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Resumen

Hoy en dia, se han realizado diversos estudios en la formacidn de concheros y la utilizacién de
los moluscos por parte de las poblaciones del Mesolitico en la costa Cantdbrica, para asi, poder
determinar el comportamiento de nuestros antepasados en relacidn con sus estrategias de
supervivencia. Pero todavia hay algunos campos en los que la informacién es mas limitada,
como en el caso de la estacién en la que se extrajeron los moluscos.

Varias investigaciones desarrolladas en los ultimos afios sostienen que la relacién de diferentes
isdtopos y elementos que forman parte de la composicidon atdmica y elemental de las conchas
de los moluscos pueden ser Utiles como indicadores paleoclimaticos y asi, poder extraer la
informacidn necesaria acerca de la temperatura del mar en el momento de la captura del
molusco.

Mediante la técnica LIBS (Laser-Induced Breakdown Spectroscopy) es posible medir las
muestras elementales de la composicidn de la concha de los moluscos. El principal objetivo de
este trabajo es el desarrollo de un programa que nos ayude en el tratamiento de los datos
medidos para poder contribuir en una correcta estimacion de la estacidn de captura de los
moluscos.

Palabras clave — Mesolitico, Lapas, Espectroscopia, LIBS, Matlab, Algoritmo DDA, Temperatura
superficial del mar, estacién de captura.

Abstract

Nowadays, several studies have been carried out in the formation of accumulations of
archaeological shells and the use of molluscs by the populations of the Mesolithic in the
Cantabrian coast, to determine the behaviour of our ancestors in relation to their survival
strategies. But there are still some fields where the information is more limited, as in the case
of the station in which the molluscs were captured.

Various investigations developed in the last years maintain that the relation between different
isotopes and elements that are part of the atomic and elemental composition of shellfish shells
can be useful as paleoclimatic indicators and thus, be able to obtain information about sea
temperature at the time of capture.

Using LIBS (Laser-Induced Breakdown Spectroscopy) technique it is possible to measure the
elementary samples of the shellfish composition. The main objective of this work is the
development of a program that helps us in the treatment of measured data to contribute to a
correct estimation of the shellfish capture station.

Keywords — Mesolithic, Limpets, Spectroscopy, LIBS, Matlab, DDA Algorithm, Sea surface
temperature, capture station.
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1. Introduccion

1.1 Contexto

Si bien el Mesolitico (10.000 — 6000 a.C) en la regién Cantabrica no ha sido objeto de profundo
estudio a lo largo de los afios, ya que la principal motivacién por parte de arquedlogos e
historiadores en esta zona era la localizacién de cavidades con arte rupestre y yacimientos
paleoliticos correspondientes a esa época [1], a partir de finales del siglo XIX y como
consecuencia de la aparicién de las primeras acumulaciones de moluscos en yacimientos
arqueoldgicos, se abren varias lineas de investigacion para el estudio de estas formaciones. En
los ultimos 40 aifios los datos han ido aumentando en calidad y cantidad, resultando en que
varios estudios sefalan la gran abundancia y tamafio de estos concheros como una de las
caracteristicas principales de este periodo en el drea septentrional de la peninsula Ibérica [2]. Es
habitual encontrar yacimientos concheros mesoliticos en el drea Atlantica, pero estos hallazgos
en el Cantdbrico suponen un cambio en la utilizacién de estos recursos malacoldgicos, ya que se
descubre que no son consumidos con tanta frecuencia hasta ese momento [3].
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Figura 1. — Yacimientos de concheros asturienses [4]

Estos estudios de la formacién de concheros nos permiten poder deducir y determinar el
comportamiento de nuestros antepasados en relacidn con sus estrategias de supervivencia y/o
costumbres en areas costeras, ademas de proporcionarnos conocimientos adicionales acerca de
estas poblaciones humanas de aquella época. Sin embargo, todavia hay varios campos en los
que la informacién es mas limitada, como es el caso de la estacion de captura de esos moluscos.

Varias investigaciones desarrolladas durante los ultimos afios sostienen que la relacién entre
diferentes isdtopos y elementos que forman parte de la composicién atémica y elemental de las
conchas de estos moluscos (*¥0/®0 y Mg/Ca) pueden ser utiles como indicadores
paleoclimaticos [5] para, asi, obtener informacion y estimar la temperatura del agua del mar en
el momento de la captura del molusco. Analizando esta TSM (temperatura superficial del mar)
es posible deducir la estacién del afio en la que se recogieron los moluscos y obtener
informacidn acerca de la disponibilidad de los recursos alimenticios o los patrones de
asentamiento y/o desplazamiento de estos grupos prehistéricos.



1.2 Objetivos

Para la extraccion de los datos a partir de los restos de lapas, son necesarias técnicas de analisis
quimico precisas y rapidas. Las técnicas mas populares actualmente, como la espectroscopia de
emision por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES) o la espectrometria de masas de
relacidn isotdpica (IRMS) ofrecen resultados bastante precisos, pero requieren de un muestreo
y extraccién del material en numerosos puntos, lo que lo hace un proceso largo y laborioso. Por
esta razon, para el desarrollo de este trabajo, se hard uso de la técnica de espectroscopia de
ruptura inducida por laser (LIBS), la cual, es mucho mas rapida a la hora de realizar las medidas,
ademas de reducir costes.

Los principales objetivos de este proyecto son, mediante una serie de medidas del ratio de
concentracidon de Mg/Ca en diferentes puntos de la lapa obtenidas a partir de la utilizacion de la
técnica LIBS y haciendo uso del software matematico Matlab, desarrollar un programa que
permita representar mapas 2D de intensidad de esta concentracion de Mg/Ca para poder
visualizar correctamente en que zonas de la concha existe una mayor acumulacién de estos
elementos. Sobre estos mapas, el siguiente paso es que el programa nos permita realizar el
trazado de diferentes trayectorias a lo largo de la concha para poder observar cdmo varia la
estimacion de la estacién de captura y tratar, de esta manera, de ayudar en una correcta
estimacion de este parametro clave.



2. Estudios de la composicién atémica y elemental de moluscos

2.1 La problematica de las lapas

Hoy en dia, a pesar del aumento en estudios arqueomalacolégicos y de la concesidon de una
mayor importancia a estos moluscos dentro de las estrategias de supervivencia y subsistencia
de los grupos humanos prehistéricos, sigue habiendo varias interrogantes en lo que al consumo
de estos recursos se refiere, siendo su estacion de captura uno de los aspectos mas complejos

[6].

Los estudios dedicados a deducir la estacién de captura de estos recursos marinos han sido
reducidos, siendo la mayor parte de las investigaciones dedicadas al analisis de isdtopos estables
de oxigeno (**0/*80). Es en los ultimos afios, cuando ha ido cobrando més importancia el estudio
de las relaciones elementales. Estos estudios determinan la cantidad de elementos minoritarios
(como el Magnesio: Mg) que se incorporan al carbonato calcico (CaCOs) de las conchas marinas

[7].

Figura 2. - Metodologia aplicada para la toma de muestras de CaCOs en A) gasterdpodos sin espiras [8] y B)
gasteropodos espirados [9]

Los resultados obtenidos mediante el estudio de las conchas nos aportan que el analisis de
isdtopos estables de oxigeno tiene bastante potencial como indicador paleoclimatico y para
poder reconstruir la temperatura del mar de la época, ya que existe una alta correlacién entre
el isétopo 80 de las conchas y la TSM en la que crece el molusco [7]. Ademas, se ha confirmado
de que se trata de un buen indicador de estacionalidad con el fin de averiguar el momento del
afio en los que estos recursos fueron capturados y poder plantear hipdtesis acerca de la actitud
socioecondmica de los grupos humanos en la antigiiedad [2].

Sin embargo, en el analisis de la relacion elemental Mg/Ca se obtienen unos resultados menos
concluyentes. Estos resultados presentan una gran variabilidad y heterogeneidad entre
individuos recogidos el mismo dia e incluso de la misma especie [7]. Estas diferencias
encontradas podrian ser debidas a la influencia de diversos factores externos en laincorporacion
del magnesio al carbonato del molusco, y que todavia se desconocen [2].



2.2 Analisis de isdtopos estables de oxigeno

Los isdétopos son atomos que pertenecen al mismo elemento quimico y que presentan el mismo
numero de protones, pero diferente nUmero de neutrones, lo cual hace que tengan distinta
masa atémica. El estudio de estas relaciones isotdpicas de oxigeno en la concha de las lapas
marinas ha sido uno de los indicadores con mayor asiduidad tanto en la regién cantdbrica [10]
como en la zona atldntica europea [11] y en el Mediterraneo, entre otras zonas litorales.

El crecimiento de la concha del molusco se debe a la precipitacién de carbonato calcico (CaCOs).
La incorporacién de dos de los isdtopos estables del oxigeno (**0 y *20) al carbonato célcico se
produce en equilibrio con el medio en el que se encuentre, es por esta razén que mediante la
relacién entre ambos is6topos (*¥0/ *°0) es posible determinar la temperatura del mar en la que
se produjo su precipitacidn [12], aunque también hay que tener en cuenta que el 0 no es
independiente, sino que depende de la composicion isotépica del mar [2].

Los estudios y experimentos recientes realizados para distintas especies de moluscos marinos
estan en sintonia con otros realizados previamente, mostrando una relacion inversa entre los
valores isotépicos y la TSM en la que tiene lugar la precipitacion, ademas de presentar una
correlacién muy elevada entre estos dos parametros.

En un estudio de 2013 por parte de Asier Garcia-Escarzaga et al. para el Congreso Ibérico de
arqueometria, se empled un ejemplar de Phorcus lineatus (una de las especies mas
representadas en los contextos arqueoldgicos mesoliticos de la costa cantdbrica [2]) para
realizar el andlisis isotdpico. Este molusco ya fue previamente sometido a estudios afios atras.
Para el trabajo a realizar contaban con estos recursos malacolégicos recogidos en la playa de
Langre (Ribamontan al Mar, Cantabria) entre octubre de 2011 y octubre de 2012 y con la TSM
diaria cedida por la Planta de Acuicultura del Centro Oceanografico de Santander [2].

Figura 3.- Ejemplar de Phorcus Lineatus(A), seccion de la concha(B), metodologia en la toma de muestras(C) [2]



Las conchas de los moluscos se forman mediante el proceso de biomineralizacién, depositando
alternamente diferentes tipos de cristales que daran lugar a la coraza del organismo. En el caso
del ejemplar en estudio, en su concha podemos diferenciar cuatro capas de diferente mineral
cada una, la capa de aragonito, la capa de calcita prismatica, la de calcita prismatica y la de
periostracum.

El estudio se realizé en la capa de aragonito, descartdndose la capa mads externa del molusco por
ser de naturaleza organica. Tras una preparacion del ejemplar (basada en pautas establecidas
por otros autores) para eliminar cualquier tipo de elemento residuo que no beneficie el estudio,
realizaron la toma de muestras. Los datos se analizaron mediante la técnica de espectroscopia
de masas de relacion isotépica (IRMS), la cual ofrece gran precisién y sensibilidad, pero requiere
de un largo proceso de muestreo y extraccidon del material.

Los resultados obtenidos de los andlisis de las muestras se pueden observar en la figura 4, donde
se puede apreciar con claridad esta relacién inversa entre la TSM vy el isdtopo de oxigeno. Los
valores més elevados del 80 corresponden a los meses de invierno y los mas bajos a los meses

de verano.
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Figura 4.- TSM (C®) observada en la recogida del molusco y 180 del ultimo crecimiento de la concha [2]

Como se puede ver, la correlacién entre la TSM y el 0 es muy elevada (R?= 0.9). Los resultados
obtenidos por parte de estos autores nos sitlan a la especie Phorcus Lineatus como un gran
indicador estacional y también paleoclimatico, ademds de haber aportado solidez a las
investigaciones realizadas afios atras. No obstante, un importante factor a tener en cuenta es la
latitud de la region donde fue recogido el molusco, ya que la variacién latitudinal afecta a la TSM
lo que a su vez afecta a la correlacion entre ambos parametros. Al superarse ciertos valores de
temperatura es posible que se supere el limite de tolerancia del molusco, haciendo que deje de
crecer y, debido a esto, dejdndose de registrar valores.



2.3 Analisis concentracion Mg/Ca

El andlisis de la relacion Mg/Ca es una técnica reciente en comparacion a la de isétopos estables,
las investigaciones llevadas a cabo durante las Ultimas décadas plantean que la proporcion de
los elementos traza incorporados al carbonato calcico de las conchas de los moluscos pueden
estar en dependencia con la TSM [7].

Una gran ventaja de realizar el estudio basandose en la relacién Mg/Ca, es que nos puede servir
como indicador climatico independientemente del valor isotdpico del agua, a diferencia de los
isdtopos estables de oxigeno. Esto quiere decir que no se encuentran influidos por la
composicion isotépica del agua de mar donde se recogid el molusco [7].

En el estudio mencionado en el anterior apartado, también se realizé un andlisis elemental al
ejemplar de Phorcus Lineatus. En este caso, las muestras se recogieron en la capa de aragonito
y en la de calcita. En este caso se empled la técnica de espectroscopia laser de ruptura (LIBS),
debido a que es un método que permite obtener resultados precisos y fiables de manera mas
rapida, ademas de una reduccion de costes y menor ablacidon de la muestra, siendo asi una
técnica menos invasiva que IRMS.

Los resultados obtenidos en la capa de aragonito se pueden ver en la figura 5, lo que nos sugiere
qgue la proporcion del elemento minoritario en el carbonato calcico es inversamente
proporcional a la TSM, es decir, a mayor valor térmico menor es la cantidad de magnesio.
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Figura 5.- TSM(C®) observada en su recogida y ratio Mg/Ca en la capa aragonito [2]

Los dos pardmetros muestran una correlacién baja (R?= 0.4), ademas, las barras de error
reflejan una alta desviacién entre los individuos recogidos el mismo dia.
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La grafica a sacada a partir de las muestras obtenidas en el borde de la capa de calcita se puede
ver en la figura 6, en la que, a diferencia del caso anterior, se nos muestra que la relacion entre
la TSM y el elemento traza incorporado al carbonato célcico es directamente proporcional.
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Figura 6.- TSM (C®) observada en su recogida y la relacién Mg/Ca en la capa de calcita [2]

En este caso, se obtienen valores mas elevados en lo que a la proporcion de este elemento en
el carbonato de la concha se refiere. Sin embargo, la correlacién entre ambos parametros es
bastante baja (R%= 0.34). En el estudio, se sefiala que esta baja correlacién puede deberse a
factores externos que provoquen una disminucion en el coeficiente de determinacién.

2.4 Conclusiones acerca de los analisis isotdpicos y elementales

Como hemos podidos comprobar con la revisidon del estudio por parte de los autores
mencionados, el analisis de los isdtopos estables de oxigeno sobre la especie Phorcus Lineatus
nos confirma el potencial de este método como paleotermémetro para poder reconstruir la
temperatura en tiempos pasados. La alta correlacién entre la informacién de la TSM y el nivel
isotopico de las muestras nos sitlan estos estudios como buenos indicadores paleoclimaticos
ademads de un gran indicador para poder deducir la estacion del afio de captura de estos recursos
malacoldgicos, teniendo en cuenta la variabilidad latitudinal que puede afectar al resultado final.

Por otra parte, el analisis de los elementos que se incorporan al carbonato cdlcico en las conchas
de los moluscos nos plantea una serie de dudas respecto a su aplicacion. El método también
tiene potencial, sobre todo debido al uso de LIBS para la toma de muestras, lo que lo hace un
proceso mas rapido y sencillo que el uso de otras técnicas de extraccidn de datos y obteniendo
igualmente resultados fiables y con reduccién de costes y despliegue. Sin embargo, es indudable
la necesidad de ahondar mas en este tipo de técnicas e investigar acerca de ello, ya que los
resultados que se obtienen exhiben una baja correlacidn y es necesario minimizar en la medida
de lo posible todos estos factores externos influyentes en nuestro diagndstico.

-11 -



2.5 Otros estudios mas recientes

Se han realizado varios estudios en relacidn con el analisis elemental de las conchas de moluscos,
ya que su no dependencia con la salinidad del mar en el momento de la extraccién hace que se
puedan obtener resultados, a priori, mas exactos.

En un reciente estudio de 2021 por parte de Asier Garcia-Escarzaga et al. se analiza la especie
Patella depressa. En este caso, se vuelve a estudiar la relacion Mg/Ca a lo largo de las lineas de
crecimiento de los moluscos y se compara con los isdtopos estables de oxigeno 20 obtenidos
del mismo ejemplar y la TSM de la zona donde el crecié el molusco para determinar si las
secuencias obtenidas se ajustan correctamente a las condiciones ambientales durante la
esperanza de vida del individuo. La toma de datos también se realizé mediante la técnica LIBS
mencionada anteriormente.

Cantabrian Sea
3.2

0510 20 20 4 SIKm

Lol
1. Santander Oceanographic Station
2. Langre beach

Figura 7.- Localizacion del drea de estudio por parte de Asier Garcia-Escdrzaga et al. [13].

Los resultados obtenidos en varios ejemplares de esta especie fueron concluyentes. A pesar de
gue se reportaron pequefias variaciones en la concentracion molar de los datos, debido a
diferentes efectos que incrementan en exceso la presencia de elementos minoritarios en la
concha del molusco, las secuencias de Mg/Ca obtenidas reflejaron correctamente las
variaciones anuales en la TSM, demostrando que la especie Patella depressa incorpora magnesio
al carbonato calcico en dependencia con la TSM en el norte de Espaiia [13].
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Figura 8.- Concentracion Mg/Ca vs TSM (C®) [13]

En estos analisis, los resultados nos proporcionan una alta correlacién entre los ratios de Mg/Ca
y la TSM donde crecieron los moluscos, lo que nos permitiria obtener una buena estimacion de
la temperatura del mar a partir de estos datos. En este caso, el analisis de la concentracion de
Mg/Ca, en esta especie, si que nos serviria como un muy buen indicador paleoclimatico como
en el caso del estudio de los is6topos estables de oxigeno.

En otras publicaciones destacadas, se monitorizaron en un laboratorio las condiciones
ambientales en las que crecieron los especimenes (temperatura, salinidad, pH, etc.). Esto
permitid obtener mas informacion acerca de los factores externos que controlaban la
incorporacidn de los elementos traza en la concha del molusco y obteniéndose asi una alta
correlacién con la TSM en la que crecid el organismo [7]. Por otra parte, también se realizaron
estudios empleando la diferencia entre los valores del ratio Mg/Ca y el 0 para determinar la
variacion anual del valor isotdpico del agua en épocas pretéritas (valor del que dependen los
isdtopos estables de oxigeno que se incorporan al carbonato cdlcico). Este procedimiento
permitié reconstruir la TSM a lo largo del Pleistoceno Superior [7].

Como se ha podido comprobar, los estudios realizados en este dmbito son variados y nos
aportan distintas conclusiones en funcidn del lugar de recogida, especie de organismo, técnicas
usadas para la recogida de datos, etc. En este trabajo se analizaran los ratios de Mg/Ca en
diferentes puntos de las conchas de varias lapas capturadas hace unos afios mediante el uso de
la técnica de espectroscopia LIBS. En particular se analizaran mapas 2D LIBS con informacion
sobre el ratio Mg/Ca sobre la superficie de la concha a lo largo de su eje de crecimiento, tratando
de mejorar la estimacion de la estacion de captura mediante el uso de diferentes técnicas de
procesado.
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3. Espectroscopia Laser de Ruptura (LIBS)

3.1 Espectroscopia y principales técnicas espectroscopicas

La espectroscopia, en términos generales, es considerada la disciplina de la ciencia que estudia
lainteraccidn entre la radiacidon electromagnética y la materia. Los fendmenos de interés de esta
técnica son la absorcion, transmisién, reflexién o dispersidon de la radiacion que incide en el
material de estudio. Los datos tomados por un espectrometro suelen representarse por un
espectro, es decir, una grafica de la respuesta de interés en funcion de la longitud de onda o Ia
frecuencia [14].

Ca 1(300.69nm)

Intensidad (u.a.)

&= Mg1(285.21nm)

Longitud de onda [nm]

Figura 9.- Ejemplo de espectros de emision tomados mediante la técnica de espectroscopia LIBS [15]

Las principales técnicas espectroscépicas son:

- Espectroscopia de emisién atdmica: Este procedimiento consiste en llevar a los
electrones que forman parte de la composicién atdmica de un material a estado de
energético superior (estado de excitacidn), mediante la exposicién a una llama, un
plasma o chispa eléctrica. En el retorno del electron de ese estado de excitacion a su
estado electrénico fundamental se produce la emisidn de un fotén a una determinada
longitud de onda caracteristica del atomo. Esta emisidn energética es la que se recoge
mediante el instrumento de medida adecuado (espectrometro) generando un espectro
de lineas en el que se encuentra la informacidn buscada (ver espectro de ejemplo de la

Figura 9) [14].

- Espectroscopia de absorcidn atdmica: En este caso, se trata de tener una muestra con
sus atomos en estado gaseoso para hacer pasar luz (fuente de radiacién conocida) a
través de ella. Esta luz sera absorbida por los atomos excitados de la muestra,
provocando una disminucion de la intensidad para las longitudes de onda caracteristicas
de dicho dtomo [14]. Se suele utilizar para determinar la concentracién de un elemento
metdlico en una muestra.
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- Espectroscopia infrarroja: Esta técnica estudia la interaccién de la luz con moléculas que
absorben dicha radiacién. En este tipo de espectroscopia se utiliza radiacion IR. La
informacidn que se obtiene es de tipo estructural ya que la frecuencia de vibraciones de
los enlaces de la muestra corresponde con la frecuencia de la radiacidon emitida. Los
enlaces susceptibles de absorber la radiacidn IR son aquellos en los que se produce un
cambio en el dipolo de la molécula [14].

- Espectroscopia Raman: Esta técnica también nos proporciona informacidn estructural
de la muestra. Cuando se expone el material a estudiar a una fuente de luz potente
(laser), el 0.001% de la radiacion es dispersada por moléculas a longitudes de ondas
diferentes a la radiacién incidente [14]. En este tipo de espectroscopia la radiacién
provocada se puede observar en la regidn visible y en la infrarroja del espectro
electromagnético.

En general, el instrumento que para producir lineas espectrales y poder medir sus longitudes de
onda e intensidades se llama espectrémetro. En la figura 10 podemos ver un ejemplo de la
estructura mds bdsica de este instrumento. Un espectrometro basico consta de tres
componentes esenciales, los cuales son: Colimador, un elemento de difraccion y un telescopio.

COLUMATOR
suT COLLIMATOR

\ o
\4] A / — - NGLE OF
vt N&EG—p—+ e e ki

GREEN LIGHT

e El.
ARALLEL BEAM DIFERACTION GRATING
(OR PRISWY

Figura 10.- Ejemplo estructura bdsica espectrometro [16]

El colimador es un dispositivo colocado entre la fuente de radiacion y el objeto a iluminar para
delimitar correctamente la superficie iluminada, el rayo de luz proveniente de este
componente incide sobre la rejilla, la cual provoca su difraccion y los maximos de interferencia
llegan a la lente o telescopio formando un patrén de interferencia simétrico, del cual, variando
la posicidn angular del telescopio se puede obtener el espectro completo [16].

AVaNTES

Figura 11.- Ejemplo espectrémetro comercial (AvaSpec-ULS2048CL-EVO)
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3.2 LIBS (Laser Induced Breakdown Spectroscopy)

La espectroscopia de ruptura inducida por laser (LIBS) es un tipo de espectroscopia de emision
atémica en la que la fuente de excitacion empleada son laseres pulsados de gran intensidad. El
funcionamiento basico consiste en incidir con el laser en la muestra, hasta que se supere su
umbral de ruptura y se produzca la emisién de plasma. Tras esto, un sistema de captura recoge
la luz emitida por el plasma generado y lo transmite al espectrémetro donde se representa la
sefal espectral.

En la figura 12 podemos ver un ejemplo de sistema experimental tipico para LIBS. Se precisa de
un laser de alta energia que emita pulsos de corta duracidn (tipicamente de femtosegundos a
microsegundos), una lente de enfoque, la éptica necesaria para la recoleccién de la radiacion
emitida, un espectrometro. Los laseres mds utilizados son los que trabajan en la escala de
nanosegundos, por ejemplo, el tipo Nd:YAG con Q-switching, que presentan su frecuencia
fundamental correspondiente a 1064 nm, aunque también se usan laseres en la escala de
microsegundos, como el laser CO2 a 10.6 um [17]. Los pulsos laser se enfocan sobre la muestra
en estudio para la formacion del plasma. Esto se suele hacer a través de una lente convergente
con una determinada distancia focal apropiada para que se realice el enfoque correctamente.
La recoleccion de la luz generada por plasma se realiza mediante un cable de fibra dptica
colocado cerca del este y pudiéndose usar otra lente o sistema de lentes para optimizar la
recogida de datos (situdndolas con un cierto angulo respecto al haz de radiacién) [18]. La luz
viaja a través de la fibra dptica hacia un espectrometro para la medicién de sus longitudes de
onda e intensidades. La sefial espectral, compuesta por los picos de emision de los elementos
atémicos presentes en la muestra en estudio, suele ser bastante ruidosa y puede presentar gran
variabilidad entre muestras consecutivas. Para reducir este problema, se utilizan diversas
técnicas de tratamiento de sefial propuestas [19] y también, es usual, realizar un muestreo de
multiples pulsos laser en cada punto espacial de la muestra, ademas de utilizar detectores CDD
(carga acoplada de dos dimensiones) o ICDD (carga acoplada de dos dimensiones intensificada),
los cuales permiten obtener imagenes ultrarrapidas dados sus cortos tiempos de obturacién y
una mayor amplificacién de la imagen para bajos niveles de luz [20].

Atenuador Expanser de haz Diviser de haz
b
AN

\ | A

w by QOO N

o

&~
Fibra optica
! Muestra

;. Oscdoscopio cCcD Espectrometra

Figura 12.- Esquema sistema experimental tipico LIBS [17]
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3.2.1 Ventajas de la técnica LIBS

La técnica LIBS se caracteriza principalmente por su simplicidad, ya que, en términos generales,
los componentes instrumentales necesarios son un laser pulsado con la suficiente energia, la
lente de focalizacidn y un sistema de coleccién y analisis de la emisién dptica. Ademads, es posible
analizar o caracterizar quimicamente cualquier sustancia sin importar el estado del material a
estudiar, es decir, se puede aplicar a elementos sélidos, liquidos o gaseosos [17]. Esto le otorga
al método un caracter universal a la hora de realizar medidas y lo sitia por delante de otras
técnicas en cuanto a facilidad de uso, portabilidad y preparacion previa de las muestras.

En cuanto a las técnicas de andlisis quimico alternativas a LIBS, las técnicas mds utilizadas
actualmente como la espectroscopia de emisién por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
OES) o la espectrometria de masas de relacion isotdpica (IRMS) ofrecen buenos resultados en
cuanto a precision y estabilidad, pero requieren de procesos largos y laboriosos para la toma y
preparacion de las muestras [15]. En este sentido, LIBS supone una gran ventaja respecto a estas
técnicas, debido a que requiere poca o nula preparacién de la muestra, permite realizar las
medidas in-situ y, pese a poder considerarse una técnica destructiva, el método LIBS es
minimamente invasivo, ya que la ablacién se produce en la estrecha zona de interaccién del
pulso laser con la superficie de la muestra generando tipicamente crateres del orden de micras
[17].

3.2.2 Toma de muestras y montaje experimental de LIBS para el presente trabajo

Debido a las grandes ventajas que aporta la técnica LIBS a la hora de analizar quimicamente una
muestra o sustancia, el conjunto de datos usados para la elaboracién de este trabajo ha sido
tomado mediante el uso de este método.

Las muestras escogidas para los anadlisis son secciones de cinco lapas distintas de la especie
Patella vulgata, de la cual, los ratios de Mg/Ca se han extraido a lo largo de las lineas de
crecimiento del molusco. La figura 13 muestra un ejemplo de las lineas de medida en otra
especie de molusco.
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Figura 13.- Ejemplo de lineas de medida para la toma de muestras en la especie Patella depressa [13].
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La configuracién de LIBS escogida para la realizacidn de las medidas la podemos observar en la
figura 14.

Camera

Optical fiber

CCD |[Spectrometer

Nd:YAG
Nd:YAG mirrol @ 1064 nm

Focusing lens f =75 mm
Plasma capturing lenﬁ + 2
Limpet section

e Computer YZ stage

Figura 14.- Montaje experimental LIBS para la toma de muestras [21].

El montaje experimental consta de un laser comercial de tipo pulsado Nd:YAG (Lotis LS-2134D)
a 1064 nm, con un ritmo de repeticién de 10 Hz y con una energia de 35 mJ por pulso. El retardo
de captura y el intervalo entre pulsos se situé en 5000 ns y 500 ns respectivamente. El
instrumento de medida es un espectrometro con 8 canales para fibra dptica (Avantes ULS2048-
USB2-RM) [21].

Las medidas obtenidas mediante esta instrumentacion son distintos valores de la proporcion de
Mg/Ca en el carbonato cdlcico de la concha del molusco. Estos valores son los que se
introduciran en el software Matlab para poder implementar un programa que nos permita
realizar el estudio y andlisis de la estimacidn de estacidn de captura de las lapas.
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4. Método de analisis propuesto

4.1 Preparacion de las muestras

Como se ha mencionado anteriormente, se van a analizar cinco ejemplares distintos de la
especie Patella vulgata. Pese a que la técnica con la que se van a realizar las medidas (LIBS) no
requiere practicamente de preparacion de la muestra, si que son necesarios unos pequefios
pasos a seguir antes de la medicidn, con el fin de obtener los resultados mas fiables y precisos
posibles.

Es necesario recubrir de resina la zona de la lapa por donde se va a realizar el corte para evitar
que la concha se despedace y quede inservible para la toma de medidas.

En la figura 15 vemos una fotografia de la muestra con la resina y seccionada, puesta al
microscopio para retirar la resina correctamente sin dafiar la estructura de la lapa.

Figura 15.- Muestra del corte de un ejemplar de Patella vulgata con resina
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Una vez realizado el corte, es necesario retirar la resina colocada anteriormente para que no
interfiera en los datos que se van a obtener (quitamos mas o menos resina en funcion de la zona
de interés). En las figuras 16 y 17 podemos ver la muestra con la resina retirada mediante un
cuter convencional.

¢ / A 4 VA LB A i L
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Figura 16.- Muestra de Patella vulgata con la resina quitada en la zona de interés

et S = l II I

Figura 17.- Otra vista del ejemplar utilizado con la resina retirada
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4.2 Realizacién de las medidas

Ya retirada la resina de la zona de interés de la muestra, se procede a la concha de la lapa a
analizar en el sistema LIBS para la toma de medidas. Toda la instrumentacién necesaria se
encuentra en el laboratorio de [+D del Grupo de Ingenieria Fotdnica de la Universidad de
Cantabria. En la figura 18 vemos una fotografia de la configuracion de LIBS para este trabajo.

Figura 18.- Sistema LIBS del laboratorio de ingenieria fotonica de la Universidad de Cantabria

Un ultimo detalle antes de colocar la muestra y poner a funcionar el sistema, es cubrir con un
material negro las zonas de la lapa que no interesan para el estudio. De esta manera, el software
encargado de controlar todo el proceso detecta esa zona mas oscura y no toma la medida, ya
que recoger datos de capas o zonas del molusco distintas del drea en el que estamos realizando
el estudio podrian derivar en problemas de mas variabilidad y obtencidn resultados menos
precisos, al margen de alargar innecesariamente el proceso de medida, ya largo de por si. La
figura 19 muestra el material utilizado, en este caso plastilina negra.
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Figura 19.- Muestra con material negro preparada para la toma de medidas con LIBS

Tras esto, se comienza con el proceso de medida, el laser del sistema LIBS incide en la muestra
y los datos son recogidos por el ordenador del laboratorio. El posterior uso de estas medidas en
el presente trabajo serd utilizar estos datos almacenados, en forma de matrices numéricas, para
introducir los ficheros correspondientes al programa desarrollado.

A partir de las medidas, en préximos apartados podremos ver como se generaran mapas 2D de
la superficie de interés de la muestra y se trazaran trayectorias que permitan ver la evolucion de
los ratios Mg/Ca a lo largo de la superficie de la concha para poder confirmar la correcta
estimacion de la estacidn de captura de los moluscos.
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4.3 Desarrollo de un programa para la estimacién de la estacién de captura

Una vez realizadas las medidas de todos los ejemplares de interés, es necesario realizar un
programa que nos permita interpretar estas medidas y que nos permita poder realizar una
correcta estimacion de la estacion de captura de estos moluscos.

El entorno elegido para realizar el programa es el software Matlab, entorno muy utilizado en
universidades y centros de investigacion y desarrollo debido a su alto numero de prestaciones a
la hora de analizar datos, desarrollar algoritmos, crear modelos matematicos, entre otras
muchas funciones.

La idea principal del programa es generar mapas 2D, a partir de los datos obtenidos mediante
las medidas del sistema LIBS, del ratio de concentracién de Mg/Ca de la seccidn de lapa
correspondiente en cada caso. Una vez dibujados estos mapas, se representaran distintas
trayectorias a lo largo de las lineas de crecimiento de la concha para ver la variacién temporal
de los datos medidos, es decir, lo que ha cambiado la concentracion de Mg/Ca a lo largo del
periodo de vida del molusco hasta el momento de su recogida. Estas trayectorias las
seleccionara el usuario de varias formas posibles en funcién de las medidas que quiera realizar.

4.3.1 Algoritmo DDA

El programa desarrollado para el trazado de distintas trayectorias a lo largo de los mapas 2D de
las lapas, se basa en distintas formas de aplicar el llamado algoritmo DDA (Digital Differential
Analyzer). Este es uno de los varios algoritmos de generaciones de lineas, existentes para el
trazado de trayectorias en medios digitales.

Se basa en el calculo de los incrementos de las coordenadas X o Y seguin corresponda. Determina
los valores enteros correspondientes mas proximos a la trayectoria de la linea para la otra
coordenada [22].

Aunque su eficiencia puede ser peor o mas lenta que otros algoritmos, su desempefio para este
trabajo es mas que suficiente para el objetivo propuesto. El pseudo cédigo del algoritmo DDA
seria el siguiente:

Leer Coordenadas P1(Xinicial, Yinicial)

Leer Coordenadas P2(Xfinal,Yfinal)

Asignar a DeltaX la diferencia de Xfinal — Xinicial
Asignar a DeltaY la diferencia de Yfinal — Yinicial

Si ABS( DeltaX) > ABS(DeltaY)
Asignar a Pasos el ABS(DeltaX)
De lo contrario

Asignar a Pasos el ABS(DeltaY)

Asignar a Xincremento el resultado de DeltaX / Pasos
Asignar a Yincremento el resultado de DeltaY / Pasos
Asignar a X el valor de Xinicial

Asignar a Y el valor de Yinicial

Pintar pixel en coordenada X,Y

Desde k=1 hasta Pasos
Asignar a X la suma de X + Xincremento

Asignar a Y la suma de Y + Yincremento

Pintar pixel en Coodenada X,Y
Fin de Algoritmo(DDA)
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4.3.2 Desarrollo del programa en Matlab

El programa comienza cargando la matriz de datos obtenida a partir de las medidas en el
laboratorio para cada ejemplar. A partir de ahi se pregunta al usuario que método de medida
desea emplear. El método 1 consiste en el trazado de una sola trayectoria, la cual, puede ser
definida mediante coordenadas espaciales o mediante el uso del propio ratéon sobre el mapa 2D
de la muestra. El método 2 permite el trazado simultaneo de varias trayectorias y la visualizacién
de los resultados para cada una de ellas en una misma figura.

%% Representacidén mapa 2D ratio de Mg/Ca - Octubre 20806

close 211
clear 211

#Cargo matriz de datos
load( 'output.mat’);

#Seleccidn de método de toma de puntos de la trayectoria
Metodo = input( ' :Qué método de medida quieres usar, una trayectoria [1] o wvarias simultdneas [2]? ');

if (Metodo == 1)

#Datos

R = ratio_to_export;

% ejex = ejeParaml;

% ejey = ejeParamZ;

Npuntos = input( Introduce el numero de puntos de la trayectoria: '); %Por defecto 1@ puntos

modo = input(’¢Como quieres definir los puntos de la trayectoria, por teclado [T] o ratdn [R]? ','s’);

Centrandonos en el primer método de toma de medidas, el programa preguntard al usuario el
numero de puntos por los que pasara la trayectoria y cdmo quiere definir estos mismos. Si se
selecciona entrada por teclado, se deberdn especificar las coordenadas de los puntos por los
que se quiere que pase el trazado.

Command Window

;Qué método de medida guieres usar, una trayectoria [1] o varias simultaneas [2]2 1
Introduce el numero de puntos de la trayectoria: 4

;Cémo guieres definir los puntos de la trayectoria, por teclado [T] o ratén [R]? T
Introduce la coordenada x(n): 10

(
Introduce la coordenada y(n) 10
Introduce la coordenada x(n) 20
Introduce la coordenada y(n): 20
Introduce la coordenada x(n): 30
Introduce la coordenada yi(n): 30
Introduce la coordenada x(n) 40
Introduce la coordenada v(n) 410
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Tras esto, se procede a la representacion de los datos, para la cual, se ha empleado la instruccién
image, que se encarga de transformar los datos numéricos en una imagen. Estos datos,
provenientes de un vector o de una matriz, especifican el color de cada pixel de la imagen que

se dibuja.

%% Representacidn matriz de datos en un mapa de calor

figure(l)

image(R", 'CDataMapping', "scaled');

set(gca, 'YDir', 'normal’};

caxis([@ 4@]);

title( 'Ratio Mg/Ca - Lapa Octubre 28056');
xlabel( posk');

ylabel( posY');

¢ = colorbar;

€.Label.String = 'Grado de concentracidén Mg/Ca’,
hold on

Utilizando el procedimiento anterior, con las coordenadas especificadas
siguiente trayectoria:

se obtendria la

4\ Figure 1 — O

File Edit View Insert Tools Desktop Window Help

Dede (@08 KE

Ratio Mg/Ca - Lapa Octubre 2006

Grado de concentracion Mg/Ca

20 40 60 80 100
Pixel info: (X, Y) Intensity X
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En el caso de que el usuario prefiriese especificar las coordenadas mediante el uso del ratén el
programa mostraria directamente el mapa 2D para, sobre este, seleccionar la trayectoria

deseada:

- Figure 1 -

File Edit View Insert Tools Desktop Window Help

Nede | a0a rE

Ratio Mg/Ca - Lapa Octubr.2, {=| "] & C 1}
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Grado de concentracion Mg/Ca

- Figure 1 —
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Pixel info: (X, Y) Intensity X

Grado de concentracion Mg/Ca
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Como se ha detallado anteriormente, este trazado de trayectorias se realiza mediante la
aplicacién del algoritmo DDA, su implementacién en Matlab para este trabajo se ha realizado de
la siguiente forma:

%% Implementacidn Algoritmo DDA para trazado de trayectorias
for k = 1:Npuntos-1

dx(k) = x(k+l)-x(k);
dy(k) = y(k+l)-y(k);

if(abs(dx(k))>abs(dy(k)})
paso(k) = abs(dx(k));
else
paso(k) = abs(dy(k));
end

incx(k) = dx(k)/paso(k); #%Dividir paso entre numeroc mayor si se requieren mds puntos
incy(k) = dy(k)/paso(k);
fin(k) = paso(k);

u = zeros(1l,fin(k));
v = zeros(1l,fin(k));
u(l) = x(k); v(1) = y(k);
for i=1:fin(k)

u(i+l) = w(i)+incx(k);
v(i+l) = vi{i)+incy(k);

end
#Represento la trayectoria en el mapa
plot(u,v, 'r*');
impixelinfo;

#0btengo los valores numéricos de cada punto en el mapa
Valores = impixel(R",u,v);
c=genvarname ([ 'V’ ,num2str(k)]);
eval([c, '=Valores']);

end

" n

Los valores espaciales “x” e “y” que se introducen dentro del bucle for, son los pedidos
anteriormente al usuario. Para recoger la informacion de cada pixel por el que pasa la trayectoria
se ha empleado la instruccion impixel, la cual, devuelve los valores numéricos de los pixeles,
especificados por unas coordenadas determinadas.
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El segundo método que se propone en el programa es distinto al anterior. En este caso, el
programa pide especificar al usuario dos puntos por los que quiere que pase su trayectoria y,
tras esto, se le pide especificar varios puntos de fin. A partir de estos datos introducidos el
programa trazard varias trayectorias simultaneas para sacar la evolucién del ratio Mg/Ca de
todas ellas. Este segundo método es mas practico que los anteriores si se quiere observar la
variabilidad entre resultados en funcién del recorrido que siga cada trazado. En el caso de este
trabajo este serd el método utilizado para la obtencién de conclusiones acerca de la estimacién
de captura de las muestras:

;Qué método de medida quieres usar, una trayectoria [1] o varias simulténeas [2]? 2
Selecciona 2 puntos por los gue quieres que pase la trayectoria
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Selecciona 4 puntos de fin
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Para el trazado de las trayectorias en este segundo método propuesto, también se ha aplicado
el algoritmo DDA, pero con ligeras modificaciones para adaptarlo a la funcién requerida en cada

Caso:

%Implementacidn Algoritmo DDA para trazado de trayectorias entre 2 puntos
dx = x(2)-x(1);
dy = y(2)-y(1);

if(abs(dx)»abs(dy))
paso = abs(dx);
else
paso = abs(dy);
end

incx = dx/paso;
incy dy/paso;

u(1) = x(1); v(1) = y(1);
for i=1:paso

u(i+l) = u(i)+inex;
v (i+1) = v(i)+incy;

end

figure(l)

plot(u,v, 'r*');

hold on;

V = impixel(R',u,v);

1 = size(u);
1(2);
xi = u(l); yi = v(1); %puntos iniciales segunda trayectoria

-
]

%Implementacidn algoritmo DDA para el trazado de trayectorias simulténeas
for k = 1l:Ntrayect

dx(k) = wf(k)-xi;
dy(k) = yf(k)-yi;

if(abs(dx(k))»abs(dy(k)))
paso(k) = abs(dx(k));
else
paso(k) = abs(dy(k));
end

incx(k) = dx(k)/paso(k);
incy(k) = dy(k)/paso(k);

up(1) = xi; wp(l) = yi;
for i=1l:paso(k)

up(i+1l) = up(i)+incx(k);
vp (i+1) = wp(i)+incy(k);

end

plot(up,vp, 'r*');

#0btengo los valores numéricos de cada punto en el mapa
Valores = impixel(R',up,vp);
c=genvarname([ 'V ,num2str(k)]);

eval([c, "=Valores']);

end
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Una vez realizadas las trayectorias por el método deseado, el programa muestra en pantalla las
graficas correspondientes para, posteriormente, realizar la interpretacion de los resultados
obtenidos. En la siguiente imagen se puede observar un ejemplo de los resultados que se
obtendrian para el caso de utilizar el segundo método propuesto en el programa.
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Figura 20.- Ejemplo resultados obtenidos con el programa desarrollado

A partir de estos resultados y, en funcidn de la estacién de captura de las muestras que se van a
analizar, en los siguientes apartados del trabajo se estudiara si tiene sentido o no la estimacion
de la estacion de captura en funcion de la relacion Mg/Ca en la concha del molusco para poder
acercarnos a encontrar una solucion a la problematica de estas relaciones elementales como

buenos indicadores paleoclimaticos.
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4.4 Resultados obtenidos

Para la obtencidn de resultados y su posterior andlisis, se van a estudiar cinco ejemplares
distintos de la especie Patella vulgata. El procedimiento para esta obtencion de conclusiones es
el mencionado anteriormente, cada muestra de lapa se introduce en el sistema LIBS para la
obtencién de los ratios elementales Mg/Ca a lo largo de la superficie de interés. Estas medidas
se almacenan en forma de ficheros los cuales se introducen en el programa desarrollado para
poder observar los cambios en la variacion de estos valores a lo largo de la muestra.

A la hora de realizar el estudio sobre los mapas 2D hay que tener cuidado cuando se escogen los
puntos para el trazado de trayectorias. La resina usada para no dafiar la muestra al realizarla el
corte no siempre es removida totalmente, por lo que en la representaciéon de los datos se
observan zonas de color amarillo que indican que se trata de una zona con un nivel muy alto de
Mg/Ca y en la que participan mas elementos. Estas zonas no sirven para realizar los andlisis ya
que estropean los resultados al introducir medidas que no son representativas del verdadero
nivel de los ratios elementales en las muestras.
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Figura 21.- Resina en la muestra analizada con LIBS
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Esta resina usada contiene Silicio ademas de poder contener Magnesio y Calcio entre otros
elementos de su composicién, por lo que, al realizar las medidas con LIBS, el espectrémetro
recoge mas lineas de emision de lo que deberia y, ademads, de distintos elementos. En las figuras
22 y 23 podemos ver los distintos espectros en funcion de si se recogen datos con la resina

retirada correctamente o con la resina interfiriendo en la correcta toma de medidas.
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Figura 22.- Espectro tomado con LIBS con resina
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Teniendo en cuenta estos factores que pueden empobrecer los resultados obtenidos a partir de
las medidas de LIBS, el método que se ha usado para analizar la evolucién en los elementos de
las lapas es el segundo, mediante el cual se pueden trazar varias trayectorias simultdaneamente.
Para el tema de estudio de este trabajo es el método mas rapido y eficiente ya que nos permite
realizar la comparacién visual de cada una de las distintas trayectorias que se seleccionen, en
lugar de ir una a una como se realizaria en los demds procedimientos que el programa permite
elegir al usuario.

Para cada muestra se realizaron mas de una medida con LIBS con el fin de poder obtener los
datos mds precisos posibles antes de introducirlos en el programa de trazado de trayectorias. El
procedimiento a la hora de marcar los puntos que van a seguir las trayectorias es intentar
comenzar desde el punto mds cercano al apice de la concha e ir avanzando hacia distintas zonas
del borde. En el borde es donde mas heterogeneidad podriamos encontrar en los resultados ya
que puede contener trazas de otros elementos que no interesan al estudio.

La primera muestra que se va a analizar es una lapa cuya estacién de captura fue en Mayo de
2006. La figura 24 muestra las distintas trayectorias escogidas para la interpretacién de
resultados:
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Figura 24.- Trayectorias escogidas en la muestra de Mayo 2006
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Los resultados obtenidos para las trayectorias elegidas son los siguientes:
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Figura 25.- Resultados obtenidos a partir de la muestra de Mayo 2006

A partir de estos resultados, podemos observar como las cuatro trayectorias elegidas nos indican
un descenso de los niveles de Mg/Ca a medida que nos acercamos al borde de la lapa. Este
descenso puede corresponder con los meses de invierno y, por lo tanto, la bajada de la TSM en
el lugar en el que se desarrollé la vida del molusco. Se deberia de apreciar un ligero aumento
del ratio Mg/Ca a medida que avanzamos hacia el borde como consecuencia del aumento de
temperaturas propio de las estaciones posteriores a invierno. Este aumento lo podemos
observar en los ultimos tramos de las gréficas, sin embargo, es un aumento demasiado brusco y
es mas probable que se deba a la participacion de otros elementos en las medidas, como puede
ser el caso de resina mal retirada de la muestra. En este ejemplar en concreto, considero que, si
quisiéramos emplear este método como un indicador climatico o como estimador de la estacion
de captura del animal, podriamos afirmar que el molusco fue capturado tras los meses de
invierno, en una época de ascenso de temperaturas, por lo que se podria valorar correctamente
que la concha fue recogida en los meses de primavera.
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La siguiente muestra que se va a estudiar es otra lapa del afio 2006, pero en este caso con
estacion de captura en Octubre. Los resultados que podriamos esperar de este ejemplar seria
una bajada de niveles de Mg/Ca a medida que nos acercamos al borde de la concha ya que la

TSM deberia de descender respecto a los meses de verano.

En la figuras 26 y 27 se nos muestra las trayectorias realizadas y los resultados obtenidos

respectivamente.
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Figura 26.- Trayectorias escogidas en la muestra de Octubre 2006
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Figura 27.- Resultados obtenidos a partir de la muestra de Octubre 2006

A partir de las graficas obtenidas podemos sacar varias conclusiones. Efectivamente se aprecia
un descenso de Mg/Ca a medida que nos acercamos al borde, esto estaria en concordancia con
lo que deberiamos de esperar viniendo de los meses de verano. Por otra parte, también vemos
un ligero aumento de los niveles elementales al final de las graficas, esto en principio nos
indicaria un ascenso de temperaturas, esto podria ser causado, efectivamente, por un ascenso
en la TSM por razones puramente meteoroldgicas o quizdas, como se ha explicado
anteriormente, se pueda deber a la incorporacidn de otros elementos en el borde de la muestra
que hacen que las medidas sean algo mas erraticas. En cualquier caso, nos podria servir para
realizar una estimacion de la estacion de captura, asociandola a los meses de otofio/invierno
debido a ese descenso del ratio Mg/Ca. En este caso, las graficas que nos podrian aportar una
solucidn mas precisa a la hora de intentar deducir la estacién en la que se recogid el molusco
serian la 1y la 2, ya que son en las que observamos de manera mas evidente ese descenso de
temperaturas tras un ascenso previo correspondiente a meses mds calurosos.
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La siguiente muestra se trata de un ejemplar capturado en Agosto de 2012. En este caso
podemos apreciar que no existe resina en los bordes de la concha, por lo que el efecto de los
bordes amarillos ha desaparecido casi totalmente.

En las figuras 28 y 29 tenemos nuevamente las trayectorias elegidas y las graficas resultantes.
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Figura 28.- Trayectorias escogidas en la muestra de Agosto 2012

En este caso el mapa no nos muestra con tanta nitidez la forma del borde de la concha que se
esta midiendo, la superficie es mas irregular y esto nos puede perjudicar, en cierto modo, a la
hora de interpretar las medidas. Al ser una muestra recogida en Agosto, las graficas resultantes
deberian de indicarnos un ascenso de temperaturas que demuestren la llegada del verano y, por
lo tanto, el incremento de la TSM.
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Figura 29.- Resultados obtenidos a partir de la muestra de Agosto 2012

En principio, los resultados si que nos indicarian un ascenso de los valores a medida que nos
acercamos al borde de la muestra. Las graficas 1 y 3 nos podrian servir para estimar la estacion
de captura del molusco, ya que, a pesar de ser las mas ruidosas hasta ahora, nos muestran el
ascenso correspondiente a los meses de verano. No obstante, las trayectorias 2 y 4 nos ofrecen
resultados contradictorios. En estas graficas vemos que los ratios Mg/Ca sufren un ligero
ascenso para terminar con un descenso en la parte final lo que nos daria a entender que el
ejemplar se recogid en un periodo de descenso de temperaturas. Al igual que el caso anterior,
estas diferencias se pueden deber tanto a un cambio real en la temperatura del mar debido a
las condiciones climaticas del momento o a elementos que pueden estropear nuestras medidas
dentro de la composicidn de la concha del molusco. En cualquier caso, también considero que
se podria hacer una correcta valoracion de la estacién en la que se recogié la muestra, ya que,
el ascenso de los valores nos indica que se recogio en meses de temperaturas altas.
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Continuamos con la siguiente medida, los datos que se van a introducir al programa provienen
de una muestra cuya estacion de captura fue en Febrero. En las siguientes figuras podemos
observar el ejemplar utilizado, las trayectorias escogidas y las graficas que se han obtenido.

Figura 30.- Ejemplar de Patella vulgata utilizado, con estacion de captura en Febrero
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Figura 31.- Trayectorias escogidas en la muestra de Febrero
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Como se puede ver en la figura 31, en esta muestra volvemos a encontrarnos el problema de las
zonas amarillas debido al mal retiro de la resina. Ademas, hay varios pixeles en la imagen que
nos pueden dar lugar a saltos en las graficas debido a que no hay datos de medidas en ellos, esto
lo debemos de tener en cuenta a la hora de analizar los resultados.
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Figura 32.- Resultados obtenidos a partir de la muestra de Febrero (LAN-178)

Tratando de interpretar los resultados para poder afirmar una correcta estimacién de la estacién
de captura, nos encontramos con la muestra mas dispar a las conclusiones que podriamos
esperar de un ejemplar con fecha de captura en Febrero. Podemos ver un aumento brusco de
los niveles de Mg/Ca al comienzo de las gréficas lo que nos indicaria un ascenso de la TSM, sin
embargo, este ascenso puede que sea debido a que la primera parte de la trayectoria estd
recogiendo datos practicamente fuera de la lapa o en una zona no relevante para las medidas.
Ademas, siguiendo la evolucién de los ratios elementales, vemos medidas bastante ruidosas y
sin una tendencia clara. A partir del analisis de las graficas podemos sacar como conclusion que
este ejemplar fue capturado tras meses de ascenso de temperaturas, lo que podria indicar que
se capturd en otofio. Pero no podemos confirmar que nos proporciona una buena estimacion

de la estacién de captura ya que no vemos claramente ese descenso de temperaturas que
caracterizan a los meses de invierno. Estos resultados puede que no sean los esperados debido
a la resina restante en la muestra y a las zonas que se han quedado sin datos numéricos en la
representacion 2D de las medidas.
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El dltimo ejemplar que se va a analizar se trata de una lapa con estacion de captura en Febrero,
como era el caso del anterior ejemplar analizado. En esta muestra vamos a analizar tanto la
mitad derecha como la mitad izquierda para comparar mejor los resultados que se van a
obtener.

En las siguientes figuras observamos nuevamente imagenes de los ejemplares utilizados, asi
como las trayectorias escogidas y los resultados sacados a partir del programa.

Comenzamos con el borde largo de la mitad izquierda de la muestra:

Figura 33.- Ejemplar de Patella vulgata utilizado, con estacion de captura en Febrero (Borde largo Izquierdo)
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Figura 34.- Trayectorias escogidas en la muestra de Febrero (LAN-177)
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Figura 35.- Resultados obtenidos a partir de la muestra de Febrero (LAN-177)

Del andlisis de estas graficas obtenidas, se puede apreciar un descenso de los valores a medida
gue nos acercamos al borde de la muestra. Este descenso nos podria confirmar que la lapa fue
recogida en unos meses en los que se produjo una bajada de temperaturas, lo que nos permitiria
confirmar una buena estimacion de la estacidon de captura del molusco. Si miramos las graficas
desde el primer punto de medida, observamos que los valores suben, lo que se podria
corresponder con los meses previos a otofio/invierno. En este caso los resultados si que nos
podrian servir como un buen indicador de la TSM, pese a que seguimos obteniendo algo de
variabilidad entre los distintos puntos de medida, es clara la tendencia de las cuatro trayectorias
escogidas a descender cuando se acercan al borde de la concha. Como se puede ver en la
representacién 2D de la muestra, también tenemos zonas amarillas cerca del borde, debido a la
resina utilizada, lo que podria indicarnos un incremento en los ratios y estropear las medidas y
posteriores conclusiones. Afortunadamente, en este caso, apenas interfiere en la interpretacion
de las gréficas, ya que, si bien es cierto que se puede apreciar un ligero aumento al final de las
graficas, considero que no afecta demasiado a las conclusiones.
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Continuamos con el borde largo de la mitad derecha de la muestra de Febrero:

Figura 36.- Ejemplar de Patella vulgata utilizado, con estacion de captura en Febrero (Borde largo derecho)
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Figura 37.- Trayectorias escogidas en la muestra de Febrero (LAN-177)
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Figura 38.- Resultados obtenidos a partir de la muestra de Febrero (LAN-177)

Las conclusiones acerca de estos resultados son bastante similares al caso anterior. Volvemos a
ver ese descenso de los ratios Mg/Ca a medida que nos acercamos al borde de la muestra,
aunque, en este caso, el descenso de los niveles elementales en la concha es mas acusado.
Analizando las graficas, vemos un ascenso de temperaturas que podemos asociar a los meses
calurosos de verano y a partir de ahi comienzan a bajar. Nuevamente podriamos definir estos
resultados como buenas estimaciones de la estacion de captura, ya que podemos sacar, a modo
de conclusidn, que el molusco fue extraido en el momento en que los ratios son practicamente
minimos y lo que nos da una correcta indicacion de que la muestra fue recogida en meses de

invierno.
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5. Conclusiones y lineas futuras

Como se ha podido ver en los resultados obtenidos, con la mayoria de las muestras analizadas
se han obtenido resultados relativamente optimistas en cuanto a la utilizacion de las lapas como
instrumento indicativo de la temperatura. En las conchas analizadas, pese a que las graficas nos
mostraban una variabilidad a considerar entre los distintos puntos de medida, la mayoria de los
analisis se han podido concluir en concordancia con lo que se podria esperar, con un descenso
de los niveles de Mg/Ca, incorporados al carbonato calcico del que estan compuestas las
conchas de los moluscos, cuando la muestra se recogié en meses en los que la TSM es esperable
gue sea baja y con su respectivo aumento cuando la muestra fue recogida en meses en los que
las temperaturas eran mayores. Ademas, si tenemos en cuenta el método empleado para el
estudio de estas relaciones elementales, nos encontramos con un sistema el cual permite
realizar las medidas con una serie de mejoras respecto a otros sistema de medida. El uso de LIBS
nos permite obtener muchos mas resultados de una precision considerable y empleando
bastante menos tiempo que si empledsemos otras técnicas de espectroscopia actuales.

Con el presente trabajo creo que se ha podido evidenciar el potencial que tiene el estudio de las
relaciones elementales incorporadas a las conchas en su crecimiento y, pese a seguir obteniendo
resultados con medidas erraticas en relacidon a lo que se pretende o se espera observar, sabemos
qgue muchos de estos analisis estan influenciados por factores externos que empobrecen las
medidas y que, seguramente, a medida que avancen los estudios en este campo se conseguiran
ir mitigando hasta lograr obtener conclusiones mas fiables y con una mayor precisiéon de
resultados.

El efecto de la variabilidad entre las graficas obtenidas se podria tratar de atenuar mediante el
promediado de los resultados obtenidos para cada trayectoria definida. Por ejemplo, tomando
como base la muestra de Octubre 2006 se obtendrian los siguientes resultados:
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Figura 39.- Promedio de las cuatro grdficas resultantes tras el trazado de trayectorias individuales

Haciendo este promedio de las cuatro graficas podemos obtener un resultado estadisticamente
mas relevante de lo que podriamos esperar conseguir con cada trayectoria individual. La Unica
desventaja de trabajar con la media de las cuatro graficas es que, al ser trayectorias de longitud
variable, hay datos que se perderian. Aunque el propdsito de realizar un programa que permita
trazar varias trayectorias simultdneamente es poder ver visualmente las diferencias entre cada
trayectoria y comparar cada resultado para sacar las conclusiones apropiadas, esto nos podria
resultar Gtil para tener una vision general de la variacion de Mg/Ca a lo largo de la muestra.

En cuanto a las posibles mejoras que se podrian realizar al programa, lo ideal a |la hora de realizar
las medidas seria que las trayectorias hacia el borde de la muestra fueran curvas para tratar de
seguir de manera mas natural las lineas de crecimiento de la concha del molusco. Estas curvas
se podrian implementar a modo de “splines” definiendo, mediante polinomios, la trayectoria
deseada. Por otra parte, el programa esta desarrollado de tal manera que, en el segundo método
propuesto, es necesario definir los puntos finales de las trayectorias desde la parte inferior de
la concha en direccidn a la parte superior, si se hace de otra forma puede derivar en gréficas con

resultados erraticos. No es un gran problema, pero si que mejoraria la experiencia del usuario
al utilizar el programa.
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Anexo: Cédigo completo en Matlab documentado

Representacion mapa 2D ratio de Mg/Ca

close all
clear all

%Cargo matriz de datos
load( output.mat’);

%Seleccion de método de toma de puntos de la trayectoria
Metodo = input('¢Qué métodc de medida quieres usar, una trayectoria [1] o varias simultdneas [2]? ");

if (Metodo == 1)

#Datos

R = ratio_to_export;

% ejex = ejeParaml;

% ejey = ejeParam;

Mpuntos = input( Introduce el nimero de puntos de la trayectoria: '); %Por defecto 18 puntos

modo = input('¢:Cémo quieres definir los puntos de la trayectoria, por teclado [T] o ratén [R]2 ','s");

%Entrada por tecladc de las coordenadas
if (modo == 'T')

for n = l:Npuntos

input('Introduce la coordenada x(n): ');

x(n)
y(n)

input( ' Introduce la coordenada y(n): "});

end
end

Representacion matriz de datos en un mapa de calor

figure(1)

image(R", 'CDataMapping’, "scaled');

set(gca, "YDir', 'normal’);

caxis([@ 48]);

title( 'Ratio Mg/Ca - Lapa Octubre 2006°);
x1label( 'posX');

ylabel('posY');

¢ = colorbar;

c.Label.5String = 'Grado de concentracidn Mg/Ca’;
hold on

%Entrada por raton de las coordenadas
if (modo == 'R")}

[x, y] = getpts
Npuntos = length(x);
x = round(x);

y = round(y);

end
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Implementacion Algoritmo DDA para trazado de trayectorias
for k = 1:Npuntos-1

dx(k) = x(k+1)-x({k);
dy(k) = y(k+l)-y(k);

if(abs(dx(k))>abs(dy(k)))
paso(k) = abs(dx(k));
else
paso(k) = abs(dy(k));
end

incx(k) = dx(k)/paso(k); #%Dividir paso entre numero mayor si se requieren mis puntos

incy(k) = dy(k)/paso(k);
fin(k) = paso(k);

u = zeros(1,fin(k));
v = zeros(1,fin(k));
u(1) = x(k); v(1) = y(k);

for i=1:fin(k)

u(i+l) = w(i)+inex(k);
wv(i+l) = v{i)+incy(k);

end

%Represento la trayectoria en el mapa
plot(u,v, r*");
impixelinfo;

%0btengo los valores numéricos de cada punto en el mapa
Valores = impixel(R',u,v);
c=genvarname([ V' ,num2str(k)]);
eval([c, '=Valores']);

end

%Represento en una grafica los valores recogidos

Valores_Totales = [V1;V2;V3;V4;V5;V6;V7;V8;V9]; %Cambiar en funcidén del nidmero de puntos --> [V1;V2;V3...VNpuntos-1]

figure(2)

plot(Valores_Totales{:,1),'b-");

axis equal;

xlabel('Nimero de medidas');

ylabel( ' Concentracidn Mg/Ca');

title('Grafica del ratic Mg/Ca a lo largo de una trayectoria’);
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elseif (Metodo == 2)

#Datos
R = ratio_to_export;

figure(1)

image(R', CDataMapping’, 'scaled’);

set(gca, 'YDir", "normal’};

caxis([@ 48]);

title( 'Ratic Mg/Ca - Lapa Octubre 2006');
x1label( 'posX');

ylabel( "posY');

c = colorbar;

c.Label.String = "Grado de concentracidn Mg/Ca';
hold on

#Programa para el trazado de trayectorias entre dos puntos
disp(’'Selecciona 2 puntos por los gque quieres que pase la trayectoria’)
[x,y] = getpts;

X = round(x);

¥

round{y);

%Implementacidon Algoritmo DDA para trazado de trayectorias entre 2 puntos
dx = x(2)-x(1);
dy = y(2)-y(1);

if(abs(dx)>abs(dy))
paso = abs(dx);
else
paso = abs(dy);
end

incx = dx/paso;

incy = dy/paso;

u(1) = x(1); v(1) = y(1);
for i=1l:paso

u(i+l) = w(i)+incx;
v (i+1) = v{i)+incy;

end
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figure(l)
plot(u,v, ' r*");

hold on;

V = impixel(R",u,v);

1 = size(u);
1=1(2);
xi = u(l); yi = v(1); %puntos iniciales segunda trayectoria

#Ntrayect = input('Introduce numero de trayectorias: ');
disp( Selecciona 4 puntos de fin');

[xF,yf] = getpts %selecciono los puntos finales

Mtrayect = length(xf);

#Implementacidén algoritmo DDA para el trazado de trayectorias simultaneas
for k = 1l:Ntrayect

dx(k)
dy (k)

*F(k)-xi;
yf(k)-yi;

if(abs(dx(k))>abs(dy(k)))
paso(k) = abs{dx(k)};

else

paso(k) = abs(dy(k));
end
incx(k) = dx(k)/paso(k);

incy(k) = dy(k)/paso(k);

up(1) = xi; vp(l) = yi;
for i=1l:paso(k)

up(i+l) = uvp(i)+incx(k);
vp (i+1) = vp(i)+incy(k);

end
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plot{up,vp, 'r*");

#0btengo los valores numéricos de cada punto en el mapa
Valores = impixel(R',up,vp);

c=genvarname([ 'V',num2str(k)}]);

eval([c, "=Valores']);

end

%Represento todas las trayectorias
Valores Totalesl = [V;V1];
Valores_Totales2 = [V;V2];

Valores Totales3 = [V;V3];
Valores_Totalesd = [V;V4];
impixelinfo;

#Trayectoria promediada

difl = length({Valores_Totalesl):length{Valores_Totalesd);
dif2 = length{Valores Totales2):length{Valores Totalesd);
dif3 = length({Valores_Totales3):length{Valores_Totalesd);

Vtl = [Valores_Totalesl(:,1);zeros(length(difl),1)];
Vt2 = [Valores_Totales2(:,1);zeros(length(dif2),1)];
Vt3 = [Valores_Totales3(:,1);zeros(length(dif3),1)];
Vid = Valores Totalesd;

for p = 1l:length(Valores Totalesl)

Tr_prom{p) = (Vt1l(p,1) + Vt2(p,1) + Vt3(p,1) + Vtd(p,1))./4;

end

-54-



end

#Representacidn en graficas

figure(2)

subplot(2,2,1)

plot(Valores Totales1(:,1));

title('Variacidn niveles de Mg/Ca trayectoria
xlabel{ 'Ndmero de puntos de la trayectoria’);
ylabel('Ratio Mg/Ca');

subplot(2,2,2)

plot(Valores Totales2(:,1));

title('Variacidn niveles de Mg/Ca trayectoria
xlabel{ 'Ndmero de puntos de la trayectoria’);
ylabel('Ratio Mg/Ca');

subplot(2,2,3)

plot(Valores Totales3(:,1));

title('Variacidn niveles de Mg/Ca trayectoria
xlabel{ 'Ndmero de puntos de la trayectoria’);
ylabel('Ratio Mg/Ca');

subplot(2,2,4)

plot(Valores Totales4(:,1));

title('Variacidn niveles de Mg/Ca trayectoria
xlabel{ 'Ndmero de puntos de la trayectoria’);
ylabel('Ratio Mg/Ca');

figure(3)

plot{Tr_prom);

title( 'Promedic de las 4 trayectorias');
xlabel{ 'Ndmero de puntos de la trayectoria’);
ylabel('Ratio Mg/Ca');

1');

2');

3');

4'3;

-55-



