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ANÁLISIS DE LA CONSERVACIÓN DEL COLÁGENO Y POSIBLE CONTAMINACIÓN 
EN MUESTRAS ÓSEAS DEL CUATERNARIO PAMPEANO MEDIANTE TÉCNICAS DE 

FTIR
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Introducción
En este trabajo se analizan los espectros FTIR (espectroscopia Infrarroja mediante transformada de 
Fourier) de diferentes muestras arqueológicas de hueso con distintos grados de conservación de la 
proteína ósea y se comparan con la correspondiente a un hueso moderno con el objetivo de estimar la 
calidad y conservación del colágeno para las dataciones radiocarbónicas
La composición original del hueso interactúa con los diferentes elementos exóticos presentes en el 
ambiente de depositación donde el material está enterrado influyendo en la preservación de la proteína 
ósea, que finalmente se utiliza para las dataciones radiocarbónicas y para los análisis de isótopos estables. 
Los parámetros utilizados habitualmente para estimar la calidad de colágeno son la relación atómica 
C/N, %C y %N, pero para, acceder a esta información implica contar al menos con un analizador 
elemental. Este equipamiento es caro y está disponible en muy pocos laboratorios de arqueometría 
del país. Por este motivo se están investigando nuevas técnicas que permitan estimar la calidad de 
conservación del colágeno y/o su posible contaminación con sustancias del entorno haciendo uso de 
otras técnicas más versátiles. 
El colágeno de hueso es mayoritariamente colágeno tipo I compuesto en más de un 50% por los 
aminoácidos Glicina, Prolina, Hidroxiprolina y Arginina. Está constituido por un conjunto de tres 
cadenas polipeptídicas (1.000 aminoácidos por cadena), agrupadas en una estructura helicoidal. La 
Glicina constituye la tercera parte de los aminoácidos de cada cadena, hecho único entre todas las 
proteínas del organismo. La repetición de 333 tripletes de forma Gli-X-Y preside la estructura de cada 
una de las cadenas. En posición X se encuentra, en la mayoría de los casos, la Prolina; en posición Y, 
se encuentran la hidroxiprolina y la hidroxilisina, dos aminoácidos que no abundan en la constitución 
de las otras proteínas del organismo. (Prokop y Guzman, 1981). Se identifican en las estructuras de 
estos aminoácidos grupos funcionales OH, C=O, -NH2, >NH, -NH2, -NH+, ArNH, >CH2, con 
características vibracionales específicas; las cuales son fácilmente detectables mediante espectroscopia 
Infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). 
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Metodología
El procedimiento para la extracción de colágeno se realizó según el método de Longin (1971) 
modificado. Cada muestra de hueso de aproximadamente 1 gr fue descalcificada con HCl 0,6 M a 
4°C. Seguidamente se lavó con NaOH 0,1 M para eliminación de contaminantes solubles en álcali y 
se realizaron tres lavados en agua tridestilada para eliminación de sales. La gelatinización se realizó en 
HCl 0,06 M a 85 °C por 24 hs. Finalmente el colágeno disuelto se filtró (fibra de vidrio, 0,45 micras). 
La solución se liofilizó a -60°C, 30 Pa hasta peso constante para obtención del colágeno seco.
Se realizaron extracciones de diferentes muestras óseas (Lama guanicoe). 
C1: Colágeno de un metapodio, moderno, Pcia de Rio Negro (Sitio Cinco Chañares). Rendimiento 
colágeno 21%. relación C/N: 3,26.
C2: Colágeno de una vértebra, edad esperada 400-800 años AP, Pdo. de Carmen de Patagones (sitio 
Zoco Andi 1). Rendimiento colágeno menor a 1% (0,15%). Mala conservación evidente en colágeno.
C3: Colágeno de una escápula, edad esperada 2000 Años AP, Pdo. de Olavarría (Empalme Querandíes 
1). Rendimiento colágeno menor a 1% (0,88%). Mala conservación evidente en colágeno.
C4: Colágeno de una escápula, edad esperada 3100 años AP, Pdo. de Olavarría (Empalme Querandíes 
1). Rendimiento colágeno 5,59%. Aspecto del colágeno bueno.
C5: Colágeno de pieza 677/13054, Muestra Colección Ameghino Cañada de Rocha, MNLP, Rendimiento 
colágeno 18,44%. Aspecto colágeno bueno. Relación C/N: 2,84 (por debajo del recomendado para 
datar Ambrose (1990). Se sospecha contaminación con alguna sustancia preservante agregada a la 
pieza que podría aportar nitrógeno orgánico (no colágeno).
C6: Colágeno de pieza 13033, Muestra Colección Ameghino Cañada de Rocha, MNLP, Rendimiento 
colágeno 0,35%. Aspecto colágeno mal conservado. No fue posible determinar relación C/N. Se 
sospecha contaminación con alguna sustancia preservante agregada a la pieza que podría aportar 
nitrógeno orgánico (no colágeno).
El análisis mediante FTIR se realizó mediante la conformación de pastillas con 0,002 gr de colágeno 
y 0,150 gr de KBr, Los espectros se midieron usando un instrumento Magna 550 de Nicolet equipado 
con óptica CsI.

Resultados y discusión
La superposición de los espectros de los colágenos bien conservados se observa en la Figura1 y en la 
Figura 2 la superposición de espectros con mala conservación, ambos comparados con C1 (patrón).
En la Figura 1 se puede observar la coincidencia de los espectros con los reportados en bibliografía 
(Gianfrate et al. 2007; Campos Vidal y Mello 2011), la banda de Amida A asociada a la frecuencia 

Figura 1. Comparación 
de espectros FTIR  de 
colágenos bien conservados.

del estiramiento N-H, 
usualmente se encuentra en 
3330 cm-1. La banda Amida 
B aparece como un hombro 
en la región de 3071 cm-1 
asociada al estiramiento 
N-H libre. En 2939 cm-1, 
aparece otra banda asociada 
a estiramiento C-H. Luego 
en 1659 cm-1 se encuentra 
la banda Amida I asociada 
mayoritariamente a enlaces 
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C=O no equivalentes (Vibración del C=O (80%), 
estiramiento C-N (10%) deformación.  N-H 
(10%)) usualmente reportada en la región 1650 
– 1660 cm-1. En 1545 cm-1 la banda Amida II 
(deformación C-N (40%) y estiramiento N-H 
(60%)), en 1451 cm-1 se encuentra la banda de 
Prolina superpuesta con frecuencias características 
de las deformaciones -CH2 y -CH3. En 1332 cm-1 
se ve una banda de media intensidad asociada a 
estiramientos C-N. En 1238 cm-1, se encuentra la 
banda característica Amida III correspondiente a 
la deformación N-H asociada a Aminas terciarias, 
aminas cíclicas y estiramiento del enlace Califatico-N. 
Entre 1100 y 1005 cm-1 se encuentran bandas de 
baja intensidad asociadas a las deformaciones 
C-O-H C-O y C-O-C de restos de carbohidratos 
y torsiones fuera de plano de ácidos carboxílicos 
(Belbachir et al. 2009; Riaz et al. 2018).  
En la Figura 2, se puede apreciar en rasgos generales 
una disminución de las bandas características 
para enlaces nitrogenados, desapareciendo en 
algunos casos las bandas Amida II y Amida III y 
un aumento considerable de la intensidad de las 
bandas asociadas a restos de carbohidratos (1100 
– 1000 cm-1). En la muestra C6 se observa además 
una banda en 2404 cm-1 que podría asociarse a la 
presencia de sales de aminas terciarias NH+ (Lin-
Vien et al. 1991); producto de la ruptura de enlaces 

Figura 2. Comparación de espectros de colágenos 
mal conservados (C2, C3 y C6) respecto de C1 bien 
conservado.

peptídicos, confirmados por la desaparición de la banda amida III. Esto se asocia directamente a la 
pérdida de calidad del colágeno por aumento de la relación atómica C/N. Los huesos con relaciones 
C/N superiores a 3,6 no deben ser utilizados para establecer cronologías.
Se sospecha que las muestras C5 y C6 fueron tratadas con alguna sustancia conservante que redujo la 
relación atómica C/N ya que corresponden a una colección que fue vendida a varios museos. En los 
espectros analizados no se identifican bandas características diferentes a las del colágeno a excepción 
de una pequeña señal de baja intensidad en 1404 cm-1 presente en C5 y posiblemente en C6, aunque 
este último corresponde a un colágeno mal conservado y la señal no es clara en esa región. Esta señal 
puede deberse a alguna sustancia como por ejemplo Quitosano (material utilizado como conservante y 
antifúngico extraído de las cascaras de crustáceos, señales características 1404, 1560, 2878, and 3352 
cm-1), donde las demás señales características se superponen con las del colágeno (Riaz et al. 2018). 
Riaz (2018) reporta una relación entre la intensidad de algunas bandas (Amida III/Amida I y Amida 
III/Prolina) a fin de establecer la desnaturalización del colágeno por efectos térmicos, cuando se reduce 
la estructura helicoidal del colágeno. Las muestras analizadas en este trabajo no sufrieron ataques 
térmicos, pero esta relación da valores diferentes para colágenos arqueológicos degradados que para 
colágenos bien conservados, lo que indicaría una desnaturalización originada en la mala conservación. 
En esta ponencia se discutirán los resultados obtenidos para diferentes muestras arqueológicas y la 
conveniencia de los estudios de FTIR para estimar calidad colágeno antes del envío de las muestras 
para determinar cronología.
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