoom a la Figura 5.8, en los scores ( Figura 5.12) se
observa como esas muestras se agrupan en el primer cuadrante de PCA teniendo mas

influencia la zona positiva del PC2.
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Figura 5. 12 Score donde se puede observar la agrupacion de las muestras AM31, AM26 y AM27.

Estos resultados demuestran una mayor actividad hormonal en esa facies (AM23,
AM26, AM27 y AM31) lo que podria estar relacionado con la separacion de hembras
embarazadas, recién paridas y sus descendientes del resto del rebafio. Esta ultima
hipotesis debe ser contrastada con los resultados de otros estudios realizados en los
mismos niveles, principalmente con los del analisis taxonomico de los restos 6seos y con

los de la micromorfologia de suelos, actualmente en curso.

5.3.8 Conclusiones

El analisis de residuos organicos es una herramienta de gran importancia en
arqueologia, utilizada con frecuencia para la caracterizacion de especies animales.
Mediante este estudio y con la intencion de ampliar el conocimiento en torno a los
establos prehistoricos, se ha presentado una metodologia que ademas de realizar una
caracterizacion de las especies animales, consigue también indagar en las practicas

pastoriles y gestion de los establos prehistoricos, mediante el uso de biomarcadores
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habituales como los esteroles y acidos biliares, a los que se ha incorporado el de las

hormonas sexuales, como posible nuevo biomarcador de uso en arqueologia.

e En este trabajo se ha conseguido desarrollar una metodologia de analisis
conjunto de cinco hormonas sexuales (E1, E2 E3, TT y PG), cuatro acidos
biliares (Lit, Deox, Urso, Cheno) y siete esteroles (EpiCop, Cop, Col,
Stigtanol, Camp, Sit y Stigtanol) mediante el empleo de la técnica de

extraccion por microondas MAE y su analisis mediante LC-MS.

e Se ha conseguido caracterizar las muestras analizadas como heces de origen
animal, pertenecientes a rumiantes en su mayoria. Se observa por medio del
analisis multivariante como las contradicciones generadas por las ecuaciones
se disipan, debido al mismo comportamiento de las facies no

combustionadas.

e Se ha observado que con la introduccion de los acidos biliares las
agrupaciones obtenidas son similares a cuando se usan todos los compuestos,
lo que lleva a pensar que las concentraciones de los acidos biliares podrian

ser suficientes para determinar el origen animal de las heces.

e Se concluye que esas muestras no combustionadas son las tutiles para
determinar el origen animal de las muestras, ya que el uso del resto puede

llevar a error.

e Se debe realizar un analisis previo de XRD para determinar a qué muestras

hay que realizar el analisis organico y a cuéles no.

e Se ha podido indagar en las practicas pastoriles en relacion a la cria,
encontrando mayores valores en un determinado sector del yacimiento lo que
puede ser indicativo de una posible separacion de las hembras embarazadas,

recién paridas y crias del resto del rebatio.
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5.4 CARACTERIZACION DE MUESTRAS ARQUEOLOGICAS POR
PY-GC-MS

5.4.1 Muestreo

Se han analizado nueve muestras de la cueva de El Mirador, perteneciente al Parque
y Complejo arqueologico de Atapuerca, Concretamente cinco facies negrasny ¢ (AM18,
AM3, AM10, AM15, AM7), tres facies v/vl (AM19, AM20, AM22) y una facies blanca
b (AMS).

Todas las muestras han sido secadas en el horno a 90°C durante 3h y con
posterioridad ha sido homogenizadas y pulverizadas mediante el uso de una bola de 6xido

de zirconio (Pulverisatte,23, Fritsch GmbH, Alemania).

5.4.2 Instrumentacion

Todos y cada uno de los analisis se ha realizado durante el periodo de estancia pre-
doctoral en el Departamento de Quimica y Quimica Industrial (Pisa, Italia), bajo la
supervision del Prof, Maurizio Persico y la ayuda inestimable de la Prof, Erika Ribechini

en régimen de colaboracion formativa.
Para el analisis de las muestras se ha utilizado dos tipos diferentes de pirolisis.

e 5150CDS Pyroprobe 5000 Series (CDS Analytical, USA): la temperatura del
pirolizador fue de 650 °C y se mantuvo durante 20s. La interfaz del Py-GC se
mantuvo a 180 °C, 35mg de muestra fueron introducidas, con la ayuda de
un filamento de platino, en el tubo de pirdlisis de cuarzo junto con lana de
vidrio y SuL de derivantizante HMDS (hexametildisilazano). Se trabajo en modo
split ratio de 5:1 y 280 °C para el inyector del GC. Las condiciones
cromatograficas fueron las siguientes: temperatura inicial de 50 °C, 1 min en
modo isoterma, rampa 10°C /min a 100°C, 2 min isoterma, rampa de 4 °C /min

a 190°C, 1 min en modo isoterma, rampa de 30°C/min hasta 280°C, y finalmente,
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30 min de isoterma. Se empled (pureza: 99,995%) como gas portador, a un flujo

constante de 1 mL/min.

e EGA/PY-3030D Multi-Short micro-furnace pyrolyser (Frontier Lab, Japon). La
temperatura inicial del pirolizador e de 50 °C, rampa de temperatura de 12°C/min
hasta 800°C y la interfaz del Py-GC se mantuvo a 180 °C, 35mg de muestra con
la ayuda de un filamento de platino fueron introducidas en el tubo de pirolizacion
de cuarzo junto con lana de vidrio y Sul. de HMDS, Se trabajé en modo split
ratio de 20:1 y 300 °C para el inyector del GC. Las condiciones cromatograficas
son las siguientes: temperatura inicial de 300°C, 70 min en modo isoterma, Se
empled He (pureza: 99,995%) como gas portador, a un flujo constante de 1

mL/min.

Como agente de derivatizante se empled 1,3,3,3-Hexametildisilizan (HMDS,
99,9%, Sigma Aldrich Inc, USA). En ambos casos el pirolizador iba conectado al
cromatografo de gases 6890 Agilent (USA) equipado con inyector split/splitless,
columna capilar de silice fundido HP-5MS (3 m x 0,25mm id Hewlett Packard USA)
para la Py-GC-MS y un sistema de transferencia inactivo (2 x 0,32 mm id,, Agilent J&W,
USA) para EGA-MS. Ambos sistemas estan acoplados a un espectrometro de masas
Agilent 5973, modo positivo, SCAN m/z 50-600, fuente de ionizacion y cuadrupolo con

temperaturas de 230 y 150 °C respectivamente.

5.4.3 Resultados

Tal como podemos observar en la figura 5.13, el perfil pirolitico generado por
EGA-MS es mayor en cuanto a la cantidad de volatiles generados en los intervalos de
temperaturas de 240 a 500 °C, asi mismo, se pueden observar diferencias significativas
entre las muestras siendo las muestras v/vl (AM19, AM?2) y negra n (AM3) las que mayor
sefal han generado. Por el contrario, son dos muestras negras n (AM18, AM7) junto con

una muestra blanca b (AM5) la que menor sefial han aportado.
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Figura 5.13 Perfil pirolitico generado por EGA-MS de 8 muestras arqueologicas de la Cueva de
El Mirador perteneciente al Parque y Complejo arqueologico de Atapuerca.

En cuanto al cromatograma generado por PY-GC-MS ver Figura 5.14, se pueden
observar la mayor cantidad de compuestos en los intervalos de tiempos de retencion de
6,5 y 17 min, no encontrandose cantidades significativas de lignocelulosa en ninguna de
las muestras. La ausencia de lignocelulosa puede ser debido a una posible degradacion
de la misma por la actividad fungica del hongo de la pudedumbre blanca (Botrytis
cinerea, P, chrysosporium, Stropharia coronilla, P, ostreatus y Trametes versicolor)
capaces de degradar con facilidad hemicelulo y lignina'?,mediante complejas reacciones
de oxidacion producidas por enzimas como la peroxidasa de lignina (EC, 1,11,1,14)
(LiP), peroxidasa de manganeso (EC 1,11,1,13) (MnP) y Lacassa (EC 1,10,3,2)'*"* que
ha podido encontrar en los establos prehistoricos las condiciones dptimas de temperatura,

humedad y sustrato para su desarrollo y proliferacion.

-167-



Capitulo 5

70000
60000
50000
40000
»
=
<

30000

20000

10000

T | ﬁ
mﬁﬁfu‘sﬂ-.;f-!'-- ,mi» smageibe o el J N LY o - -

x
0 =
6 11 16 21 26 31 36 41

Tiempo (min)

— AMS AM7 —AM3 ——AMI0 —— AMIS5

— AMI8 AMI19 ——AM20 AM22 AM2

Figura 5.14 Cromatograma generado por PY-GC-MS de diez muestras arqueologico de la Cueva
de El Mirador perteneciente al Parque y Complejo arqueologico de Atapuerca.

5.4.3.1 Estudio quimiométrico en muestras reales
Finalmente, siguiendo el procedimiento del método anterior, se ha procedido a
realizar un estudio estadistico multivariante mediante el uso del software The

Unscramble 9.7.

Tanto para EGA-MS PY-GC-MS como para PY-GC-MS se han empleado como
variables o loadings los tiempos. El nimero 6ptimo de varianza acumulada se consigue
con los dos primeros PCAs, donde se llega a explicar el 100% para EGA-MS y el 90%
para PY-GC-MS. Previamente a este paso se ha procedido al tratamiento de los datos o
homogeneizacion, centrando los mismos mediante la resta del valor medio y finalmente,

se realiza un escalado de datos que se realiza dividiéndolo por la desviacion estandar.

Tal como podemos observar en la Figura 5.15 para EGA-MS se aprecia una
agrupacion de las facies negras n (AM7, AMI18) y la facies v/vl (AM20 y AM2) con
respecto al resto. Por el contrario, para PY-GC-MS en la Figura 5.16 se puede observar

una agrupacion para las facies negras n (AM7 y AM 18) y v/vl (AM20 y AM22),
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Figura 5.15 Andlisis del componente principal (PCA) de las diferentes facies analizadas por

EGA-MS y el logaritmo de las variables normalizadas (cada uno de los tiempos); agrupamiento
de los diferentes tipos de facies a lo largo del plot.
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Figura 5.16 Andlisis del componente principal (PCA) de las diferentes facies analizadas por PY-
GC-MSy el logaritmo de las variables normalizadas (cada uno de los tiempos), agrupamiento de
los diferentes tipos de facies y su distribucion a lo largo del plot.

Haciendo un analisis conjunto de la informacion se puedo decir que son las facies

negras n (AM7, AM18, AM20) las que se agrupan con ambos métodos, también se puede
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observar que para ambos métodos la facies v (AM19) tiene un comportamiento diferente

al resto.

Si se comparan esta agrupaciones con la obtenidas con las concentraciones de los

analitos y la composicion mineral no aparecen similitudes.

Es necesario, continuar estudiando estas muestras y buscar analitos de composicion

de ligninas en ellas.

5.4.4 Conclusiones

Mediante el analisis por EGA-MS y PY-GC-MS y con la ayuda de técnicas
quimiométricas se ha pretendido establecer relaciones entre las diferentes facies con el
objeto de obtener informacion util al estudio, y ya que al tratarse de técnicas que apenas
presentan etapas de preparacion y el tiempo empleado para el analisis es relativamente

corto, podria ser técnicas utiles para realizar estudios preliminares de las muestras.

Sin embargo, no se han obtenido los resultados esperados y es necesario

continuar los pirogramas para buscar marcadores que no ayuden a clasificar las facies.
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Andalisis de restos actuales y clasificacion de muestras arqueologicos

6.1 INTRODUCCION

La caracterizacion biogénica de las muestras de los yacimientos de Los Husos [ y II
y de El Mirador es un reto, ya que hasta el momento existe pocos estudios que identifique
todas las especies de animales. Prost. et al. publicaron en 2017, varias relaciones entre
esteroles y acidos biliares que eran capaces de identificar diferentes especies de animales
a excepcion de la oveja y la vaca'. Este estudio estd basado en la observacion de varias
especies (vaca, oveja, cabra, caballo, burro, cerdo, oca y humanos) a las que se les
controlaba la dieta, por otro lado, Harrault et al. recientemente en 2019 han publicado
relaciones entre cuatro 5B-estanoles capaces de identificar diferentes especies de
animales® La comparacion de heces actuales con muestras procedentes de fumiers es
compleja ya que los analitos han sufrido la degradaciéon por impacto térmico y la
degradacion ocasionada por el paso del tiempo® >, ya que se parte de muestras de 3000 a
7000 afos de antigiiedad®”. Es por ello, que se van a comparar ratios de los diferentes

10-13

compuestos © °. Por otro lado, seria interesante determinar si esa degradacion es

homogénea entre todos los analitos o si afecta mas a unos que a otros.

Por lo tanto, el objetivo de este capitulo es realizar un método de clasificacion
biogénica de restos de heces actuales y compararlo con las muestras de los yacimientos

de los Husos [y II y el Mirador para su clasificacion.

6.2 MUESTREO
6.2.1. Muestreo de muestras con origen fumier

El muestreo se realizd en yacimientos de cardcter sedimentologico (fumiers)
provenientes de las excavaciones realizadas en rediles prehistoricos localizados en la
cueva de El Mirador (Atapuerca, Burgos) y en los yacimientos de los Husos 1 y II
(Municipio de El Villar, Rioja Alavesa), todos ellos con dataciones comprendida desde

el Neolitico hasta el Bronce Medio. El procedimiento de muestreo de los yacimientos de
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los Husos I y II viene detallado en la seccion 3.3.2 y el de la cueva de El Mirador se

describe en la seccidon 5.5.2.

6.2.2. Muestreo de muestras de heces actuales

Se recogieron heces de animales de alimentacion ecoldgica, es decir, animales que

pastan libres en el monte sin aditivos alimentarios, de diferentes lugares del territorio

alavés y burgalés durante la primavera de 2018 (Tabla 6.1. y Figura 6.1). Las muestras

recogidas se guardaron en papel de aluminio y bolsas zip a 4°C durante el transporte. Una

vez en el laboratorio se homogenizaron, se secaron a 90°C durante 12h y se tamizaron

por un tamiz de 60pm y se guardaron a -40°C hasta su analisis.

Tabla 6.1: Especie animal y lugar de muestreo.

Especie .
animal Lugar de recogida y raza
Aguillo (Condado de
Vacas Trevifio, Burgos) Narvaja (Norte | Opakoa (Noreste de
(Cherolesa con de Araba/Alava) Araba/Alava)
Limusina)
Ovei Aguillo (Rasa Laguardia (Sur | Sierra de Atapuerca
vgas Aragonesa) de Araba/Alava) | (Centro de Burgos)
Ciervos Vitoria-Gasteiz (Centro de Araba/Alava)(Cervus elaphus)
Parque Natural de
Cabras Aguillo (Extremeria) Laguardia (XX) Izki (Noreste de
Araba/Alava)
. . Salgiiero de .
Caballos Aguillo (P{zspano- Juarros (Burgos) Salgiiero de Ju'flrros
Breton) , (Przewalski)
(Tarpan)
Jabali Aguillo
Bisonte Salgiiero de Juarros
FEuropeo
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BURGOS

LA RIOIJA

Figura 6.1. Localizacion de las muestras de heces recogidas durante la primavera de 2018.

6.3. Analisis de las de heces actuales.

6.3.1. Determinacion de la concentracion de esteroles, fitoesteroles y acidos

biliares

Para determinar la concentracion de esteroles, fitoesteroles y acidos biliares de las
heces actuales se pesaron tres alicuotas (0,1g) de cada una de las muestras recogidas y se

utilizd el método analitico desarrollado en el tema 4.

Los resultados obtenidos para cada una de las muestras se pueden observar en la
Tabla 6.2.
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Como se puede observar en la Tabla 6.2, la mayoria de los resultados obtenidos
concuerdan con la bibliografia a excepcion de los caballos (Hispano-Breton, Przewalski
y Tarpan), las vacas de Aguillo y los Jabalis. En el caso de los Przewalski, las Ec. 3.2 'y
3.4 los clasifican como omnivoros o no herbivoro cuando evidentemente son herbivoros.
En el caso de la Ec 3.3, todos los caballos tienen mayor cantidad de Deox que de Lit pero
en mucha menor abundancia que el resto (menor al 10%) lo que no puede asegurar que
sean residuos de herbivoros cuando realmente lo son, al igual que las vacas de Aguillo.
Ademas, la ec. 3.1 clasifica a los Tarpanes y a los Hispano-Bretones como rumiantes
cuando no lo son. Esta diferencia puede deberse a que los caballos no son herbivoros
rumiantes como el resto. En el caso del Jabali, la Ec. 3.2 lo cataloga como omnivoro,

pero no como porcino ya que su porcentaje es mayor al 69% y ademas no se detecta Urso.

Por todo ello, se procedi6 a clasificar las heces utilizando herramientas
quimiométricas como la clasificacion SIMCA. En primer lugar, se procedi6 a realizar un
analisis del componente principal (PCA) de las heces actuales (Figura 6.3). Para este
analisis, y teniendo en cuenta la necesidad de comparar relaciones entre analitos y no
concentraciones brutas, se utilizaron relaciones entre las concentraciones logaritmicas de
los diferentes esteroles y acidos biliares normalizados (Deox/Lit; Cheno/Lit; Col/Cop;
EpiCop/Cop;  Cheno/deox, Epicop+Cop/Stigtanol,  EpiCop+Cop+Col/Stigtanol;
Col/Stigtanol; Cop/Deox; EpiCop/Cheno y Stigtanol/Deox). EI PC2 vs PC1 describe el

87% de las muestras.
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Figura 6.3 Analisis del componente principal (PCA) de los diferentes restos de heces de
herbivoros actuales y relaciones de los logaritmos de las concentraciones de las variables
normalizadas.

Tal como se observa en la Figura 6.3, se aprecian dos grandes agrupaciones, una
correspondiente a los herbivoros y otra al jabali. En el caso de la agrupacion de herbivoros
se puede intuir una separacion en funcién de su tamafio, ya que los mas grandes se
encuentran en la parte superior influenciados por la parte positiva del PC2, mientras que
los mas pequefios se ven influenciados por la parte negativa del PC2 en la parte inferior.
Otras dos agrupaciones que se pueden intuir son la de herbivoros rumiante (Bisonte,
Cabra, Oveja, Vaca y Ciervo) y no rumiante (Caballo), aunque esta tltima no es muy

clara.

También se puede observar como no hay agrupacion entre especie, y sobre todo en
el caso de las cabras y las ovejas. Dentro de las cabras se forman dos grupos: por un lado
las cabras de Izki y Aguillo y por otro las cabras de Laguardia. Similar es el caso de las
ovejas donde se forman dos grupos: las ovejas (Laguardia y Aguillo), y las ovejas de
Atapuerca. Es evidente que las relaciones entre los esteroles y los acidos biliares no

consiguen clasificar los grupos por especie, ya que independientemente del lugar de pasto
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y alimentacion, no se separan y si se realiza una clasificacion SIMCA con heces actuales
no es capaz de clasificarlas por especie (datos no mostrados). Ademas, en este caso,
claramente, las ovejas y cabras, y los caballos y vacas que pastan juntos se agrupan
(Figura 6.4). Esto puede dar una idea, que independientemente de la alimentacion, ya

que, aunque pasten juntos no comen igual, estas relaciones no son capaces de separarlas.

4_
2_
l]_
-2 —
_4 — N S B S b T e e I el e g o s e
2(03}
T T T T T T T T
-4 -2 0 2 4 6 8 10

RESULT2, X-expl: 60%,27%

Figura 6.4. Agrupaciones de especies diferentes que pastan juntas. Agrupadas, por un lado, las
ovejas y cabra, y por otro, los caballos y vacas que pastan juntas.

Con el objeto de poder hacer una clasificacion de las muestras arqueologicas
utilizando los modelos generados con los PCA, se hizo uso de la herramienta SIMCA,
que mediante un modelo de reconocimiento de patrones basado en el principio de
analogia entre las muestras que pertenecen a la misma clase, se enfrentd a las muestras
arqueologicas de Los Husos I, II y El Mirador. Las categorias principales conocidas se
clasificaron en tres grupos; por un lado los animales de mediano tamafio (cabras y
ovejas), por otro las de mayor tamafio (vacas, caballos, ciervos y bisontes) y por ultimo

el jabali.

-185-



Tema 6

Tal como se observa al realizar la confrontacion de los animales de mediano tamafio
(cabras y ovejas) con los de mayor tamafio (vacas, caballos, ciervos y bisontes), con todas
las muestras arqueoldgicas en su conjunto (El Mirador, Los Husos II y II) (Figura 6.5),
ninguna de las muestras llegan a ser clasificada. Sin embargo, si que se aprecia que las
muestras de la cueva de El Mirador AM2, AM20, AM22, AM23, AM27, AM21 y AM31
son las que se encuentran mas proximas a las cabras y ovejas, mientras que por el

contrario, las muestras de Los Husos I y II se encuentran muy alejadas del modelo.

Sample Distance to Mode! pequefios Sample Distances

H22

HI1T

- H25. H215
W23 7

Sample Distance lo Model grandes
25 30 35 40 45 50 55 6.0 6.5 7.0 75

20
- Yodel 3. pequefios

Vh

0\
RESULT34, Sigi

Figura 6.5. Modelos de reconocimiento de patrones mediante el uso de la herramienta SIMCA "
Soft Independent Modelling by Class Analogy" y enfrentamiento de las diferentes categorias
clasificadas de animales grandes (vacas, caballos, ciervos y bisontes) frente a animales medianos
(cabras y ovejas) todas ellas con un 10% de significancia, con el objeto de clasificar muestras
arqueologicas de los Husos LIl y de la cueva de El Mirador.

Debido a la imposibilidad de clasificar las muestras arqueologicas mediante
SIMCA, se decidio realizar un PCA con todas las muestras separadas por yacimientos y

observar si se podrian clasificar las muestras por cercania.
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Al introducir las muestras arqueologicas de la cueva de El Mirador en el modelo
(Figura 6.6), se observa que igual que con el resto de animales pequefios (ovejas y
cabras), las muestras arqueoldgicas estan influenciadas por el PC2 y PC1 en su vertiente
negativa, concretamente, se sitlian en la parte inferior, siendo la muestra AM2 la que
mayor aproximacion presenta. De este modo, parece ser, que las muestras de El Mirador

podrian tener origen ovicaprino.
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Figura 6.6 Analisis del componente principal (PCA) de las diferentes muestras arqueologicas de
la cueva de El Mirador y retos de heces de herbivoros actuales y el logaritmo de las
concentraciones de las variables normalizadas de los de los ratios de esteroles y dcidos biliares.

Al introducir en el modelo las muestras arqueologicas de Los Husos [ y II (Figura
6.7) se observa que estan situadas preferentemente en la parte superior izquierda,
teniendo una influencia importante el PC1 negativo y PC2 positivo. Los animales mas
proximos son como en el caso anterior las cabras y ovejas, sin embargo se encuentran
muy alejadas de los ovicaprinos. La muestra HI 17 destaca sobre el resto de las muestras
arqueologica por su proximidad a las muestras actuales, encontrandose proxima a las

cabras y bisonte.
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Figura 6.7. Andlisis del componente principal (PCA) de las diferentes muestras arqueologicas
de Los Husos I, Il y retos de heces de herbivoros actuales y el logaritmo de las concentraciones
de las variables normalizadas de los de ratios de esteroles y dacidos biliares.

Al no clasificar de forma clara las muestras arqueoldgicas, se intent6 trabajar con
nuestras propias ecuaciones y clasificaciones, usando las relaciones obtenidas en las

heces actuales (Tabla 6.3 y Tabla 6.4)
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Como se puede observar en la Tabla 6.4 dependiendo de la relacion utilizada, la
clasificacion varia considerablemente. Sin embargo, en varias de ellas o las relaciones
entre los analitos no se asemejan a las prehistoricas (Deox/Cheno; Cop/Estigtanol;
Epicop+Cop/Deox) o la clasificacion que realiza (Epicop/Estigtanol; Cop/Deox;
Col/Deox; Epicop+Cop+Col/ Estigtanol; Col/ Estigtanol) es contradictoria, comparada
con los analisis taxondmicos de los restos 6seos y con los de la micromorfologia de suelo
previos a este estudio. Se realizo un PCA con las variables seleccionadas (Tabla 6.4, color

azul y amarillo) y no se obtuvo ninguna nueva conclusion (datos no mostrados)

Al no conseguir clasificar los restos arqueologicos de una forma significativa,
mediante las relaciones de esteroles, fitoesteroles y acidos biliares y en base a estudios
previos de comportamiento de pasto de herbivoros' se decidié emplear el mismo

tratamiento realizado con los esteroles, fitoesteroles y acidos biliares, con r-alcanos.

6.3.2. Determinacion de la concentracion de n-alcanos

En este apartado, se decidio determinar también la concentracion de los n-alcanos
(Cas, Cy7, Cpo, C31), ya que estos alcanos lineales estan relacionados con la alimentacion

animal.

6.3.2.1 Reactivos y materiales

Los patrones de los alcanos Cos3i asi como el disolvente empleados para la
extraccion de las muestras (n-hexano) fueron suministrados por Sigma-Aldrich®
(Madrid, Espafia). Se utilizé para este proceso una centrifuga (Unicen, ortoalresa,
Espafia), un evaporador analitico de nitrdgeno con control de regulacion de la
temperatura (Techhen®, Sample Concentrator, Staffordshire, ST15 OSA, UK), un
agitador mecanico (Selecta®, vibromatic, Abrera , Barcelona) y filtros de PTFE 0,22um

(Olim Peak,Teknocroma, Barcelona).

-194-



Andalisis de restos actuales y clasificacion de muestras arqueologicos

6.3.2.2 Extraccion liquido-liquido (LLE)

5g de muestra arqueologica y 0,1 g de heces actuales se pesaron y se realizd una
extraccion solido-liquido asistida por agitacion mecanica durante 10 min con 10 mL de
n-hexano. A continuacion, se procedi6 a su centrifugacion a 10.000 r.p.m durante 5 min,
recogida del sobrenadante y evaporacion total hasta sequedad en corriente de nitrogeno.

Finalmente, se procedio a la reconstitucion en 2mL de n-hexano y filtrado a 0,22um.

6.3.2.3 Instrumentacion GC-MS

Para el analisis se empled un cromatografo de gases (GC) modelo 7890 acoplado a
un espectrometro de masas 5973 (qMS) y una columna HP 5 MS (30m x 0,25mm,
0,25um) todos ellos suministrados por Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA), Se
emple6 He (pureza: 99,99%) como gas portador, a un flujo constante de 1,7 mL/min. 2
nL del extracto es inyectado en modo splitless (2min) a 300 °C. La temperatura del horno
del GC presento el siguiente gradiente: se mantuvo a 60 °C durante un minuto y a
continuacion se incrementd a razéon de 8°C/min hasta los 290°C, manteniéndose esta

temperatura final maxima durante 10min.

Se trabajo en modo SCAN m/z 50-550 y SIM con fuente de ionizacion y cuadrupolo
con temperaturas de 230 y 150 © C respectivamente. La m/z monitorizada para cada uno
de los compuestos fué la siguiente: n-alcanos, Css iones (352/85), Cz7iones (381/85), Cao
iones (408/85) y Cs; iones (437/85), utilizando el primer ion como cuantificador y el

segundo como cualificador.
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6.3.2.4 Parametros de calidad
6.3.2.4.1 Calibracion del método

Se realizd un calibrado en matriz dopando tierras blanco en un rango de
concentraciones de los analitos entre 15-7,000 ng/g. Conjuntamente, se analizaron tres

réplicas de las tierras para asegurar la ausencia de los analitos de interés en la matriz.

El coeficiente de correlacion fue mayor al 0,99 en todos los casos.

6.3.2.4.2 Calculo del limite de deteccion y limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LOQ) y el limite de detencion (LOD) se ha calculado
mediante la sefial obtenida de la extraccion de 5g de blanco de muestra. Debido a que se
ha observado sefial de todos los compuestos en los blancos, tanto la Scop como la Sioq
se ha calculado haciendo uso de la sefal y su desviacion estandar tal como puede

observarse en la ec. 3.6 y ec. 3.7.
Scop=S+3s 'y Stop=S+10s (ec. 3.6y ec. 3.7)

Una vez calculados las Srop y la Srog de cada uno de los analitos, se procedio6 al
calculo de los limites de concentraciones obteniéndose valores comprendidos entre 7,17

y 110,95 ng/g para el Cropy 9,23 y 275,15 ng/g para el Croq.

6.3.2.4.3 Recuperacion del método a concentraciones altas y bajas

Otro criterio de calidad importante para evaluar un método analitico es el de
comprobar la recuperacion de cada uno de los analitos cuando estos se encuentran tanto
a concentraciones bajas como altas. Para ello, se ha hecho uso de los Crop de cada uno
de los analitos, usandose el limite de deteccion, (CrLopx2) para las concentraciones bajas

y limites de deteccion (CrLopx10) para las concentraciones altas.
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Para concentraciones altas se ha obtenido recuperaciones aparentes entre 81,6 y
115,9 % y para concentraciones bajas recuperaciones aparentes entre 99,7 y 108,2 %

(Tabla 6.5).

Tabla 6.5 Recuperaciones del método analitico a concentraciones altas, bajas y cdlculo de la

desviacion estandar relativa (DER) todas expresadas en porcentaje.

n-alcanos (};:)c'(;’;‘gi‘;) DER(%) ((;:f(ci ;‘;:;‘I;) DER(%)
Cys 108,2 3,1 94,7 1
C, 107,9 2,1 81,6 8,7
C, 104,7 3,3 115,9 2,6
C, 99,7 1 100,9 0,2

6.4 ANALISIS EN MUESTRAS REALES

Se analizaron veinticuatro muestras de caracter sedimentologico (fumiers)
provenientes de las excavaciones realizadas en rediles prehistoricos localizados en la

cueva de El Mirador y los Husos I y I1.

Al igual que se realizd, con los esteroles, fitoesteroles y acidos biliares, para
comparar las muestras arqueologicas con las muestras de heces actuales, se realizo un
analisis del componente principal (PCA) a todas las muestras de heces actuales a
excepcion de las de jabali (Figura 6.10). Para este analisis se utilizaron los ratios de los
logaritmos de las concentraciones obtenidas (Cao/C31+C27/Cs1;  Ca7/Ca9tCao/Csy;
C27/Ca9+Cr7/Cs1; Cao/C31+Cas/Cs1; Cas/Ca1+Car/Car; Cas/CartCao/Csr; Cas/CartCas/Cars
C25/Ca9+Cas/Cs1; Cas/CartCar/Csr; Cas/CagtCas/Cary Cos/CrotCar/Csiy Car/Cast+Cao/Cst). El
PC2 vs PCI1 describe el 90% de las muestras.

Tal como se observa en la Figura 6.8, se aprecia una agrupacion de las heces actuales
en funcion del tipo de herbivoro al que pertenece. También se puede observar como en

el caso de las heces de vacas analizadas, se forman dos grupos diferenciados, por un lado,
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las heces de vacas de Aguillo y por otro las heces de vaca de Narbaja y Opakua. Lo
mismo sucede con las heces de las cabras, por un lado, se agrupan las heces de cabra de
Izki y Aguillo y por otro las de Laguardia. Finalmente, se aprecia también la formacion

de dos agrupaciones entre los caballos Tarpan y Hispano-Breton, y los Przewalski.
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Figura 6.8 Andlisis del componente principal (PCA) de las diferentes muestras de heces de
herbivoros actuales y el logaritmo de las concentraciones de las variables normalizadas de los

ratios de n-alcanos.

Ninguna muestra de los Husos mostraba concentraciones de Csi, con lo que no se
pudieron clasificar. Al igual que en la seccion 6.3.1., se realizo una clasificacion SIMCA
para clasificar las muestras arqueoldgicas de El Mirador, y del mismo modo, no se
pudieron clasificar, por lo que se decidio realizar un PCA con todas las muestras, tanto

de heces actuales como arqueologicas.

Como se puede observar en la Figura 6.9, las muestras arqueologicas AM23, AM2
y AM24 se agrupan con las heces de oveja y la muestra AM22 se agrupa con las heces

de cabra de Aguillo. Sin embargo, la distancia de AM20 con los caballos no es mucho
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mayor que a las ovejas por lo que surgen dudas y la AM21 y la AM3 se alejan mucho del

modelo.

Por todo ello, y con intencion de separar los restos actuales de una forma

significativa se decidid realizar una clasificacion de heces utilizando tanto los n-alcanos

como los esteroles, fitoesteroles y acidos biliares.
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Figura 6.9 Analisis del componente principal (PCA) de las diferentes muestras arqueologicas de
El Mirador y retos de heces de herbivoros actuales y el logaritmo de las concentraciones de las

variables normalizadas de los ratios de alcanos.

6.5 COMBINACION Y SELECCION DE n-ALCANOS, ESTEROLES Y
ACIDOS BILIARES PARA UNA MEJOR CLASIFICACION DE LAS
MUESTRAS ACTUALES Y ARQUEOLOGICAS.

Con el objeto de mejorar los resultados y poder clasificar las muestras

arqueologicas se procedio a unificar los ratios de los n-alcanos, esteroles, fitoesteroles y

-199-



Tema 6

acidos biliares. Para ello, se hizo uso de los logaritmicos de todos los ratios normalizados
utilizados con anterioridad que a continuacion se muestran (Cao/C31+C27/Csi;
C27/C9tCa0/C31; C27/Ca9tC27/Cs1; Coo/C31+Cas/Ca1; Cas/C31+Ca7/Cai; Cas/CartCao/Cay
Ca5/C7+Cas/Cs1; Cp5/Ca9tCas/Car; Cos/CartCrr/Car; Cas/CaotCao/Cai; Cas/CaotCar/Car
C27/Cas+Cp/Cs1;  Deox/Lit;  Cheno/Lit; Col/Cop;  EpiCop/Cop;  Cheno/deox,
Epicop+Cop/Stigtanol;  EpiCop+Cop+Col/Stigtanol;  Col/Stigtanol;  Cop/Deox;
EpiCop/Cheno y Stigtanol/Deox).El PC2 vs PC1 describe el 69 % de las muestras.

Tal y como se puede observar en la Figura 6.10, al igual que en los casos anteriores,
se aprecia una agrupacion de las heces frescas en funcion del herbivoro al que pertenece.
Hay una separacion en un grupo de los bisontes y ciervos tal como se puede observar en
la parte superior de los scores. Asi mismo, se apreciar como las cabras, ovejas, vacas y
caballos se agrupan en tres bloques cada uno: cabras (Izki, Aguillo y Narbaja), ovejas
(Aguillo, Laguardia y Atapuerca), vacas (Opakua, Narbaiz y Aguillo), y los caballos de
(Atapuerca, Hispano-Breton y Przewalski). Podemos constatar que mediante la
utilizacion de todos los biomarcadores, ademas de conseguir la separacion por especie
parece posible también la separacion de los mismos en funcion del lugar que pastan. Sin
embargo, la separacion entre las ovejas y cabras de Laguardia y caballos y vacas de
Aguillo no es suficiente para obtener una buena clasificacion, por lo que se decidid

eliminar variables y utilizar las mas significativas.
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Figura 6.10 Andlisis del componente principal (PCA) de los diferentes restos de heces de
herbivoros actuales y el logaritmo de las concentraciones de las variables normalizadas de los

ratios de alcanos, esteroles y acidos biliares.

Tal y como se observa en la Figura 6.11, utilizando como variables los ratios de
Deox/Lit; Cop/Cheno; Col/Cop; Cheno/Deox; Cheno/Lit; Cas/Caot+Cos/Csi y
C»5/Ca7+Cos/Cs1 se consiguié una mejor agrupacion entre especies y lugar de pasto, a
excepcion de las vacas de Opakua y Narbaja (PC2 vs PC1 describe el 77 % de las

muestras).

Finalmente, también se observan agrupaciones por tamafio de animal, los animales

mas grandes situados en la parte derecha y los mas pequefios en la parte izquierda.
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Figura 6.11 Andlisis del componente principal (PCA) de los diferentes restos de heces de
herbivoros actuales y el logaritmo de las concentraciones de las variables normalizadas de los
ratios de alcanos, esteroles y acidos biliares seleccionados.

Por otro lado, al igual que se hizo con todos los compuestos, se hizo uso de la
herramienta SIMCA sobre los ratios seleccionados y sobre las muestras. Al haber
necesidad de utilizar los ratios de las n-alcanos, no se pudo clasificar ninguna muestra de
los Husos y en caso de El Mirador se clasificaron hasta la muestra AM23 ya que del resto
no se dispone resultados de m-alcanos. Se enfrentaron las muestras arqueoldgicas
seleccionadas (AM2, AM20, AM21, AM22 y AM23) y las categorias principales
conocidas de dos en dos, quedando los enfrentamientos de tal modo: a) caballo frente a
vacas; b) cabras frente a ovejas; ¢) vacas frente a ovejas; d) caballos frente a ovejas; ¢)
cabras frente a caballos; f) cabras frente a vacas; g) cabras frente a bisontes y h) cabras
frente a ciervos.

Como se observa en la figura 6.12, en todos los enfrentamientos que confrontaron
las cabras con otro animal, aunque no llegan a ser clasificadas por el modelo, se

encuentran muy cerca de las cabras. No ocurre lo mismo con las muestras AM2 que se
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encuentra en una posicion intermedia y las muestra AM3 que se encuentra totalmente
alejada del modelo. Se observa el mismo comportamiento cuando se confrontan ovejas

con otro animal que no sea cabra (Datos no mostrados).

pm—

Figura 6.12 Modelos de reconocimiento de patrones mediante el uso de la herramienta SIMCA y
enfrentamiento de las diferentes categorias: h) cabras frente ciervos, e) cabras frente a caballos;
f) cabras frente a vacas y g) cabras frente a bisontes todas ellas con un 5% de significancia, con
el objeto de clasificar muestras arqueologicas de la cueva de El Mirador.

Si se confrontan cabras frente a ovejas (Figura 6.13), como en los modelos
anteriormente mencionados, no existe una clasificacion con ninguno de los dos animales,

ya que las muestras se situan entre las dos.
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Figura 6.13 Modelos de reconocimiento de patrones mediante el uso de la herramienta SIMCA y
enfrentamiento de las diferentes categorias: b cabras frente a ovejas, todas ellas con un 5% de
significancia.

Al no poder clasificar las muestras arqueologicas mediante SIMCA, se incluyeron
en el modelo. Como se puede observar en la Figura 6.14, las muestras arqueologicas, se
encuentran a la derecha del PCA junto a las ovejas y cabras. AM2, AM22 y AM21 se
encuentran mas cerca de las ovejas y AM23 y AM20 de las cabras, sin embargo, no se
puede afirmar a ciencia cierta que estos restos corresponden a esas heces tal y como se

observa en la clasificacion SIMCA.
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Figura 6.14 Andlisis del componente principal (PCA) de los diferentes restos de heces de
herbivoros actuales y muestras de El Mirador y el logaritmo de las concentraciones de las
variables normalizadas de los ratios de alcanos, esteroles y dacidos biliares seleccionados.

6.6. RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

En este apartado final se resumen los resultados obtenidos para las muestras analizadas

(Tabla 6.6)
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Como se puede observar en la Tabla 6.6, la interpretacion de los resultados varia
dependiendo del tipo de clasificacion utilizada, aunque la clasificacion como herbivoros
y ovicaprino parece bastante clara. Aun asi, es necesario contrastar estos resultados con
los del analisis taxonomico de los restos 6seos y con los de la micromorfologia de suelos,

actualmente en curso, para determinar, cual de todas las clasificaciones es la idonea.

6.7. CONCLUSIONES

Mediante el empleo del analisis multivariante (PCA) ademas de conseguir agrupar
las muestras actuales en funcion del herbivoro al que pertenecen, dentro de una misma
especie de herbivoro, se ha podido agrupar en funcién del lugar donde frecuentan pastar.
En la misma linea, también se ha podido constatar la separacion de las especies de
herbivoros en funcion de su tamafio.

Con respecto a las muestras arqueoldgicas, aunque no han podido ser clasificadas
con ninguna especie animal, se ha obtenido modelos donde las muestras arqueoldgicas
se aproximan mucho a las cabras y ovejas.

Las muestras arqueoldgicas debido al impacto térmico sufrido y su antigiiedad,
presentan una degradacion de los analitos no lineal lo que dificulta su clasificacion si se

compara con heces actuales.
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General conclusions

This chapter summaries the main conclusion obtained from the present research.

. Three analytical method were optimised and validated for the determination of
5B-sterols, bile acids, hormones and n-alkanes in order to the characterization of
fumiers from San Cristobal, Los Husos I, II rock-shelters (Cantabria mountain range,

Araba, Spain) and El Mirador cave (Atapuerca mountain range, Burgos, Spain).

. Different extraction strategies (Microwave Assisted Extraction (MAE) and
Ultra Sound bath Extraction (USE)) and clean-up techniques (Solid Phase Extraction
(SPE)) were used and optimised. High extraction efficiency, robust and reduce
extraction time were obtained compared with the literature used to apply in

archaeological samples.

. The samples were analysed by GC-MS, Py-GC-MS, EGA-MS and LC-APCI-
MS. In general, the highest amount of analytes were detected in the unburned layers
lowest burned ones. On the other hands, sterols, phytosterols and bile acids ratios had
been able to identify samples as ruminant residues, although, bile acids showed better
behavior than sterols and phytosterols in fumier structures. Py-GC-MS and EGA-MS
analysis were used for lignin residue analysis but the results were not satisfactory and

the methodolgies should be improved establish valid conclusions

. Focusing in the hormones analysis, PG concentration was present in many of
the facies studied and the ratio PG/Deox could be related with pregnant females,

recently given birth and lambs separation from the herd.

. Chemometrics tools, such as PCA and SIMCA classification have been used in
order to classify facies by their behavior and biogenic origin using analytes
concentration and pyrograms. The behavior of the burnt, partially burnt and unburnt is
not always the same, and some partially burnt facies behave like unburned ones.
Therefore, unburned and partially burned facies must be analysed in order to
determine the ruminant or not ruminant origin of the facies. In the case of the

pyrograms, a deeper study of the pyrograms obtained is already neccesary.
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In order to determine the biogenic origin of archaeological samples, a SIMCA
(soft independent modeling by class analogy) classification was proposed. Three
different classification models were proposed. One with sterols, phytosterols and bile
acids, the second with n-alcanes and finally all of them together. Unfortunately, any
of them were able to classify unquestionably the archaeological samples neither the
ratios proposed. Therefore, these results must be compared with those obtained from

sediment’s micromorphology analysis.
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Anexo

Anexo I. ANALISIS MEDIANTE DRX DE MUESTRAS PROCEDENTES
DEL YACIMIENTO ARQUEOLLOGICO DE ATAPUERCA (CUEVA DE
EL MIRADOR)

Muestra facies

AM_2 V/VL SIN COMBUSTION
AM_23 V/VL

AM_27 V/VL

AM_28 V/VL

AM 22 A

AM_32 A

AM_10 N COMBUSTION PARCIAL
AM_7 N

AM_9 N

AM 11 N

AM_26 tf

AM_25 tf

AM_16 g COMBUSTION COMPLETA
AM 1 g

AM_5 b

AM_33 b
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Anexo II. METODOLOGIA ANALITICA

Una porcion de cada muestra ha sido molida y homogeneizadas manualmente en
un mortero de agata para su analisis mediante DRX de polvo en un difractometro
PANalytical Xpert PRO,equipado con tubo de cobre (ICuKamedia=1,5418A,
ICuKal=1,54060 A y 1CuKa2=1,54439 A), goniémetro vertical (geometria Bragg-
Brentano), rendija programable de divergencia, intercambiador automatico de muestras,
monocromador secundario de grafito y detector PixCel. Las condiciones de medida han
sido 40 KV y 40 mA, con un barrido comprendido entre 5 y 70°2theta.

Para el tratamiento informatico de los difractogramas obtenidos e identificacion
de las fases presentes se ha empleado el software especifico PANalytical X'pert
HighScore, en combinacion con la base de datos PDF2 del ICDD.

Se adjuntan los difractogramas experimentales medidos como ficheros XY; que
pueden abrirse con EXCEL poniendo en el eje horizontal el angulo 2theta, y en el eje
vertical la intensidad observada. En cada pagina se representa el difractograma con escala
vertical de tipo “raiz cuadrada”, que hace mas visibles los picos mas pequefos, y también
con escala verticallineal. En estas muestras se identifican los siguientes minerales:

e Cuarzo SiO2 romboédrico (Ficha PDF 85-798, en color rojo en las figuras),
presente en todas las muestras.

e (alcita CaCO3 romboédrico (PDF 5-586, azul), presente en todas las muestras.

e Filosilicatos (minerales de la arcilla), del grupo de las illitas (micas). En las
figuras se representa en color verde la ficha PDF 80-742 correspondiente a una
moscovita.

e (Cantidades menores de apatito Ca5(PO4)3(OH,F,Cl). En las figuras se
representa en color gris la ficha PDF 82-1429 correspondiente a un
hidroxiapatito.

e Eventualmente se identifican muy pequeias cantidades de feldespatos, de tipo
potasico (se representa en naranja la ficha PDF 75-1190 de una ortosa
KAISi308) y/o de tipo plagioclasas (se representa en rosa la ficha PDF 41-1480
correspondiente a una albita NaAlSi308).
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Anexo III. RESULTADOS

Se ha procedido a realizar una estimacion semicuantitativa segun el método de

los “poderes reflectantes” de Schultz. Este tipo de estimaciones, aunque util para

comparar entre si muestras similares (como en este caso), tiene limitaciones, dado que:

Se basa en la medida del area de un tnico pico (el mas intenso) por cada fase

mineral identificada.

Los “poderes reflectantes” usados para corregir el area de cada pico son valores

empiricos.

Todas las fases identificadas suman el 100%, por lo que no se consideran las

posibles fases cristalinas no identificadas, ni la presencia de material amorfo (no

cristalino) si lo hubiera.

Los filosilicatos se miden conjuntamente en una unica reflexion no basal, a fin

de minimizar los efectos de la orientacion preferente de sus particulas planares.

TABLA 1.1 A4nexo (Estimacion semicuantitativa y % mineral de cada una de las

muestras
% Cuarzo | % Calcita | % Filosilicatos | % Apatito | % Feldespato K | % Plagioclasas
AM 2 34 17 48 indicios 1
AM23 43 4 52 1
AM 27 32 20 41 3 2 2
AM 28 30 9 57 3 1 indicios
AM22 33 32 30 5 indicios
AM 32 25 33 28 12 2
AM 10 25 27 43 5
AM 7 28 9 61 2 indicios
AM 9 27 35 28 10
AM 11 27 36 28 2
AM 26 36 19 40 2 1 2
AM 25 31 19 39 11
AM 16 25 41 27 7
AM 1 39 20 29 7 4 1
AM S 21 40 26 13
AM 33 11 78 6 4 1
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Anexo IV. DIFRACTOGRAMAS DE LAS DIFERENTES MUESTRAS
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AMI10
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