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RESUMEN:

La composicion de las conchas de moluscos marinos ofrece una valiosa informacién so-
bre el entorno en el que se han desarrollado, por ejemplo, la temperatura del agua en cada
momento de su crecimiento puede estimarse a partir de la relacion magnesio/calcio o es-
troncio/calcio, o también a partir de la distribucion de isétopos de oxigeno en diferentes
puntos de la concha. Sin embargo, las técnicas actuales de andlisis (como ICP-OES) ne-
cesitan de un proceso de muestreo y extraccion de material a lo largo de la concha que es
largo y tedioso. En este trabajo se propone la utilizacion de la técnica de espectroscopia
atomica LIBS mediante laseres pulsados intensos para una estimacion cuantitativa de los
ratios Mg/Ca y Sr/Ca en cualquier punto de la concha y de forma automatizada, permi-
tiendo reconstruir la secuencia de temperaturas del agua marina durante el crecimiento
del molusco. Aplicada esta técnica a restos arqueolédgicos de conchas, es posible determi-
nar la estacion de captura e inferir por tanto informacion sobre el comportamiento de las
poblaciones humanas en areas costeras.
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ABSTRACT:

The chemical composition of marine mollusk shells offers useful information about the
their environment during their life span, for example, the seawater temperature at any
moment can be estimated from the magnesium/calcium or strontium/calcium ratios, or
from the oxygen isotopes distribution at specific points in the shell. However, current an-
alytic techniques (like ICP-OES) need of long and cumbersome sampling procedures
over the shell area. In this work, we propose to use the Laser Breakdown Spectroscopy
(LIBS) technique with intense pulsed lasers to get a quantitative estimation of the Mg/Ca
and Sr/Ca ratios at any point in the shell and in an automated way, allowing the recon-
struction of the seawater temperature sequences during the mollusk lifespan. This tech-
nigue can be applied to archaeological shells from the Mesolithic period to infer the sea-
son of capture and thus, to get information about the seasonality patterns of prehistoric
groups in coastal areas.
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1.- Introduccién

La composicion quimica de las conchas de
moluscos marinos ofrece una valiosa infor-
macién sobre las condiciones climaticas a lo
largo de la vida del animal, debido a la de-
pendencia del proceso de biomineralizacion
con condiciones no solo internas sino tam-
bién del entorno, como la temperatura y sali-
nidad del agua. Asi por ejemplo, los molus-
cos marinos crecen generalmente en equili-
brio isotopico con el medio ambiente y du-
rante el fraccionamiento isotépico las condi-
ciones ambientales quedan registradas en el
carbonato célcico que se precipita durante la
formacién de la concha [1]. Asi mismo, se ha
comprobado que el calcio es parcialmente
sustituido por magnesio o estroncio en pro-
porciones variables, que algunos autores han
conseguido correlacionar con la salinidad o
la temperatura del agua en varias especies
concretas [2]. Si bien es complicado estimar
el valor absoluto de la temperatura o la sali-
nidad a partir de estos ratios, si es posible
obtener la variacion relativa en diferentes
momentos del crecimiento del molusco, iden-
tificando asi cada época del afio a partir de
los momentos de temperaturas méaximas y
minimas correspondientes al verano y al
invierno. Este tipo de analisis conlleva la
medida de la composicion en diferentes pun-
tos espaciales de la concha que se correspon-
dan con material biogenerado en diferentes
momentos de la vida del molusco. Ademas,
teniendo en cuenta las variaciones estaciona-
les de la secuencia y el momento en el que
acaba el crecimiento es posible determinar la
época del afio de captura o de su muerte.

El analisis de la composicion de las conchas
posibilita aplicaciones como el monitorizado
de la contaminacion ambiental, a partir de
elementos (como metales pesados) incorpo-
rados del entorno en el proceso de biomine-
ralizacion [3]. Otra aplicacion interesante es
el analisis de conchas arqueoldgicas. En nu-
merosos yacimientos, en particular a lo largo
de la costa atlantica europea, se han encon-
trado enormes acumulaciones de conchas que
fueron consumidas y desechadas en épocas
prehistoricas, principalmente durante el pe-
riodo mesolitico (entre hace unos 10.000 y
7.000 anos) [4]. Estas conchas, principalmen-
te de las especies Patella vulgata (gasterépo-

do) y Phorcus lineatus (gasterépodos espira-
do) pueden ofrecer una valiosa informacion
sobre los habitos de estas poblaciones en
areas costeras. Por ejemplo, averiguando la
época del afio de captura es posible obtener
informacion sobre la disponibilidad de recur-
sos alimenticios o los patrones de asenta-
miento y/o desplazamiento de los grupos
prehistéricos.

En ambos casos, para obtener resultados
estadisticamente fiables, se hace necesario
disponer de técnicas de analisis quimico ra-
pidas y precisas. Las técnicas mas utilizadas
actualmente, como la espectroscopia de emi-
sién por plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-OES) o la espectrometria de masas de
relacion isotopica (IRMS) ofrecen una buena
precision y sensibilidad, pero requieren de un
muestreo y extraccion de material en nume-
rosos puntos, siendo éste un proceso largo y
laborioso.

La técnica de espectroscopia de ruptura indu-
cida por laser (LIBS), por otro lado, no re-
quiere de ningun tipo de preparacion de la
muestra, y realiza la medida in-situ sobre su
superficie, mediante la ablacion de una muy
pequefia cantidad de material en el punto
donde se desee realizar el andlisis. Para ello
se emplean laseres pulsados de gran intensi-
dad (usualmente del tipo Nd:YAG con Q-
switching) focalizados sobre el punto de
medida, junto con una sistema de captura de
la luz emitida por la pluma de plasma gene-
rado que se trasmite a un espectrometro. La
sefial espectral, compuesta por los picos de
emision de los elementos atdmicos presentes
en la muestra y radiacion de fondo, es bas-
tante ruidosa e incluso presenta gran variabi-
lidad entre muestras consecutivas, lo que
indice negativamente en la precision global
de la técnica y en su capacidad de cuantifica-
cién de la composicion del material. Este
problema se mitiga no obstante realizando un
muestreo de multiples pulsos laser en cada
punto espacial, asi como con la ayuda de
espectrometros con detector CCD intensifi-
cado, y con diversas técnicas de tratamiento
de sefial que se han propuesto [5]. Para algu-
nas aplicaciones en las que simplemente se
requiere estimar el ratio entre dos elementos
quimicos, como puede ser el ratio Mg/Ca,
éste puede obtenerse simplemente a partir del
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cociente de la intensidad de dos lineas de
emision cualquiera de los elementos en cues-
tion.

En este trabajo se propone la aplicacion de la
técnica LIBS para el analisis de la concentra-
cion de magnesio y estroncio en conchas de
moluscos, proponiendo un montaje experi-
mental totalmente automatizado que incluye
el posicionamiento automatico de las mues-
tras, el seguimiento automatico de una linea
de muestreo arbitraria a lo largo de la con-
cha, y el control automatico de la focaliza-
cion del laser para permitir la medida de
muestras con geometrias complejas y super-
ficies irregulares.

2.- Montaje experimental

El montaje experimental propuesto se mues-
tra en la figura 1. Esta compuesto por un
laser pulsados Nd:YAG (Lotis LS-2147), con
pulsos de 16ns de duracion a 1064nm, un
ritmo de repeticiéon de 10Hz y hasta 0,9 Ju-
lios por pulso, aunque las energias utilizadas
en los experimentos han sido en el rango de
15-20 mJ por pulso. La luz emitida por el
plasma tras la ablacion del material es captu-
rada por una fibra optica de 600 micrémetros
de didmetro que conduce la luz hasta un es-
pectrometro Acton SP-300i (con red de di-
fraccion de 1200 lineas por milimetro y mé-
xima eficiencia en 300 nm). Como detector
se ha utilizado una camara CCD intensificada
Princeton Instruments PIMAX-3, con una
ventana temporal de captura que se inicia
500 nanosegundos tras el pulso laser y tiene
un duracion de 20 microsegundos. De forma
coaxial con la lente focalizadora del haz l&ser
se ha situado una cadmara CCD de vision
industrial (AVT Guppy F-033) que permite
visualizar un area alrededor del punto focal
del laser de unos 7x5mm.

La muestra se sitGa en un posicionador moto-
rizado con tres ejes ortogonales mas un eje
de rotacion de 360°. El control automatico
del punto focal del laser se realiza mediante
la imagen capturada por la camara: antes de
cada medida, se estima el grado de enfoque
de la imagen de la superficie de la muestra en
un area de 100x100 pixeles alrededor del
punto de impacto del laser, utilizando una
implementacion [6] del algoritmo Squared

Gradient [7], para a continuacién estimar el
punto éptimo de enfoque a través de un algo-
ritmo de minimizacion. Todos los elementos
del montaje (laser, espectrometro, camara y
posicionador) son controlados a través de un
software a medida realizado en Matlab®.
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Fig. 1: Montaje experimental propuesto.
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3.- Resultados

El sistema descrito en el apartado anterior ha
sido utilizado para determinar los ratios
Mg/Cay Sr/Ca a lo largo del crecimiento de
diferentes tipos de conchas, especialmente de
Patella vulgata y Phorcus lineatus. Este ul-
timo presenta una concha en espiral que difi-
culta un muestreo en diferentes puntos crono-
I6gicos pero que puede ser facilmente auto-
matizado con el montaje propuesto.

En la figura 2 se muestra una imagen de un
ejemplar moderno situado en el montaje, asi
como un detalle de parte de la superficie en
la zona del borde, la més reciente antes de ser
capturado. Notese que parte del material mas
superficial ha sido eliminado mecanicamen-
te, ya que la parte exterior de la concha (pe-
riostraco) esta muy contaminada con agentes
externos.

La superficie ha sido muestreada cada 500
micrémetros con un recorrido en espiral des-
de el borde. En cada punto espacial, se han
integrado los espectros correspondientes a 50
pulsos del laser, cada uno con una energia de
16mJ.
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Fig. 2: Concha moderna de un caracol ma-
rino Porchus Lineatus y detalle del camino
muestreado.

Las lineas de emisidn atdmica utilizadas para
el calculo de los ratios han sido la de 285,21
nm de magnesio, 407,77 nm de estroncio y
300,69 nm ¢ 428,30 nm de calcio. La figura
3 muestra dos espectros obtenidos en dos
rangos espectrales diferentes, donde pueden
apreciarse las lineas de magnesio, estroncio y
calcio utilizadas para el calculo de los ratios.
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Fig. 3: Espectros de emision atdomica en dos
rangos espectrales mostrando las lineas utili-

zadas para el célculo del ratio Mg/Ca vy
Sr/Ca.

Finalmente, en la figura 4 se muestran las
secuencias obtenidas a lo largo de una linea
de muestreo que recorre en espiral la superfi-
cie de la concha, partiendo del borde en su
apertura. Ambas secuencias se corresponden
con dos ejemplares modernos diferentes de
los que se conoce su fecha de captura, de
forma que es posible valorar la capacidad de
esta técnica para estimarla.
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Fig. 4: Secuencias de los ratios Mg/Ca y
Sr/Ca en dos ejemplares diferentes de Phor-
cus lineatus.

Para el caso del ratio Mg/Ca en el primer
ejemplar, recogido a finales del mes de di-
ciembre, se observa una ciclicidad de apro-
ximadamente un afio, con un incremento del
valor al final de la vida del molusco. En el
caso del ratio Mg/Ca en esta especie, hay una
dependencia inversa de la cantidad de mag-
nesio incorporado en la concha con la tempe-
ratura del agua, con lo que el descenso de
temperatura sugerido por la curva al final del
periodo de vida coincide con el inicio del
invierno.

En el caso de la secuencia para el ratio Sr/Ca,
que en este caso tiene una dependencia direc-
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ta con la temperatura del agua marina, se
observa una ciclicidad superior a un afio, con
un incremento de la temperatura llegando al
valor maximo. Esto se corresponde con la
época de maxima temperatura del agua (sep-
tiembre), y que coincide muy bien con la
fecha de captura (1 de octubre).

4.- Conclusion

Se ha aplicado la técnica LIBS al analisis
elemental de la composicion de conchas de
moluscos, con un montaje que permite la
medida automatizada de muestras con geo-
metrias complejas. El célculo de las secuen-
cias de ratios Mg/Ca y Sr/Ca a lo largo de un
camino en la superficie de la concha permite
obtener una estimacién de las temperaturas
del agua en diferentes momentos de la vida
del molusco y de ahi estimar la fecha de cap-
tura. Este dato es de gran interés en conchas
arqueologicas ya que permite inferir datos
sobre los habitos de los pobladores primiti-
VOs.

Los resultados obtenidos con muestras mo-
dernas del caracol marino Phorcus lineatus,
de fecha de recogida conocida, muestran la
idoneidad de la técnica propuesta, ya que la
posibilidad de andlisis sin necesidad de ex-
traer material de la concha asi como la auto-
matizacion llevada a cabo, permiten un anali-
sis mucho mas rapido y sencillo que con
técnicas alternativas.

Los trabajos actuales van enfocados a validar
los resultados con las técnicas ICP- OES y de

isGtopos de oxigeno, asi como a aprovechar
la capacidad de ablacion del laser para pene-
trar en el material de la concha y realizar el
analisis de capas sub-superficiales, eliminan-
do la necesidad de cualquier tratamiento
previo de las muestras.
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