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Resumen

En el presente trabajo se ha realizado un estudio de muestras de sedimentos
pertenecientes a la Cueva Pintada de Galdar, en la isla de Gran Canaria; utilizando para
ello cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas. La realizacion de
este estudio pretende confirmar algunas de las teorias observadas a traves de la
micromorfologia y, ademas, afirma la necesidad de la colaboracion entre quimicos,
bidlogos, gedlogos, historiadores y arquedlogos para conseguir profundizar en el
estudio de los usos y costumbres en la vida de nuestros antepasados.

Abstract

The aim of this work consists on the study of a batch of samples belonging to
Cueva Pintada de Galdar site, placed in Gran Canaria island. Samples were analyzed by
gas chromatography coupled to a mass spectrometer. Our results allow us to confirm
some of the theories proposed previously by the archaeologists in their
micromorphology studies. On the other hand, this study also shows that the
collaboration between chemists, biologists, geologists, historians and arqueologists is
necessary to know more about the customs and habits of our ancestors.
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Introduccién

1. Introduccion

1.1. Importancia de la Quimica Analitica en la Historia.

La quimica es la ciencia que estudia la composicion, la estructura y las propiedades
de la materia, asi como las mutaciones que esta experimenta en las reacciones quimicas

y su relacién con la energia.™

Esta ciencia ha estado presente en la historia de la humanidad, puesto que adn sin
saberlo, nuestros antepasados ya la usaban para transformar el barro en cerdmica, tefiir
cuero o para crear unguentos como medicinas; y también en algo tan sencillo como
hacer fuego.!! Es posible que los egipcios ya conociesen y empleasen procesos
quimicos para la obtencion de metales preciosos, aunque los primeros tratados de
Alquimia fueron escritos por griegos, que llegaron incluso a representar sistemas de
destilacion. Posteriormente los arabes perfeccionaron técnicas y sistemas. La primera
referencia a la palabra Quimica como tal aparece en un tratado del matematico y
astronomo Julio Firmico Materno, en el que recomendaba el estudio de esta disciplina a
los nacidos bajo el signo de Saturno (336 D.C),!! aunque no fue hasta el s. XVII que
Robert Boyle denomind a esta ciencia como Quimica y la describié como un método
para adquirir nuevos conocimientos, diferenciandola de otras disciplinas a las que habia
estado ligada. A partir de este momento la Quimica buscd, como toda ciencia
experimental, el “Cémo” en lugar del “Por qué”. Boyle contribuyé enormemente al
desarrollo de la quimica analitica y a él se le debe el uso del término analisis tal y como
hoy se entiende.

Inicialmente, la quimica utilizaba la gravimetria como herramienta principal de la
quimica analitica cuantitativa; pero durante el s. XVIII, el rapido crecimiento industrial
conllevd un gran desarrollo de los métodos analiticos, sobretodo en la industria
metalUrgica. También en este siglo comienza a surgir un marcado interés por el analisis
de los gases, cambiando la percepcion de que todo era “aire” o distintos tipos de éste.
Justamente en esta etapa es cuando Bergman diferencia la Quimica Analitica de otras
disciplinas de la Quimica. Ya en el s. XIX aparece el andlisis volumétrico, empleado
principalmente en el sector textil. No obstante, el mayor desarrollo de los métodos y
técnicas analiticas vienen marcadas por los rapidos avances cientificos y tecnoldgicos

precipitados por la Segunda Guerra Mundial. Los afios siguientes a la posguerra
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presenciaron una gama mas amplia de técnicas analiticas para el estudio del pasado,
incluidos analisis de rayos X, microscopia electronica, analisis de activacion de
neutrones y espectrometria de masas, 1o que ayudo a la profundizacion en el estudio de
la formacion de moléculas, formulas y los organismos méas complejos. La industria de la
quimica se expande con la creacion de nuevos productos, materiales y farmacos que
ayudan a la mejora de la calidad de vida de las personas. La diversidad de técnicas y
aplicaciones que presenta la Quimica Analitica sirven de apoyo a la generacion de
conocimiento por parte de otras disciplinas tales como la Medicina, la Geologia y como
no, la Arqueologia.

1.2. La Arqueologia y su sinergia con la Quimica Analitica.

Renfrew y Bahn afirman en su trabajo llamado Arqueologia, Métodos y Practicas
que "La arqueologia se ocupa de estudiar una gran variedad de experiencias de las
sociedades pasadas: desde cdmo se organizaron en grupos sociales y explotaron sus
alrededores; hasta otras cuestiones como qué comieron, hicieron y creyeron; cémo se
comunicaron y por qué se produjeron cambios en dichas sociedades ".**! Las inferencias
sobre las sociedades pasadas se hacen a partir de las pruebas recuperadas en las
excavaciones arqueologicas. A veces, estas pruebas se obtienen en forma de artefactos o
estructuras conservadas (es decir, productos directos de la actividad humana), aunque
también se puede obtener informacion, por ejemplo, de los restos de insectos (los cuales
pueden sefalar condiciones ambientales y ecoldgicas). Incluso en ocasiones, las
caracteristicas geoldgicas del propio yacimiento pueden aportar informacién; ya que
establecen un contexto en el cual se han desarrollado las actividades que se investigan.
Este tipo de estudios arqueoldgicos basados en el estudio de evidencias requieren el uso
de aproximaciones cientificas que aporten datos. La aplicacion de estos métodos
cientificos ha permitido, por ejemplo, establecer antiguas rutas comerciales del Imperio
Romano, mediante la correlacién de fragmentos obtenidos en un determinado
yacimiento con otros de similares caracteristicas localizados en otros.[* Otro ejemplo de
esta aplicacion establece la relacion entre los contextos socioecondmicos de ciertas

ciudades a través de los huesos de animales encontrados en el yacimiento.™

Segun estos principios, sin las pruebas obtenidas en los yacimientos, no podriamos
obtener las respuestas a las preguntas planteadas en la labor de reconstruccion del

comportamiento de las sociedades pasadas. Es por ello que existe un fuerte requisito
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moral y practico para extraer la maxima informacion de los restos materiales
recuperados durante cualquier investigacion arqueoldgica. De vital importancia en esta
labor es la aplicacion de la Quimica Analitica a la hora de aportar los métodos
instrumentales que permitan la deteccion y cuantificacion de compuestos inorganicos y
organicos. Ademas, recientemente, se ha implementado el uso de técnicas para la
medicion de abundancias isotopicas en una gran variedad de elementos. La relacion
entre la Quimica Analitica y la Arqueologia no es nueva, se conocen una cantidad
importante de historias publicadas sobre el anélisis cientifico aplicado al estudio de los
pueblos y materiales del pasado. Caley (1773-1857) en diversos trabajos ya resume las
primeras aplicaciones de la Quimica a la Argueologia; también Trigger (1937-2006)

presenta una vision general de la Arqueologia y las ciencias fisicas y biolégicas.

Otros ejemplos de investigadores que aunaron ambas disciplinas fueron Martin
Heinrich Klaproth (1743-1817) y Humphry Davy (1778-1829). El primero de ellos fue
un farmacéutico conocido por haber descubierto el uranio, el zirconio y el cerio y dar
nombre a otros tres elementos. Este prodigioso cientifico estudié a través de la
gravimetria la composicion de aleaciones de cobre en muestras griegas y en monedas
romanas ademas de una serie de objetos de metal y algunas piezas de vidrio romano. El
segundo fue el descubridor del N,O, de la naturaleza del cloro gaseoso y ademas el
inventor de la lampara de seguridad de los mineros. También tuvo un papel muy
importante en la Quimica Arqueoldgica ya que realizd investigaciones sobre los
pigmentos antiguos, recogidos por él mismo, en las ruinas de los bafios de Livia y de

restos de otros palacios y bafios de la antigua Roma y Pompeya.[l]

Posteriormente, el desarrollo de técnicas de medicion instrumentales como la
espectroscopia de emisién Optica entre los afios 1920 y 1930 permitié la
implementacion de nuevas técnicas en la investigacion arqueoldgica, mas
concretamente a la hora de comprender la tecnologia empleada en la metalisteria de La
Edad del Bronce Europea, mediante el estudio de la secuencia de aleaciones utilizadas.
Mas tarde, en la década de los 50 se plante6 un cambio de paradigma en la Arqueologia,
pasando a ser la “Nueva Arqueologia”. Esta nueva filosofia pretendia no solo describir
las acciones humanas pasadas si no a explicar por qué, como y con qué. Para ello, se
tenian en cuenta la Quimica Analitica y la Antropologia. Este cambio de paradigma

jugoé un papel importante a la hora de aplicar el método cientifico en la Arqueologia,

3
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siendo crucial el analisis quimico de los artefactos hallados a la hora de estudiar ya no

solo los procesos interculturales sino también intraculturales.

El andlisis de materiales organicos, especialmente el ambar, jugé un papel
importante en el desarrollo de la Quimica Arqueoldgica en el siglo XIX, pero esto
cambid una vez llegada la edad de oro, en la que los arquedlogos se empezaron a fijar
mas en los artefactos inorganicos tanto de piedra natural como materiales sintéticos
como la cerdmica, metales y/o el vidrio. La razén de este giro radica en que este tipo de
materiales son mas duraderos en el registro arqueoldgico y ademas coincide con un
amplio desarrollo de métodos instrumentales para el analisis de compuestos
inorganicos. Hoy en dia los componentes organicos vuelven a tener mayor peso en los
estudios arqueolégicos; materiales naturales como las ceras y resinas, los restos
humanos como huesos, proteinas, lipidos, ADN. Para llevar a cabo este tipo de estudios
se requiere aplicar metodologia empleada en las areas de Quimica, Biologia Molecular
y Bioquimica; pero también resulta importante aplicar los conocimientos de la
Geoquimica Organica que se encarga del estudio de la supervivencia a largo plazo de
una amplia gama de biomoléculas. ! Antiguamente se pensaba que la preservacién de
moléculas organicas era mucho mas complicada, y que solo se daba en lugares con
climas extremos o momificaciones. Hoy en dia, con el avance obtenido en las técnicas
analiticas y la alta sensibilidad de las mismas, el estudio de compuestos organicos no
presenta mucha dificultad, por lo que los avances en Quimica Analitica son cruciales en

el desarrollo de nuevas lineas de investigacion en Arqueologia.

1.3. Biomarcadores

Los biomarcadores o marcadores bioldgicos, son compuestos quimicos
(lipidos, proteinas, carbohidratos, oxalatos, etc.) cuya presencia o ausencia caracteriza a
un conjunto, un grupo reducido o a un Unico tipo de biota. El estudio de estos
compuestos permite saber si una muestra contiene restos de origen animal o vegetal.
Incluso si se detecta la presencia de biomarcadores especificos (exclusivos de algunas

especies), se podria indicar qué tipo de biota hay en una muestra concreta.l”!

Estos compuestos son herramientas de utilidad ya que se conservan durante

mucho tiempo y, gracias a esto, presentan un amplio rango de aplicacion. El uso de los
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biomarcadores en el marco de la Arqueologia ha supuesto un gran avance, sobretodo el
estudio de los biomarcadores lipidicos, ya que son uno de los principales reservorios de
carbono organico en todos los organismos vivos. Los lipidos actian como fuente de
almacenamiento de energia (triglicéridos), constituyentes de las membranas bioldgicas
(fosfolipidos) o como componentes estructurales (por ejemplo, en las ceras cuticulares
de todas las plantas superiores) y una de sus caracteristicas principales es que son
insolubles en agua, lo que favorece que permanezcan durante mas tiempo en el lugar
donde fueron depositados. ®! En el caso de las ceras epicuticulares vegetales; éstas estan
compuestas principalmente por compuestos alifaticos de alto peso molecular:
hidrocarburos alifaticos, alcanoles y acidos carboxilicos.! Estos compuestos suelen
preservarse frecuentemente en el registro arqueoldgico, en especial en los artefactos
ceramicos, ya que durante los procesos de coccion, almacenamiento y preparacion de
alimentos y bebidas a los que son sometidos durante su vida util, impregnan las paredes
de las vasijas, conservandose en las mismas.'? EI analisis de los biomarcadores
lipidicos, en conjunto con otros proxies como el polen o las diatomeas, sirven ademas
de gran ayuda en las reconstrucciones paleoecolégicas, paleoclimaticas y
paleogeogréficas. Estas reconstrucciones resultan de gran utilidad a la hora de realizar
interpretaciones sobre los habitos y costumbres de los habitantes de un yacimiento

arqueoldgico, ya que los recursos que emplearon estuvieron sujetos a estas condiciones.

En la actualidad, el estudio de biomarcadores para la reconstruccion de la
historia paleoecoldgica y paleoclimatica de diversas zonas esta bien caracterizado en
lineas generales, y aunque existen pequefios detalles que consensuar, existen numerosas
publicaciones al respecto que pueden servir de referencia a estudios arqueoldgicos de
contextos similares. Un ejemplo de ello es el estudio realizado en las inmediaciones de
Chaona (Meseta de los Loess, China) a partir del estudio de biomarcadores en muestras
pertenecientes a una seccion estratigrafica. A lo largo de esta seccién se encontraron
variaciones en la distribucion de n-alcanos y n-alcano-2-onas. A partir de estas
distribuciones, se consigui¢ distinguir la presencia de arboles y pastos en distintas

épocas, lo que permitié distinguir la existencia de cuatro fases evolutivas climaticas.*"

Asi pues, a pesar de que la materia organica contenida en el sedimento

constituye menos del 1%, este pequefio porcentaje es capaz de revelar mucha
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informacion. En Arqueologia hay un gran numero de biomarcadores que aportan
informacion, pero la mayoria de restos arqueoldgicos han estado sometidos a procesos
de degradacion, lo que hace que no se conserven todos los tipos de biomarcadores. Los

més empleados en Arqueologia aparecen en la Figura 1:

Pigmentos

Alcoholes grasos

Acidos grasos

Hidrocarburos

Figura 1. Diagrama de biomarcadores

De todos ellos, los hidrocarburos y los acidos grasos son los biomarcadores que
mejor resisten a la degradacion tanto ambiental cbmo antropogeénica, y entre estos dos
tipos, son los primeros los que mejor resisten el paso del tiempo. Puesto que los
hidrocarburos son los méas resistentes a la degradacion, cabe esperar que puedan
encontrarse en mayor concentracion en muestras de sedimentos. Asi pues, los
hidrocarburos saturados son los principales indicadores de materia organica en los
sedimentos. No obstante, existe un grupo de compuestos denominados n-acilos,
conformado por algunos derivados de hidrocarburos, que son de interés como
biomarcadores. Los compuestos que conforman este grupo son capaces de preservarse
de manera diferente en el tiempo. La capacidad de resistencia a la degradacién de los

mismos sigue el patrén de la Figura 2:
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alcan-2-onas esteroles

S A n-acidos
: : n-alcanoles :
alcanoicos alquenoicos

Figura 2. Diagrama sobre la conservacion de biomarcadores en los sedimentos

En la Arqueologia los mas usados son los alcanos, y en menor medida los alcanoles
y los acidos alcanoicos. Por otra parte, los triterpenoides pentaciclicos se utilizan con
frecuencia para caracterizar las fuentes de materia organica sedimentaria dado que son
compuestos comunes en las plantas superiores.™® Los esteroles también son utilizados
como indicadores de las fuentes de aporte de materia orgéanica (aléctona, autéctona y
antropogénica) y de las condiciones que tienen lugar durante la diagénesis.[“]

1.4. Alcanos

Los n-alcanos son compuestos organicos del grupo de los n-acilos mas importantes
y como ya se ha explicado, se determinan con mayor frecuencia porque son los que
menos se degradan. Principalmente se derivan de las ceras epicuticulares de las especies
vegetales y en este punto es importante resaltar que hay especies vegetales que
presentan un determinado perfil de n-alcanos, lo que hace que sean mas faciles de
identificar. Es complicado conocer todos los perfiles de alcanos que existen en cada
especie, aunque este tipo de investigaciones estan en auge, pero generalmente se puede
admitir que las algas y las bacterias fotosintéticas estan dominadas por n-alcanos de
cadena corta (Cs, Cy7, C]_g).[15] Los macrofitos sumergidos y flotantes contienen gran
proporcion de n-alcanos de cadena media (Cai, Cos ¥ Czs),*®! mientras que los
macrofitos emergentes y las plantas vasculares terrestres presentan n-alcanos de cadena
larga (Ca7, Cag Y Cay). 7!

A través del perfil de alcanos que presenta una muestra, ademas, se puede deducir si
ha sido expuesta a un proceso de combustidn, puesto que se obtendran principalmente
alcanos pares. La razon de este comportamiento radica en que los alcanos de longitud

impar tienen puntos de fusidn ligeramente menores que los esperados, comparados con
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los alcanos de longitud par, ya que los alcanos de longitud par en fase sélida presentan
una estructura mas compacta y mejor organizada (es decir, es necesario aplicar mayor
energia para romperse), mientras que los alcanos de longitud impar presentan un
empaguetamiento menos compacto y requiere menor energia para romperse. Por otro
lado, si se observa una predominante tendencia de niumeros impares frente a los pares
puede deberse también a la descarboxilacién de n-alcanos a partir de acidos grasos con

un nimero de &cidos grasos que se incrementa en uno.*®

En el estudio de los alcanos como biomarcadores con el objeto de realizar analisis
paleoambientales hay que tener en cuenta no sélo la abundancia de los distintos alcanos
dominantes, sino la relacion entre todos los alcanos detectados.™ Para ello, se utilizan
tres indices principales:

\

CPI

Representa la proporcién de los n-alcanos procedentes de
macrofitos sumergidos/flotantes frente a las plantas
terrestres

El ACL es uno de los mejores indicadores de la discriminacion
entre alcanos de bajo y alto peso molecular, y proporciona una
medida aproximada de las contribuciones de las plantas
superiores frente a la de algas y bacterias.

X impares Cn Cy3+Casg ACL = In*Cn
C23+625+629+631 Y Cn

CPI = Paq =

XY pares Cn

Los valores de CPI varian dependiendo del tipo de sedimento arqueoldgico
estudiado. Asi, de manera general se puede afirmar que los n-alcanos derivados de las
plantas terrestres tienen valores de CP1 > 5,11 en cambio los derivados de bacterias y
algas presentan valores préximos a 1. ® No obstante, estos valores no son fijos y hay
macroéfitos con valores de CPI entre 0,9 y 27,3;?% ademas es destacable que los valores
de CPI varian incluso dentro de la misma especie en condiciones climaticas
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diferentes.”) EI CPI también es indicativo de la preservacién de la materia organica.
Las cadenas mas cortas de n-alcanos son mas propensas a la degradacion que las mas
largas, debido a la diagénesis y a la degradacion bacteriana. En este caso los valores de
CPI disminuyen gradualmente hasta 1.2 Se debe tener en cuenta que generalmente los
valores de CPl aumentan en condiciones climaticas frias y secas en cambio en lugares
himedos y calurosos los valores de CPI son més bajos debido a la actividad microbiana.
221 Hay que dejar claro que estos valores no siempre son del todo correctos debido a que
nunca se conoce por completo las condiciones a las que ha sido sometida la muestra

antes de ser tomada.

El ACL nos permite conocer la importancia que tine los alcanos de bajo y alto
peso molecular para poder proporcionar una medida sobre las posibles contribuciones
gue pueden tener para las algas frente a las plantas superiores, este valor presenta

variaciones respecto a la climatologia a la que han sido expuestos los analitos de interés.

El Paqg es un dato que ayuda a conocer la que proporcién de macrofitos sumergidos
y flotantes hay frente a las plantas terrestres, de pendiendo de los valores que se obtenga
se puede conocer la procedencia de los analitos que se intentan cuantificar lo que es
muy provechoso a la hora de obtener resultados validos para proporcionar conclusiones,
de manera que se unimos los tres pardmetros se obtendrian unos datos concluyentes a la

hora de dar un veredicto.

1.5. Cueva Pintada de Géaldar

El conjunto arqueoldgico de Cueva Pintada se encuentra situando en el interior de
Galdar, al noroeste de la isla de Gran Canaria. Es uno de los yacimientos arqueoldgicos
méas importantes de Canarias cuyo descubrimiento fue propiciado en 1862 por la
realizacion de trabajos agricolas sobre el cultivo de tuneras para la cria de cochinillas,
aunque no es hasta 1873 que se le pone fecha al hecho, cuando José Ramon Orihuela
accedio a la cdmara por una pequefia rendija descubriendo asi la cueva que da nombre al
yacimiento. Hoy en dia tiene el reconocimiento de Parque Arqueoldgico y ocupa un

espacio de 5000 m?.



Introduccion

Figura 3. Cueva Pintada de Gdldar

Los trabajos que se han realizado entre 1987 y 2002, han puesto de manifiesto
que existio una gran ocupacion prehispanica que rodeaba por completo la Cueva
Pintada. Aunque se han visto dafiadas algunas de las construcciones debido a la
repoblacion castellana, varias zonas de extraccion de cantos y sucesivos
acontecimientos agricolas presentan un aceptable estado de conservacion. Lo que si esta
claro segun los estudios geoarqueoldgicos es la existencia de dos fases totalmente
diferenciadas en la evolucion de los habitantes prehispanicos. Los estudios de Carbono
14, luminiscencia y geomagnetismo permiten situar de manera coherente en la historia
el inicio de la presencia humana en esta zona en torno al siglo VI1I. Posteriormente hubo
un lapsus de tiempo en el que no se conoce actividad en la zona poblada y luego parece
que se dio un repunte abundante de repoblacion. Este lapsus se sitla, no de forma

concreta, entre el siglo XI11'y el siglo XIV.

A pesar de estos estudios, aun en la actualidad siguen existiendo numerosas
incégnitas sobre los primeros pobladores del archipiélago canario. La principal es el
momento concreto de la colonizacion, aunque los historiadores coinciden en ubicarla a
mediados del primer milenio a.C. procediendo del norte del continente africano. Otra
incognita es como llegaron a Canarias, ya que se sabe que la poblacion canaria

desconocia el arte de la navegacion. Entre las hipétesis barajadas se plantea que
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vinieron en distintas oleadas traidos por otros pueblos que si conocian el arte de la
navegacion, o que llegaron por ellos mismo usando medios rudimentarios de
navegacion. Lo que si parece evidente es que estos grupos humanos se adaptaron con
facilidad a las islas y crearon una densidad de poblacion significativa; por ello, por toda
la isla de Gran Canaria se localizan poblados de casas o cuevas. Ademas, sorprende el
hecho de la existencia de cuevas artificiales creadas para el ganado o espacios

ceremoniales.®!
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2. Obijetivos

En la actualidad, los biomarcadores suponen un punto de inflexion en la adquisicion
de informacidn en entornos arqueoldgicos; por ello, el presente trabajo pretende conocer
maés a fondo la vida de nuestros antepasados con ayuda de estos compuestos.

El objetivo principal de este trabajo radica en el estudio de los alcanos presentes en
muestras pertenecientes a la Cueva Pintada de Galdar, con el fin de poder hacer una
reconstruccion paleoambiental en dos viviendas distintas del entorno. Por medio de este
estudio se pretende corroborar el analisis micromorfolégico previo, realizado en algunas
de las muestras, ya que se ha observado la posibilidad del uso de lechos vegetales a

modo de alfombras; siendo estos, restos vegetales desconocidos. %!

Como objetivos secundarios se plantean:

v Realizar una busqueda bibliografica actualizada de las metodologias de analisis
empleadas en la determinacion de alcanos en sedimentos.

v Determinacion del efecto matriz de un sedimento control, para conocer el efecto
causado por el mismo en los alcanos que se desean caracterizar.

v' Hacer uso de la CG acoplada a un detector de masas para determinar y

cuantificar los alcanos presentes.

Una vez desarrollado nuestro estudio sobre los biomarcadores, se podra conocer mas

en profundidad lo expuesto.
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Parte experimental

3.1. Patrones y disolventes

e Diclorometano (Cas: 75-09-2, Scharlau, 99.9% para analisis de residuos GC)

e Metanol (Cas: 67-56-2, Honeywell | Riedel-de Haén, 99.9% para HPLC)

e Acetato de etilo (Cas: 141-78-6, Sigma-Aldrich, 99.7% para HPLC)

¢ N-Hexano (Cas: 110-54-3, Honeywell | Riedel-de Haén, 97% para HPLC)

e Estandar de calibrado: Alcanos de C8 al C40, pureza entre 99.9-90.1%,

concentracion entre 500.0-500.8.(Supelco)

3.2. Material

e Gel de Silice (Sigma Aldrich, poro 60A, 70-260 mesh)

e Arena de cuarzo (Sigma Aldrich, 50-70 mesh tamafio de particula)

e Pipetas Pasteur

e Lana de vidrio (ovillos)

e Matraces Erlenmeyer (100 mL y 200 mL)

e Vasos de precipitado (50 mL, 100 mL y 250 mL)

e Matraz Kitasato (1000 mL)

e Viales (60 mLy 10 mL)

e Insertos (300 pL)

e Viales GC-MS (1.5 mL)

e Probetas (10 mL, 100 mL y 400 mL)

e Jeringa Hamilton (100 pL y 500 pL)

e Embudo Buchner

e Filtros de fibra de vidrio (GE Healthcare Life Sciences, Whatman Glass
microfiber filters, 2700mm)

e Pinzas

e Tijeras

e Espatula

e Elevador

13
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e Mortero de &gata

e Papel aluminio.

3.3. Instrumentos y aparatos

e Evaporadores:

RapidVap. Vortex Evaporator. Labconco (Figura 5)
Organomation. N-Evap 112

e Ultrasonido. Ultrasonic Cleaner USC-TH.VWR

e Estufa. Nabertherm TR-240

e Lavavajillas. Smeg.GW4050.

e Centrifuga. Mega star 1.6. VWR (Figura 6)

e Cromatografo de Gases acoplado a un Espectrofotometro de Masas. (Agilent
7890B GC acoplado a un Espectrofotometro de Masas 5977A MSD con
cuadruplo simple (Q) MS y una interface de impacto de electrones, equipado
con un autosampleador automatico y un inyector multimodo (Agilent

Technologies, Waldbronn, Germany) (Figura 9)

3.4. Software

e MassHunter Workstation (Agilent Technologies)
e Qualitative Analysis of MassHunter Acquisition Data B.07.00
e Microsoft Office Excel 2010

3.5. Procedimiento experimental

El procedimiento seguido se divide en varias partes, todas de gran importancia.

3.5.1. Recogida de muestras

Las muestras analizadas proceden de dos viviendas del entorno de Cueva
Pintada de Galdar. Los sedimentos que componen este yacimiento son, en su mayoria,

de tipo arcilloso.
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A la hora de proceder a la recogida de muestras, lo primero que se debe hacer es
esterilizar todo el material que se vaya a utilizar, en este caso, papel de aluminio y
espatulas. En todo momento se deben utilizar guantes para evitar contaminaciones. Con
la espatula se elimina el sedimento superficial, que puede estar sometido a pisoteo,
contaminantes, etc. Posteriormente con otra espatula se recoge el sedimento en papel
aluminio, aproximadamente 10 g. La muestra se envuelve en el papel aluminio donde se
recogio y se refuerza, si es necesario, con otro papel de aluminio. Por ultimo, se guarda

en el interior de una bolsa con cierre tipo zip y se etiqueta con la informacion pertinente.

Las muestras deben guardarse en el congelador lo antes posible y s6lo deben

sacarse a la hora de proceder a su procesamiento.

CPG-253

| crGas
€PG2sd
c

CPG-263

Figura 4.Puntos de muestreo en el yacimiento de La Cueva Pintada de Galdar

3.5.2. Obtencion del extracto lipidico total

3.5.2.1. Pretratamiento

Para conseguir una buena extraccion se debe de eliminar el agua presente en la
muestra, ya que ésta puede interferir en nuestro proceso de extraccion debido a que la
muestra se trata con disolventes organicos ya que la fase de interés es la organica y no la

acuosa. Por todo esto, se someten a secado en la estufa durante 48 horas a 60 °C.

Posteriormente se pesan 5 g que serdn tratados en el mortero de &gata,

eliminandose de esta manera todos aquellos trozos que superen los 2 mm
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aproximadamente y que no puedan ser reducidos. Este proceso es importante para
conseguir una buena homogeneizacion de la muestra y, por lo tanto, una mejor

eficiencia en la extraccion de los analitos.

3.5.2.2. Extraccién

Se debe preparar una disolucion de 450 mL por cada 60 g de muestra, esto se
traduce en 40 mL para los 5 g tratados. La disolucion empleada en la extraccion es 9:1
DCM:MeOH (asegurandonos de que ambos disolventes se mezclan por completo) en
otros articulos se hacen otras mezclas de solventes como una mezcla 2:1 DCM:MeOH
[25] pero en nuestro caso decidimos usar este tipo de ya que para el tipo de muestras que
tenemos este presenta mejores resultados.

Luego se adiciona a la muestras esta disolucion y se trata con ultrasonidos durante 30
minutos (teniendo en cuenta en todo momento la temperatura, la cual no debe de pasar
de 35°C). El siguiente paso es pipetear el sobrenadante, procurando no tomar nada de

sedimento, pasandolo a los tubos de centrifuga.

El sobrenadante se somete a 10 minutos de centrifugacion a 4700 rpm, mientras
se prepara el filtro, que estard compuesto por lana de vidrio y papel filtro en el interior
de una pipeta Pasteur. Para elaborar el filtro, se introduce una bola de lana de vidrio
previamente tratada térmicamente, y se empuja con cuidado con la parte mas fina de
otra pipeta Pasteur. Luego se corta un trozo pequeiio de filtro con unas tijeras,
previamente tratadas con un disolvente polar y otro apolar, y se introduce con cuidado
en la pipeta. Por ultimo, se dan unos toques con el fin de eliminar los cristales sueltos de

la lana de vidrio.

/

Figura 5. RapidVap, evaporador Figura 6.Centrifuga
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A continuacidn, se filtrar el sobrenadante recogiéndolo en unos viales de 60 mL,
que posteriormente se evapora a 40°C usando una corriente de nitrogeno (N,) en el
RapidVap. Cuando se haya evaporado casi todo se trasvasa a un vial mas pequefio, para

que sea mas facil de almacenar y se termina de evaporar.

El mismo procedimiento se repite dos veces més, uniendo todo el extracto
organico en un vial, de esta manera aseguramos una buena extraccion de los analitos de

interés.

3.5.3. Obtencidn de los n-alcanos

En este paso nos aseguraremos de obtener una muestra con la mayor
concentracion de los analitos que nos interesan. Para ello se realizara cromatografia en
columna de gel de silice se separa en fracciones el extracto lipidico total de manera que
a la hora de realizar el analisis con el cromatdgrafo de gases obtendremos un mejor
espectro de n-alcanos, evitando las interferencias que imposibiliten determinar vy

cuantificar los compuestos de interés.

3.5.3.1.  Preparacion de columnas de cromatografia

Es necesario el uso de lana de vidrio, 0,1 g arena y 1g de gel de silice, todo
previamente pirolizado. Como material necesitamos 5 pipetas Pasteur, pinzas y

diclorometano.

Lo primero que debemos hacer es introducir en la columna (pipeta) una bola de

lana de vidrio de manera que quede lo mas horizontal posible. Para ello nos ayudaremos

de las pinzas y de una pipeta Pasteur de tallo largo. Una

vez introducida la lana de vidrio, se introduce arena de

manera que forme una pequefia capa y por ultimo se
adiciona el gramo de gel de silice. Es importante que todo
quede lo mas horizontal posible para una mejor

separacion. Cuando la columna ya estd preparada, es

momento de introducir la muestra. Para ello es necesario

disolverla previamente en diclorometano (DCM) e

introducirla en la columna de la manera siguiente: se

Figura 7. Elucién de columna

afiladen 9 gotas de la disolucién y se deja secar durante
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unos 20 minutos. Luego se repite el proceso hasta terminar de adicionar toda la muestra.

Por ultimo, se deja secando la columna hasta el dia siguiente.

3.5.3.2.  Elucién de columnas

Para este paso son necesarios 6 viales por muestra, 6 vasos de precipitado para
las disoluciones, una probeta de 10 ml, una jeringa Hamilton y un elevador por muestra.
Las disoluciones necesarias son: hexano; hexano: DCM (8:2); DCM; DCM: EtOAc
(1:1); EtOAc y DCM: MeOH (7:3).

Lo primero que hay que hacer es calcular el volumen muerto de la columna, para
ello hacemos pasar hexano a través de la columna afiadiéndolo gota a gota por la parte
superior de la columna hasta que caiga la primera gota por el otro extremo. En ese
momento tomamos el volumen de hexano afiadido y ese sera el volumen muerto.
Sabiendo el volumen muerto podemos calcular que cantidad se debe afiadir de cada

disolvente, segun la siguiente tabla:

Disolventes Volumen elucion (mL)
Hexano x 3/8 Vol.muerto
Hexano: DCM x 2 Vol.muerto
DCM x 2 Vol.muerto
DCM: EtOAc X 2 Vol.muerto
EtOAC x 2 Vol.muerto
DCM:MeOH x 2 Vol.muerto

Tabla 1. Calculo volumen muerto para cada uno de las muestras y disolventes.
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A modo de ejemplo, si obtenemos un volumen muerto de 1.5 mL tendriamos la

siguiente tabla de valores para los disolventes:

Disolventes Ejemplo
Hexano (1.5 x 3)/8=0.570mI=570pl
Hexano: DCM 1.5 x2=3ml
DCM 1.5 x 2=3ml
DCM: EtOAc 1.5 x2=3ml
EtOAc 1.5 x2=3ml
DCM:MeOH 1.5x2=3ml

Tabla 2. Ejemplo datos volumen muerto para cada uno de los disolventes

Y ese es el volumen que se debe adicionar de cada disolucién preparada a la

columna, para ello es adecuado utilizar las jeringas Hamilton.

Una vez se obtienen todos los datos necesarios procedemos a eluir (Figura 7) la
columna, adicionando los disolventes en el orden expuesto, recogiendo asi cada fraccion

por separado (Figura 8).

» Alcanos
saturados e » Alcoholes
insaturados

» Compuestos

Fraccion 2 TomAticos Fraccion 5 « Acidos y dioles
> > « Acidos y dioles
Fraccion 3 « Cetonas Fraccion 6 de mayor

polaridad

Figura 8.Recogida de analitos seguin fraccionamiento
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Cada una de las fracciones se evapora en el Organomation para luego ser

almacenada en la nevera.

3.5.4. Obtencién de muestras para correccion del efecto matriz

Este paso es de importancia ya que el efecto matriz es el efecto que presentan
todos los componentes de la muestra distintos al analito en la medida de una cantidad
(de analito). A la hora de aplicar un método analitico, el efecto matriz se traduce en una
diferencia de sensibilidad del mismo cuando se prepara un calibrado en un disolvente
frente a uno preparado en el mismo entorno de la muestra.”® Por ello es necesario
realizar este paso. El procedimiento que se debe realizar es el mismo que para las
muestras, pero en este caso se pesan 50 g, lo que hace que todos los volimenes sean
mayores. Inicialmente se necesitan dos matraces con 25 g de muestra en cada uno, para
ello debe ser homogenizada previamente. Luego se preparan 200 mL de la mezcla de
disolvente para cada uno (180 mL DCM: 20 mL MeOH), se pasa por ultrasonido y se

filtra con un embudo Biichner y un Kitasato, debido al tamafio de la muestra.

Es necesario el uso de ocho tubos de centrifuga para centrifugar la suspension y
ésta se realiza de dos veces (cuatro y cuatro). El resto del procedimiento es exactamente

igual que para el resto de muestras.

3.5.5. Analisis CG-MS

Para la determinacion y cuantificacion se utilizo
un cromatografo de gases Agilent 7890B GC acoplado
a un espectrofotometro de masas 5977A MSD con

cuédruplo simple (Q) MS y una interface de impacto de

electrones, equipado con un autosampleador automatico

y un inyector multimodo (Agilent Technologies,

Waldbronn, Germany) es el usado en el experimento.

Este estd asociado con el software MassHunter

Workstation (Agilent Technologies) que es el

Figura 9. Cromatdgrafo de gases
encargado del control del sistema del GC-MS. acoplado a un Espectrémetro de Masas

3.5.5.1. Condiciones de inyeccion

Las condiciones del cromatograma ya se habian elegido previamente, se tomo

para la separacion de analitos una columna capilar de silica (5% fenil)-metilpolisiloxano
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(HP-5ms;30 m x 0,25mm, 0,25um, Agilent Technologies). La salida de la columna
capilar estaba conectada a el MS por medio de una linea de tranferencia con una
temperatura de 280°C. Los niveles de helio en la columna fueron de 1 mL/min. Se
realiza una rampa de temperatura en el cromatografo la cual comienza a 70°C durante 2
minutos luego sube 12°C/min hasta llegar a los 140°C y por tltimo sube 6°C/min hasta
alcanzar los 320°C en los que se mantiene 16 minutos . EI cuadrupolo funcionaba con el
modo barrido completo(m/z=40/580) la cuantificacion es llevada a cabo tomando los
iones con mayor intensidad (43,57,71 y 85 para alcanos; 67,95,81 y 245 para el
estandar). Los compuestos son identificados mediante la comparacion de los resultados
con los dereferencia (mezcla Cs-C4o y 5-a-androstano) uitlizando el espectro de masas
NIST.

El detector de masas fue utilizado bajo las siguientes condiciones: la fuente
iones de se ajustd a 230°C con un energia de ionizacion electrénica de -70eV y la
temperatura del cuadrupolo se establecid a 150°C y por tltimo la demora del solvente se

programo a 6 minutos.

3.5.5.2. Calibrado de la matriz

Es necesario calibrar el aparato para poder obtener resultados éptimos y que
posteriormente puedan ser Utiles. Por ello se debe de realizar una curva de calibrado y
en este caso con una matriz, ya que hay que tener en cuenta el efecto matriz en los

resultados.

Para realizar la curva de calibrado se utiliza un estandar interno, el 5Sa-
androstano. Se elige utilizar estandar interno con el fin de evitar la falta de
reproducibilidad en la sefial o en las inyecciones. Al usar un estandar interno se debe

representar el &rea dividida entre el area del estandar frente a la concentracion.

Para realizar la curva de calibrado se eligio un rango de concentracion de 0,5
ppm a 10 ppm. Este es tan amplio porque al tratarse de muestras de origen reciente a
escala geoldgica, pueden contener alcanos en concentraciones muy variadas, y con el fin
de poder obtener resultados directos sin someterlos a dilucion o concentracion se ha

optado por ampliar el rango de concentraciones de la curva de calibrado.
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Concentracion (ppm)

Blanco 0
1 500

1.000
2.000
5.000
7.500
10.000
15.000
20.000
25.000

© 00 N O Ol & W N

Tabla 3. Concentraciones utilizadas para la curva de calibrado

El patrén elegido es un estandar de calibracion que contiene alcanos del Cg al

Cqo Yy el procedimiento llevado a cabo para realizar las curvas de calibrado es el

siguiente:
Preparar 9 viales (2mL) Afiadir el patrén con Evaporar hasta sequedad
con inserto(300pL) concentracién conocida en el Organomation
Anadir 300(pL) de DCM a
Adicionar 150 pL de la los viales que contienen
muestra matriz a cada la Fraccién 1 de la
vial con patrén muestra matriz. Someter

a ultrasonido.

Analisis en el CG-MS

Esquema 1. Preparacion de muestras para la realizacion del calibrado

Una vez obtenidos los resultados cromatograficos, se analiza el efecto de la
matriz y se procede a la realizacion de las curvas de calibrado, que son la base para la

cuantificacion de los analitos de interés.
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3.5.5.3.  Deteccion y cuantificacion de alcanos

Una vez preparadas las curvas de calibrado se procede a pinchar las muestras
anteriormente extraidas y fraccionadas. En este caso solo se utiliza la Fraccion 1 ya que
es la que contiene los analitos de interés en este caso. Figura 8

El procedimiento por el que deben pasar los analitos es el siguiente:

Someter a ultrasonido Trasvasar todo el

durante 3 minutos contenido a los viales
aproximadamente con el inserto

Afadir a cada vial 200
puL de DCM

Se guardan en el Afadir 1pl de
congelador hasta el estandar interno y
momento de pinchar. 150 pL de DCM

Secar en el

Organomation

Esquema 2. Preparacion de las muestras para inyeccion en el GC-MS

Una vez pinchadas las muestras en el cromatdgrafo, se analizan los resultados y
se comprueba la necesidad de diluir o concentrar alguna de las fracciones con el fin de
intentar cuantificar picos cromatograficos detectados.

3.5.6. Limpieza del material

El material del laboratorio tiene distintos lavados dependiendo del tipo de
material que sea.

23



Parte experimental

3.5.6.1. Material volumétrico

Se adiciona en el interior una disolucién de agua y detergente (DERQUIM) al
2%. Se introduce en el ultrasonido durante 10 min.

Se elimina el agua con jabdn y se le afiade agua del grifo, luego se deja durante 2
min en ultrasonido.

Se enjuaga y luego de adiciona agua mili-Q. Se deja 10 min en ultrasonido.

Se enjuaga con acetona y se deja secar.

3.5.6.2. Material de cristal no volumétrico

Se coloca el material en el interior del lavavajillas, sin etiquetas ni marcas, las
cuales han de ser borradas con anterioridad.

Se activa el ciclo de lavado, sin temperatura especifica.

Luego se cambia a un ciclo sin secado, a una temperatura de 80°C.

Todo el material es lavado con agua miliQ.

Se guarda en estufa durante 1 hora a 120°C.

Por ultimo se pasa a una estufa de mayor temperatura, se mantiene durante 10
horas a 450°C.
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4. Resultados vy discusion

4.1. Optimizacion del método de analisis

El método empleado para la realizacion de este trabajo habia sido previamente
aplicado en el grupo de Micromorfologia y Biomarcadores Argqueolédgicos (AMBI Lab)
de la Universidad de La Laguna, por ejemplo, en muestras de referencia de origen
vegetal quemadas a distintas temperaturas para la determinacién de alcanos.® Debido a
los buenos resultados obtenidos, solamente se llevo a cabo la optimizacion del tiempo

de duracion de cada cromatograma, tal y como refleja la Figura 10 .

x10 7 |+ EIC(43,0000; 57,0000; 71,0000; 85,0000) Scan L_alkanesSTD5000_2 171117.0 Smooth
1,54

O%J l‘ 1 e

x10 7 |+ EIC(43,0000; 57,0000; 71,0000; 85,0000) Scan L_alkanesStd4_1_220618.0 Smooth

6 & 1012 14 16 13 20 22 24 26 28 30 32 34 36 35 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 65 68 70 72 74 75 78 80 82
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 10. Cromatogramas comparativos de optimizacion de tiempo

Como se puede observar, se consiguid disminuir el tiempo de duracion sin
perjudicar a los resultados, ya que siguen saliendo unos picos finos y sin solapamientos,
esto hizo posible una mejora del proceso y una ayuda a la hora de poder pinchar mas

muestras a lo largo del dia.

4.2. Calibrado

El estudio de las interferencias de la matriz es necesario para poder interpretar los
resultados de la manera mas real posible, dado que la matriz es el conjunto de todas
aquellas especies quimicas que acompafian al analito en la muestra, estas son capaces de
producir una variacion de los resultados por la disminucion o el aumento de la sefial de

los analitos y por cambios en la curva de calibrado.!?®!
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En el apartado de procedimiento experimental se comenta la realizacién de una
extraccion de la muestra considerada como matriz y el empleo de la misma para realizar
las curvas de calibrado. A partir de los datos obtenidos en este procedimiento, se realizé
un grafico en el que se expone el porcentaje de efecto matriz frente los n-alcanos de
interés con el fin de ver el alcance del efecto matriz. Para obtener estos datos fue preciso
realizar la media del area del estdndar instrumental y la media del area del estandar de la
matriz. Una vez obtenido, se restan ambas medias y se dividen entre la media del area
del estandar de la matriz, multiplicando por cien este resultado. Una vez realizados los

célculos, se obtuvo el grafico siguiente: %

Efecto matriz
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80
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40

20

-20

% efecto matriz

-60

-80
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-120
IR RS
ST & O

n-alcanos

Grafico 1.Porcentaje efecto matriz

El Grafico 1 muestra dos colores, azul y rojo los cuales corresponden respectivamente a
valores negativos y positivos. Como es visible abunda el color azul en la mayoria de los
n- alcanos en estudio, exceptuando los n-alcanos Cjg, C3; Yy Cs3 los cuales tienen
valores positivos, por lo que se visualizan en rojo. Los valores negativos se traducen a la
hora de obtener los resultados en que se va a producir una disminucion de la sefal
dando lugar a valores menores en las concentraciones e incluso a la no obtencion de los
mismos, esto también se puede ver reflejado en la curva de calibrado ya que en los

analitos de cadena corta disminuiran su concentracién pudiendo no aparecer.
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Una vez hecho el estudio del efecto matriz se procede a realizar las curvas de
calibrado, las cuales presentan una forma parabdlica debido al amplio rango de

concentracion utilizado, a continuacion se ponen cuatro ejemplos de las mismas:
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Figura 11. Curvas de calibrado de los cuatro n-alcanos mas importantes

Una vez obtendidas todas las curvas de calibrados se pueden observar las ecuaciones de
las mismas y los R? ademas se realizé el calculo del LOD vy el LOQ, todo ello se

muestra en la tabla resumen siguiente:

. Rango de .

Analito concentra?:ién (Lg/g) Ecuacion R2 LOD(ug/g) LOQ(ug/g)
C13 0,03-0,3 y=2-107x*- 0,0013x + 2,2895 10,9992  0,00137 0,00455
C14 0,03-0,3 y=2-10"x*- 0,0017x + 3,0503 0,9937  0,00169 0,00565
C15 0,03-0,3 y=3-10"x*- 0,0023x + 3,8147 0,9915  0,00020 0,00068
C16 0,03-0,3 y = 4-107x? - 0,0023x + 3,8876 0,9945  0,00027 0,00090
C17 0,015-0,3 y=4-10"x*- 0,0016x + 2,312  0,9906  0,00068 0,00225

Pristano 0,015-0,3 y =4-107x*- 0,0016x + 2,3015 0,9901  0,00072 0,00238
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C18 0,015-0,3 y = 4-10"x? - 0,0016x + 2,2647 0,9924 0,00036  0,00119
Fitano 0,015-0,3 y=4-10"x%- 0,0016x + 2,2589  0,9919  0,00039 0,00129
C19 0,015-0,3 y=4-10"x%- 0,0016x + 2,3395 0,9930  0,00120 0,00401
C20 0,015-0,3 y=4-10"%? - 0,0017x + 2,4483 0,9932  0,00068 0,00228
c21 0,015-0,3 y=4-107x%- 0,0017x + 2,6526  0,9939  0,00100 0,00333
C22 0,015-0,3 y=4-10"x%- 0,0018x + 2,6685 0,9942  0,00039 0,00129
Cc23 0,015-0,3 y=4-10"%*- 0,0021x + 3,38 0,9949  0,00132 0,00440
c24 0,015-0,3 y=4-107x%- 0,0019x + 2,9537 0,9946  0,00155 0,00517
C25 0,015-0,3 y =5-10"%? - 0,0024x + 4,0444 00,9927  0,00082 0,00273
C26 0,015-0,3 y=5-10"x% - 0,0021x + 3,4426  0,9944  0,00040 0,00133
c27 0,03-0,3 y=3-107x?- 0,0008x + 1,609  0,9975  0,00100 0,00335
c28 0,015-0,3 y=5.107x? - 0,0025x + 4,3153 0,9923  0,00263 0,00878
C29 0,015-0,3 y=7-10"x% - 0,0045x + 16,208 0,9996  0,00101 0,00337
C30 0,015-0,3 y=5-10"x* - 0,0025x + 4,2388 0,9934  0,00103 0,00344
C31 0,015-0,3 y=7-107x%- 0,0043x + 17,185 0,9931  0,00203 0,00676
C32 0,015-0,3 y=4-107x%- 0,0022x + 3,7394 0,9913  0,00049 0,00163
C33 0,015-0,3 y=3.10"%? - 0,0013x + 4,6488 0,9938  0,00260 0,00866
C34 0,015-0,3 y=3.10"x%- 0,0014x + 1,9146 0,9968  0,00013 0,00044
C35 0,015-0,3 y=2-10"x*-0,0012x + 1,7444 0,9961 0,00144 0,00480
C36 0,015-0,3 y=2-10"x*- 0,0009x + 1,1723  0,9973  0,00054 0,00179
C37 0,015-0,3 y=1.10"%* - 0,0007x + 0,8911 0,9936  0,00284 0,00947
C38 0,015-0,3 y = 1E-07x% - 0,0006x + 0,6342 0,9951  0,00409 0,01364
C39 0,015-0,3 y = 8-10%x% - 0,0004x + 0,4928 0,9938  0,00458 0,01525
C40 0,03-0,3 y =7-10%x% - 0,0004x + 0,6528 0,9927  0,00484 0,01612

Tabla 4. Datos de calibracion, LOD y LOQ
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Como se puede observar solo se presentan valores a partir de Cy3 esto es debido
a dos circunstancias, una de ellas es el efecto matriz, si contemplamos con mas
exactitud el Grafico 1 se puede apreciar que para los n-alcanos del Cq al Cy, hay un
efecto matriz del 100% por lo tanto se puede deducir que en el caso de que hubiera
presencia de estos n-alcanos no serian apreciables. En segundo lugar hay que recordar
que este tipo de n-alcanos son muy volatiles por lo tanto es muy dificil llegar a
detectarlos. Por las razones expuestas las curvas de calibrado solo se pudieron realizar a

partir del n-alcano Cgs.

En cuanto a los datos de la tabla se puede destacar que se obtuvieron ecuaciones de
segundo grado lo que es causado al amplio rango de concentraciones al que se enfrenta,
también se puede ver que los valores de R® son en todo caso superior a 0,9901 lo cual es
indicador un buen ajuste respecto a la dispersion de los puntos. En cuanto a los valores
de LOD y LOQ son todos aceptables, ademas presentan numeracion muy baja, lo que es
beneficiario a la hora de detectar y cuantificar nuestras muestras ya que se debe recordar
que en muestras de sedimentos la materia organica presenta un 1% por lo que es de

esperar obtener concentraciones con valores muy bajos.

4.3. Deteccion y cuantificacién de muestras

Para la realizacion de este trabajo se ha elegido hacer un estudio de determinados n-
alcanos, ya que son un tema en auge y del que no hay gran cantidad de informacion,
pero algo que si se sabe a ciencia cierta es que son importantes a la hora de determinar
qguimicamente la procedencia de restos arqueoldgicos y no solo la procedencia si no su
composicion y para qué eran utilizado. En el caso del trabajo en exposicion hablamos de
muestras de sedimentos encontrados en la tierra por lo que como se explicd en los
objetivos, se pretende conocer que actividades se realizaban en los lugares donde se
encontrd y en el caso de obtener resultados que digan claramente de que son los restos

intentar saber para que eran utilizados por los aborigenes.

Este trabajo se ha centrado concretamente en los n-alcanos, y estos varian desde n-
alcanos Cyg hasta n-alcanos Csg, esta seleccion se ha realizados dado que una vez
obtenidos los resultados se ha cumplido lo que se esperaba sobre el efecto matriz,
ademas en muchos casos no habia presencia de n-alcanos menores en las muestras. Por
todo ellos se ha realizado una tabla resumen sobre los resultados obtenidos a partir de

los cromatogramas y su posterior analisis:
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Concentracion (ug/g)

Muestra 19 .0 c-21 c-22 c-23 c-24 C-25 C-26 c-27 Cc-28 Cc-29 C-30
CPG252(2015) UDQ UDQ  UDQ  UDQ uDQ uDQ uDQ uDQ uDQ UDQ uDQ UDQ
CPG 258-UE44 0,0057+0,0002 0,006+0,001 0,0100,002
CPG 258-UE48 0,10£0,01 0,1340,01 0,16£0,02 0,26£0,03
CPG 259-UE28 0,09851:£0,00009 0,1433+0,0001 0,19030,0008  0,0948£0,0004
CPG 259-UE32 0,015040,0004 0,0183+0,0005 0,0204+0,0007 0,0310,001

CPG 261-1 0,0140+0,0009 0,0175+0,0008 0,0210,001 0,010,006

CPG 261-2 0,060,003 0,022+0,004

CPG 262-1 0,0800,002 0,1346+0,0005 0,192¢0,002  0,1225+0,0003  0,213:0,002  0,1299+0,0002

CPG 262-2 0,09£0,01 0,137+0,006 0,204:0,001  0,125£0,006  0,239:0,004  0,140+0,004

CPG262-3 0,0300,001 0,0340,002 0,0420,006 0,055:0,009  0,038£0,003  0,069:0,003  0,039+0,003

CPG 268 UDQ UDQ  UDQ  UDQ uDQ uDQ UDQ uDQ uDQ UDQ uDQ UDQ

CPG 267-1 0,0801+0,0006 0,1356:+0,0001 0,19340,0006 0,1234+0,0002 021001  0,128+0,004
CPG 269-mitad 0,123+0,002 0,170:0,002  0,010+0,002  0,20+0,01 0,236+0,007  0,1676+0,0004
CPG 258-UE45 0,0087+0,0003 0,01342:£0,00001 0,0186+0,0001 0,03030,0002  0,0104:0,0002
CPG 260-mitad 0,027+0,003 0,029+0,002

CPG 263 UDQ UDQ  UDQ  UDQ UDQ UDQ UDQ uDQ uDQ UDQ uDQ uDQ
CPG 269-base 0,0300,001 0,0380,003
CPG 269-techo 0,010,002 0,0417+0,0001 0,010,002

Tabla 5.Resumen de las concentraciones obtenidas por los cromatogramas de los n-alcanos desde el C-19 hasta el C-30 de las muestras analizadas
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Concentracion (ug/g)

Muestra c-31 c-32 c-33 c-34 c-35 C-36 c-37 Cc-38 Cc-39
CPG 252 (2015) uDQ uDQ uDQ uDQ uDQ uDQ uDQ UDQ UDQ
CPG 258-UE44  0,008+0,001
CPG 258-UE48 0,20+0,03 0,11+0,01 0,095+0,003 0,11+0,01
CPG 259-UE28 0,15560+0,00003 0,1437+0,0002
CPG 259-UE32 0,022+0,003 0,0174+0,0002 0,0194+0,0002 0,0195+0,0006  0,0200+0,0006 0,020+0,001  0,0230+0,0007

CPG 261-1 0,025+0,005

CPG 261-2 0,014:0,002

CPG 262-1 0,173+0,003 0,108+0,001 0,156+0,001

CPG 262-2 0,208+0,004 0,120+0,006 0,173+0,003 0,10+0,01 0,126+0,005

CPG262-3 0,05905+0,00005  0,034+0,005 0,057+0,008 0,032+0,003 0,05+0,01

CPG 268 ubDQ ubDQ ubDQ uDQ uDQ ubDQ uDQ uDQ uDQ

CPG 267-1 0,174+0,002 0,12+0,01 0,16+0,01
CPG 269-mitad 0,196+0,008 0,152+0,003 0,22+0,01 0,110+0,001 0,149+0,005
CPG 258-UE45 0,0253+0,0002
CPG 260-mitad

CPG 263 uDQ uDQ uDQ uDQ uDQ uDQ uDQ uDQ uDQ
CPG 269-base 0,036+0,002
CPG 269-techo 0,0440+0,0003 0,035+0,002

Tabla 6.Resumen de las concentraciones obtenidas de los n-alcanos del C-31 al C-39 de las muestras analizadas.
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Como se puede observar en la mayoria de los casos se obtienen valores de
concentraciones en los n-alcanos de cadena larga, es decir desde el Cy3 al Css, este
comportamiento era de esperar debido a lo comentado anteriormente sobre el efecto
matriz. Para poder facilitar la vision de los datos se han realizado las siguientes
representaciones gréficas, en las cuales se enfrenta la concentracion de los n-alcanos a

los n-alcanos posibles de manera que se pueda observar las tendencias:
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Gréfico 2. Representacion de los valores de la concentracion de analito para cada muestra
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Gréfico 3. (Continuacién) Representacion de los valores de la concentracion de analito para cada muestra
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Observando las gréaficas, lo primero que llama la atencién son las diferencias de
abundancias de alcanos entre estaciones de muestreo, que incluso varian en una misma
estacion segun las unidades estratigraficas (UE) como es el caso de las estaciones CPG-
258 y CPG-259. Una unidad estratigrafica define un cambio en el régimen
sedimentoldgico de la secuencia geoldgica, lo cual puede deberse a factores fisicos
como un cambio en el régimen de lluvias, o un factor antrépico como un lugar de
depdsito de residuos, por ejemplo. También destacan los cambios en las tendencias de
ciertos alcanos como ocurre en la muestra CPG-262 y la escasa presencia de n-alcanos
de cadena par. En general, los valores maximos de concentracion de alcanos en las
muestras no superan los 0,3 pg/g. En cuanto a los errores cometidos en las
cuantificaciones de los alcanos, se ha representado usando los valores de desviacion
tipica de las cuantificaciones obtenidas en las distintas inyecciones de las muestras. En
la mayoria de los casos se obtienen errores muy pequefios, exceptuando en algunas
muestras como la CPG 261-1, CPG 261-2 y CPG 258-UE44 en la que los errores son
mayores. Para mejorar estos niveles de error seria conveniente volver a realizar
inyecciones de las muestras y comprobar las medidas de las areas de los picos de cada

analito.

En cuanto a la tendencia de aparicion de los n-alcanos, dominan los C,7, Co9 Y C3; €n la
mayoria de las muestras. Este tipo de alcanos suelen ser derivados de plantas vasculares
terrestres.’”) Por otro lado, la abundancia de C,/Cs; es caracteristico de plantas
herbaceas y cuando abundan C,;/Cy9 indican la presencia de plantas lefiosas como
arboles y arbustos.!*" 33 Exceptuando la muestra CPG 261-2, que no presenta n-alcanos
Ca3 ¥ Cys el resto de muestra contienen estos n-alcanos en mayor o menor medida. Los
n-alcanos de cadena mas corta suelen ser indicador de plantas mas cercanas a medios
acuosos como macrofitos sumergidos, algas y musgos. Por ejemplo, los alcanos C,3 y
Cas han sido descritos como los méas abundantes en musgos del género Sphagnum. !
En muestras como la CPG 269-top, CPG 269-bottom, CPG259-UE28, CPG 258-UEA48,
CPG 262-2, CPG 269-middle y CPG 262-3, se puede apreciar también la presencia de
n-alcanos Cs3 y Css procedentes de plantas vasculares terrestres y que indican ademas,

un buen estado de conservacion de la muestra.BY

Cabe resaltar que la muestra CPG 259-UE32 se detecta la presencia de alcanos >Css, 10
que parece indicar la presencia de vegetacion arbdrea de especimenes de la familia de
las higueras.[*?
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Durante la elaboracién de este trabajo se trataron 18 muestras, pero solo se han podido
cuantificar 15 de ellas. Las muestras CPG 252-2015, CPG 264-3 y CPG 263, no
pudieron ser cuantificadas, esto es debido a que los valores de concentracion de los
analitos estaban por debajo del limite de cuantificacion (LOQ) pero no del limite de
deteccion (LOD), lo que permiti6é caracterizar los n-alcanos de las muestras mediante

los cromatogramas de la Figura 13.
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Figura 12.Cromatogramas de muestras inferiores al LOQ

En estas muestras, existe un claro predominio de lo n-alcanos C,7, Cy9 y Cs;
frente al resto de n-alcanos, por lo que se confirma que en estas muestras también hay

presencia clara de plantas vasculares terrestres de caracter lefioso y herbaceas.
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4.3.1. Célculo CPI, Pagy ACL

Para evaluar la distribucion de los atomos de carbono de n-alcanos y su
interpretacion paleoambiental hemos utilizado los indices descritos anteriormente, el
CPI (indice de preferencia del carbono), el ACL (longitud media de cadena de carbono)
y el Paq (proporcién plantas terrestres y acuosas). Estos indices nos permitiran

esclarecer un poco mas nuestros resultados.

En cuanto al célculo de estos parametros, cabe destacar que ain no existe un
consenso entre autores. Algunos hacen los calculos con las proporciones de los valores
de areas de pico obtenida y otros los realizan con concentraciones. Por esta razon, para
aquellas muestras cuyos alcanos no pudieron ser cuantificados, se comprobé si los
valores de estos parametros calculados como proporciones de area seguian la tendencia
de los valores obtenidos con las concentraciones. De este modo, los valores obtenidos
para los distintos indicadores estan reflejados en la Tabla 8:

Muestra CPI ACL Paq
CPG 252 (2015) 7,04 28,46 0,13
CPG 258-UE44 12,59 29,36 0,08
CPG 258-UE48 11,24 29,44 0,34
CPG 259-UE28 7,72 29,36 0,22
CPG 259-UE32 2,96 32,33 0,39

CPG 261-1 12,72 29,08 0,10

CPG 261-2 2,71 29,74 0

CPG 262-1 2,63 28,92 0,36

CPG 262-2 2,45 29,73 0,34

CPG262-3 2,73 29,30 0,37

CPG 268 10,02 29,59 0,03

CPG 267-1 2,59 28,96 0,36
CPG 269-middle 2,44 29,67 0,40
CPG 258-UE45 9,30 28,23 0,28
CPG 260-middle 9,14 26,27 0,17

CPG 263 15,62 29,13 0,08
CPG 269-bottom 9,04 29,75 0,10
CPG 269-top 4,83 30,16

Tabla 7. Valores de ACL, CPI y Paa en las muestras

Los valores de CPI han oscilado entre 12,59 y 2,44 obteniéndose una media de
7,10 con una desviacion tipica de 4,32, para el ACL los datos obtenidos varian entre

32,33y 26,27 dando una media de 29,30 con una desviacion tipica de 1,14.
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Cuando los valores de CPI son superiores a 5 se considera que pertenecen a plantas
vasculares terrestres, y eso es lo que nos indica el CPI promedio. Por otro lado, también
se ha explicado que ocasiones estos valores disciernen y se han observado CPI de
plantas vasculares terrestres con valores de CPI por debajo de 5. Los valores muy altos
de CPI pueden ser debidos a que el sedimento no ha estado sometido a procesos de
degradacion con el paso del tiempo y posiblemente han estado en condiciones frias y
secas en cambios aquellos con valores proximos a 1 han sufrido mayor degradacion y

por lo tanto es posible que hayan estado expuesto a calor y humedad.*®!

En cuanto a los parametros obtenidos de ACL, estos no presentan tanta oscilacion entre
ellos. Los valores entre 29,3 y 30,4 son sefial de presencia de plantas herbaceas, v,
también pueden observarse valores entre los 26,27 y 29,8 tipicos de plantas lefiosas'®.
Estos valores altos de ACL, por otro lado indican que las condiciones climaticas

existentes durante la formacion de ese suelo pudieron ser célidas y himedas.

En cuanto al ultimo indicador, Ficken y col. aseguran que los valores Pag<0,1
corresponden a una contribucion dominante de plantas terrestres, mientras que los
valores entre 0,1-0,4 reflejan una aportacion significativa de macrofitos emergentes, o
una mezcla de aportes de plantas terrestres, macrofitos emergentes 'y

sumergidos/flotantes. ™!

Los valores comprendidos entre 0,4-1 son tipicos de
macrofitos sumergidos/flotantes. Segin esto y como se puede observar; en este caso
parece indicar la existencia en la mayoria de las estaciones una mezcla de platas
terrestres, macrofitos emergentes y sumergidos/flotantes. En el caso de las muestras
CPG 258-UE44, CPG 268, CPG 263 que presentan valores inferiores a 0,1 se puede
decir que se tienen abundan la presencia de plantas terrestres. Existe un Gltimo caso, la
muestra CPG 269-top en la cual se obtiene un valor de 1, que puede deberse a un

artefacto matematico, ya que no concuerda con los resultados de CPl 'y ACL.
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4.3.2. Anélisis de los ratios Cy7/Cyq Y Co9/Csy

Como se comentd anteriormente, los alcanos predominantes son Co7, Cog Y Cay,
pero esto pone en duda la predominancia de plantas de lefiosas 0 herbaceas. Por este
motivo, se ha decidido realizar un diagrama ternario (Figura 14) que evalle la tendencia
de los alcanos predominantes. Esto permitira establecer una tendencia predominante de
manera mas o menos clara.

o @ 100
Cc-27
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00

C-31
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Figura 13. Diagrama ternario con las relaciones de ratio para los n-alcanos dominantes

Lo que nos muestra este diagrama es que, exceptuando algunas muestras, en
su mayoria siguen una tendencia hacia C,9/Cs1, 10 que indica que el tipo de vegetacion

predominante en las muestras de las viviendas de Cueva Pintada son de tipo herbaceas.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir que:

e La matriz de la muestra provoca un eliminacion de sefial en los n-alcanos del Cq
al Cy,, y una disminucién de la misma en el resto de los n-alcanos exceptuando
el Cy7, Cy9y Cay los cuales presentan un aumento de la misma.

e Las muestras obtenidas en el yacimiento de Cueva Pintada de Galdar contienen
un alta presencia te n-alcanos Cz y C3; en la mayoria de los casos.

e En los sedimentos analizados habian restos de plantas vasculares terrestres,
destacando las plantas de tipo lefioso.

e La presencia de n-alcanos de cadena larga de Cssa C3g en la muestra CPG 259-
UE32 son datos atipicos en el estudio geoquimico, pero parecen ser indicadores
de especies vegetales de la familia de las higueras. La existencia de estos n-
alcanos es debido a la buena preservacion de la muestra.

e Con lo obtenido se corrobora la informacion micromorfologica, ya que se
obtienen datos que aseguran la presencia de plantas herbaceas y lefiosas
mezcladas.

e Losdatos de CPI, ACL y Paq revelan, al igual que el resto de datos, la existencia
de plantas herbaceas y lefiosas en los sedimentos.

e El diagrama ternario nos muestra un alto contenido de plantas herbéceas y

lefiosas debido a la presencia de los n-alcanos C,7, Cy9 y Cay.
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