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IL METODO DELLA RACEMIZZAZIONE DELL'ACIDO ASPARTICO

ABSTRACT: BELLUOMINI G., Direct aspartic-acid racemization
dating of hu man fossil bon es from archaeological sites of Central­
Southern It aly (IT ISSN 0084-8948, 1980). A technique has been
recently developed by Jeffrey 1. BADA & alii, which is based on
racemization of amino acids contained in collagen , namely aspartic
acid. This paper describes the first application of this new techni­
que to date some specimens of human and big-mammal faunal
bones from the following archaeological sites of Central-Southern
Italy: Palidoro, Grotta Maritza, Grotta La Punta, Grotta del­
l'Orso, Grotta dei Piccioni, Grotta Polesini, Grotta Paglicci and
Riparo Vado all'Arancio.

Th e method enabled to directly date some important frag
ments of human bone weighing a few grams (Homo Maritza, Ho­
m o Marsicanus, child from the Paglicci buri al, etc .) which it
would have been impossible to radioca rbon date owing to the
considerable amount of bone material that the latter method re­
quires . Ages obtained with this dating technique were generally
in good agreement with carbon-14 ages, the greatest difference
being 18 % and the average one 8 % .

The procedure for extracting aspartic acid from fossil bones as
well as the conditions relative to the synth esis of diastereomeric
dipeptides L-Ieucyl-D-aspartic acid and L-leucyl-L-aspartic acid, ne­
cessarv to measure the D/ L ratio, are described. The procedure
followed to identify the bone specimens which have been exposed
to elevated temperatures is also indic ated . Finally, in some samples
having a carbon-14 age of less then 12,000 years, the influence
of such environmental factors as pH, humidity and leaching on
aspartic acid racemization rate was studied.

RIASSUNTO: BELLUOMINI G., Datazioni dirette di ossa fossili
umane prov enienti da siti archeologici dell'I talia Centro-Meridio­
nale e/fe tt uate con il me todo della racemizzazione dell'acido aspar­
tico (IT ISSN 0084-8948, 1980). Una tecnica per la data zione
di reperti ossei, basat a sulla racemizzazione degli ammino acidi
contenuti nel collagene , con particolare riferimento all'acido aspar­
tico, e stata recentemente messa a punto da J. 1. BADA e collabo­
ratori .

Nel presente lavoro si descrive questa nuova tecnica e la sua
prima applicazione alla data zione di alcuni reperti ossei umani
e di fauna a grandi mammiferi provenienti dai seguenti siti ar­
cheologici dell'I talia Centro-Me ridionale : Palidoro, Grotta Maritza,
Grotta La Punta, Grotta dell'Orso , Grotta dei Piccioni, Grotta
Polesini , Grotta Paglicci e Riparo Vado all'Aranci o.

Con questo metodo e stato possibile datare direttamente al­
cuni importanti frammenti di ossa umane del peso di pochi
grammi (Homo Maritza, H omo Marsicanus, bambino della sepol­
tura Paglicci ecc.) che sarebb e stato impossibile datare con il 14C
a causa della not evole quantita di materiale osseo che quest'ulti­
rno metodo richiede. In generale le eta ottenute sono risultate

in buon accordo con Ie eta 14C; la differenza maggiore e risultata
del 18 %, la differen za media dell '8 % .

Viene descritto il procedimento di estrazione dell 'acido aspar ­
tieo dalle ossa fossili e sono riportate le condizioni relative alla
reazione di sintesi dei dipeptidi diastereoisomeri L-Leu-D-Asp e
L-Leu-L-Asp, necessaria per la misura del rapporto D/1. E indi­
cata la procedura seguita per individuare i reperti ossei che sono
stati esposti ad elevate tempe rature. Infine e stato controllato
l'effetto di fattori ambientali come il pH, I'umidita e la liscivia­
zione sulla velocita di racemizzazione dell'acido aspartico in alcun i
campioni di eta 14C minore di 12000 anni.

INTRODUZIONE

Un nuovo metodo di datazione, basato sulla racemiz­
zazione degli ammino acidi ed applicato con successo prin­
cipalmente nello studio dello ossa fossili (BADA, 1972 b;
BADA, KVENVOLDEN & PETERSON, 1973; BADA & MA­
STERS HELFMAN, 1975; BADA & PROTSCH, 1973; BADA)
SCHROEDER & CARTER, 1974; BADA, SCHROEDER,
PROTSCH & BERGER, 1974; TUREKIAN & BADA, 1972),
e in fase di sperimentazione molto avanzata negli Stati
Uniti ad opera soprattutto di Jeffrey 1. BADA e collabo­
ratori.

Questo metodo presenta un effettivo campo di inda­
gine che va da poche migliaia di anni dal presente fino
a diverse centinaia di migliaia di anni e pUG in tal modo
realizzare un utilissimo aggancio fra Ie eta carbonio 14
e argon-potassio, fornendo un importante strumento cro­
nologico sia nel campo della paleoantropologia che in
quello della geocronologia.

II metodo si basa sullo studio degli ammino acidi che
formano la frazione proteica di tutti gli organismi vi­
venti e che, come e noto, sono principalmente L-enan­
tiomeri prodotti dalla specifica azione stereochimica di
enzimi.

(",) Centro di St udio per la Geocronologia e la G eochimica
delle Formazioni Recent i del CNR, Istituto di Geochimica, Uni­
versita di Roma. Qu esto lavoro e stato eseguito con il contributo
finanziario del CNR.
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(l) Per gli ammino acidi con pili eli un centro di asimm etria
(per es. isoleucina, treonina, idrossilisina e idrossiprolina) la rea­
zione viene pili propriamente chiamata epimerizzazione piuttosto
che racemizza zione .

In [}_+D/L] _ In [1 +D/L]
1-D/L 1-D/L t = o = 2 . Kasp •

(BADA, 1972 b; BADA & SCHROEDER, 1972). [2J

Dove K asp e la costante cinetica del primo ordine
relativa alla interconversione degli enantiomeri LeD.
II rapporto enantiomerico D/L e legato al tempo t dalla
relazione:

[3J

La costante di integrazione e diversa da zero poiche
include sia la piccola quantita dell'enantiomero D pre­
sente inizialmente nel campione sia la esigua racemizza­
zione che si genera durante il procedimento usato nel­
l'isolamento di questa ammino acido (BADA & PROTSCH,
1973; BADA & SCHROEDER, 1972; MANNING, 1970).
L'equazione [2J puo infine essere scritta:

[
l+D/L]In / - O. 14 = 2 . Kasp • t
1-D L

Per datare quindi un ossa fossile can questa metodo,
e necessario valutare la temperatura media alIa quale il
materiale e stato esposto. Cio rappresenta sfortunata­
mente una limitazione al metodo in quanta e fondamen­
tale effettuare una indagine sulla storia della tempera­
tura della regione dove il fossile e stato rinvenuto. Tut­
tavia , questa valutazione della temperatura puo essere
risolta usando un procedimento can il quale la velo­
cita di racemizzazione dell 'ammino acido in studio, per
un particolare sito, viene ca1colata misurandone l'esten­
sione della racemizzazione in un osso datato con il me­
toda del carbonio 14 (BADA, SCHROEDER, PROTSCH &
BERGER, 1974).

Una volta che per un determinato sito archeologico e
stato effettuato questa procedimento, detto « calibrazio­
ne », la reazione di racemizzazione puo essere usa ta per
datare direttamente altre ossa fossili che provengono dal­
la stessa area e che sono a troppo vecchie (per esern ­
pia > 45 000 anni) oppure in quantita troppo scarsa
per essere datate con il metoda del carbonio 14.

I valori di eta ottenuti seguendo questa procedura
sana risultati in stretto accordo can le eta carbonio 14
(BADA, SCHROEDER & CARTER, 1974; BADA, SCHROEDE~
PROTSCH & BERGER, 1974).

E opportuno sottolineare che la temperatura media
che ha interessato il campione scelto per la «calibrazione »
del sito deve essere rappresentativa della temperatura
media che ha interessato gli altri campioni del deposito
(BADA, SCHROEDER, PROTSCH & BERGER, 1974).

Studi sul rapporto isotopico dell'ossigeno (DANSGAARD,
JOHNSEN, MOLLER & LANGWAY, 1969; EMILIANI, 1971)
e sui diagrammi pollinici (HAMMEN, MAARLEVELD, Vo­
GEL & ZAGWIJN, 1967) hanna indicato che sulla Terra
si sana avute condizioni glaciali da circa 100 000 a circa
9 000 anni fa can un intervallo pili caldo, tuttavia non co­
sl caldo come al presente, avvenuto fra i 50 000 e i 30 000
anni fa e con a1cune delle temperature pili fredde in ­
torno ai 20 -7- 18 000 anni fa (SHACKLETON & OPDYKE,
1973).

E stato osservato (BADA, SCHROEDER, PROTSCH &
BERGER, 1974) che per la « calibrazione » di un sito ,
dovranno essere usati campioni postglaciali per datare
reperti da questo evento ai tempi nostri mentre, per la
datazione di materiali dell'ultima glaciazione, i campioni
migliori sono risultati essere quelli aventi un'eta com­
presa fra i 18 000 -7- 20 000 anni.

Nelle aree climatiche dove le temperature medie at ­
tuali sono comprese fra i 15 °C e i 20 "C, la datazione
basata sulla racemizzazione dell' acido aspartico presenta
un effettivo campo di indagine che va da 100 000 a 5 000

[1]D-ac . asparticoL-ac. aspartico

E stato ampiamente dimostrato che in matrici liquide
come Ie soluzioni fortemente acide (BADA & SCHROEDER)
1975), basiche (BADA & SCHROEDER, 1975) e, recente­
mente, anche neutre (BADA, 1971; BADA, 1972 a), gli
ammino acidi subiscono a caldo una veloce racemizza­
zione cioe una reazione che converte una molecola otti­
camente attiva in un miscuglio otticamente inattivo.

In matrici inorganiche solide, come per esempio Ie
ossa, Ie conchiglie ecc., gli ammin a acidi di forma L su­
biscono, in lunghi periodi del tempo geologico, una len­
ta racemizzazione.

I materiali fossili contengono quindi entrambi gli
enantiomeri LeD ed il rapporto D /L di ciascun am­
mino acido aumenta can l'eta del fossile (BADA &
PROTSCH, 1973; HARE & MITTERER, 1967).

Dal momenta che la reazione di racemizzazione (1)
e un processo chimico, la sua velocita e funzione della
temperatura.

Essendo st ato osservato che i fattori ambientali come
il pH, I'umidita e la lisciviazione producono effetti ge­
neralmente trascurabili su questa rea zione (BADA & MA­
STERS HELFMAN) 1975), Ie due maggiori variabili che
influenzano l 'estensione della racemizzazione in un fos­
sile sana quindi il tempo e la temperatura. Tutti gli am­
mino acidi presentano percio questa processo di conver­
sione can una velocita che , a temperatura costante, e
caratteristica dell'ammino acido in studio (BADA, SCHROE­
DER, PROTSCH & BERGER, 1974).

Fra i diversi ammino acidi del collagene, si e scelto
l'acido aspartico in quanta e l 'ammino acido pili usato
nella datazione delle ossa fossili (BADA & MASTERS
HELFMAN, 1975).

E nato infatti che Ie misure del rapporto enantiome­
rico D/L di qu esto composto sana altamente riprodu­
cibili a causa della lora superiore precisione analitica
(BADA & alii , 1979) e che l 'acido aspartico possiede, alla
temperatura dei siti investigati in questo lavoro e nel­
l'intervallo di tempo databile can il carbonio 14 , una
delle pili elevate velocita di racemizzazione fra gli am­
mina acidi del collagene (BADA, KVENVOLDEN & PETER­
SON, 1973).

La reazione di racemizzazione dell' acido aspartico puo
essere scritta in questo modo:

K a sp
~
~

Kasp
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anni circa, essendo questo intervallo dipendente soprat­
tutto dalla temperatura del sito. Usando pero nella tee­
nica della «calibrazione» altri ammino acidi quali la
alanina e l'acido glutammico che, a 20 DC, racemizzano
con velocita minori rispetto all'acido aspartico (BADA)
1971; BADA, 1972; BADA, KVENVOLDEN & PETERSON)
1973), sarebbe possibile estendere il limite di datazione
al di la dei 250 000 anni.

Col presente lavoro abbiamo voluto tentare, nel no­
stro Laboratorio, l'applicazione di questa nuova tecnica
alIa datazione di materiale osseo fossile allo scopo di con­
tribuire ad estendere Ie conoscenze nel campo della pa­
leoantropologia.

Questo metodo infatti, oltre a presentare un campo
di indagine pili esteso di quello del carbonio 14, richie­
de per la datazione di un osso fossile una quantita di
materiale assai esigua offrendo quindi la possibilita di
datare direttamente anche i reperti umani pili rari e pre­
ziosi.

I campioni studiati, costituiti da ossa umane e da ossa
di fauna a grandi mammiferi, provengono dai seguenti
siti archeologici dell'Italia Centro-Meridionale: deposito
di Palidoro (ALESSIO & alii, 1976-1977; ALESSIO & alii)
1976), Grotta Maritza (RADMILLI, 1977), Grotta La
Punta (FERRARA, FORNACE-RINALDI & TONGIORGI, 1961;
RADMILLI, 1977), Grotta dell'Orso (CREMONESI, 1968;
GRIFONI, 1967; ALESSIO & alii, 1973), Grotta Polesini
(RADMILLI, 1974), Grotta Paglicci (AZZI, BIGLIOCCA &
PIOVAN, 1974; PALMA DI CESNOLA, 1974; AZZI, BI­
GLIOCCA & GULISANO, 1977) e Riparo Vado all'Arancio
(MINELLONO, 1972).

Allo scopo di controllare l'afiidabilita delle date da
noi ottenute con questa tecnica di datazione, abbiamo
pensato di ricercare il valore del rapporto enantiomerico
D /L dell 'acido aspartico nelle ossa di alcuni livelli cul­
turali in gran parte gia datati con il metodo del car­
bonio 14.

E no to che la temperatura e il maggior fattore che
influenza l'estensione della racemizzazione in un campio­
ne. Di conseguenza, prima di determinare il rapporto
enantiomerico D/L nelle ossa fossili in studio sara di
fondamentale importanza accertare ehe queste non sia­
no state esposte ad elevate temperature (BADA) SCHROE­
DER & CARTER, 1974); in easo contrario i eampioni pre­
senterebbero un alto grado di racemizzazione producendo
risultati errati (BADA, SCHROEDER, PROTSCH & BERGER,
1974 ).

Anche se i parametri ambientali come il pH, I'umidita
e la lisciviazione producono, in generale, effetti trascu­
rabili sulla velocita di racemizzazione (BADA & MASTERS
HELFMAN, 1975) , sara sempre opportuno, quando pos­
sibile, valutarne l'entita.

PROCEDURA SPERIMENTALE
METOD I

Le ossa fossili vengono pulite meccanicamente allon­
tanando i resti del tessuto poroso e della matrice terrosa
attaecata alIa superficie e nelle fessure e pili volte accu­
ratamente lavate in HCl 0,2 M con ultrasuoni per eli-

min are Ie ultime tracce di materia estranea aderente
(BADA & PROTSCH, 1973).

Vengono poi essiccate sotto vuoto alIa temperatura
ambiente e macinate in mortaio ; quindi una quantita
di sostanza compresa fra i 5 e 10 g e posta in una fiala
di vetro Pyrex del diametro di circa 3,5 em, altezza di
circa 12 em e che puo contenere al massimo 110 ml di
soluzione. Si attacca il campione con un eccesso di HCl
6 M (circa 30 ml per 5 g di osso) e, subito dopo, si
invia un flusso di azoto all 'interno della fiala fino a com­
pleta solubilizzazione della fase carbonatica. La fiala vie­
ne quindi saldata e tenuta in bagno di sabbia per 24 h
alia temperatura di 110 "C.

Completata l'idrolisi acida , la fiala viene portata a
temperatura ambiente e quindi aperta; la soluzione clo­
ridrica, filtrata su Gooch, viene trasferita in un pallon­
cino da 250 ml e portata a secchezza in un evaporatore
rotante a circa 50 DC sotto pressione ridotta.

II residuo e ripreso con acqua bidistillata ed essie­
cato ripetendo l'operazione per tre volte per eliminare
ogni traccia di HCl e viene infine disciolto in acqua bi­
distillata e desalificato mediante resina Dowex 50W-X8
(l00 -;- 200 mesh) e).

Gli ammino acidi vengono eluiti dalla resina con
NH40H 1,5 M , raccolti in un palloncino da 100 ml e
concentrati con l'ausilio di un evaporatore rotante a
53 DC circa sotto pressione ridotta (BADA & PROTSCH)
1973).

II miscuglio degli ammino acidi , ripreso con acqua
bidistillata e portato a secchezza per due volte allo scopo
di allontanare ogni traccia di ammoniaca, viene solubi­
lizzato in 5 ml di CH3COOH 1,0 M e, prima di inviarlo
nella resina AG 1-X8 (200 -;- 400 mesh) e) allo scopo
di separare l 'acido aspartico, una aliquota di soluzione
viene sottoposta all' analizzatore di ammino acidi per con­
trollare se il reperto in studio e stato esposto ad elevate
temperature (4). La frazione di acido aspartico, raccolta
con un collettore di frazioni automatico (5), viene eva­
porata a secchezza in un evaporatore rotante a 40 DC
circa sotto pressione ridotta.

(2) In generale, per la desalificazione degli ammino acidi otte­
nuti sottoponendo ad analisi 5 -;-10 g di materia ossea, si usa un
letto di resina Dowex 50W-X8 (della Bio-Rad, Dow Chemical Co.,
Richmond Calif.) di circa 20 mm x 300 mm (BADA, comunica­
zione personale).

Per la sua rigenerazione, si eluisce la colonna dapprima con
250 ml di NaOH M e poi con 200 ml di HCI 2M lavando la
resina , dopo ciascun trattamento , con acqua distillata fino alla
neutralita dell'eluato.

(3) Viene usata una colonn a con un letto di resina (AG1 -X8
della Bio-Rad, nella forma cloridrica) di circa 20 mm x 160 mm
e la si eluisce con CH3COOH 1,0 M. Si « calibra » la colonna
con un miscuglio di glicina, ac. glutammico ed ac. aspartico . La fra­
zione nella quale l'ac. aspartico eluisce viene in tal modo deter­
minata; questa frazione viene dunque raccolta quando il miscuglio
degli ammino acidi isolato dall'osso fossile e fatto passare attra­
verso la colonna. La resina viene rigenerata dopo ogni estrazione,
eluendola prim a con 100 ml di CH3COONa 1 M e poi con circa
100 ml di CH3COOH 1 M (BADA, comunicazione personale) .

(4) Le ossa bruciate risultano quasi completamente prive dei
due ammino acidi serina e treonina (BADA, comunica zione pri­
vata) (BADA, SCHROEDER & CARTER, 1974).

(5) Fraction Collector, Mod. 1320 della BIO-RAD.
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FIG. 1 - Parte di aleuni spettri eseguiti con un analizzatore auto­
matico di ammino acidi che mostrano i dipeptidi diast ereoisomer i
L-Ieu-D-asp e L-Ieu-L-asp. Per la separa zione delle due forme e
usata una resin a della CARLOERBA STRUMENTAZIONE tipo
3AR/9/ A/20, nella forma ionica Na +. La colonn a viene elui ta
con un tampone a pH = 3,33 per 24 min ., quindi con un tam­
pone a pH = 3,65 per il resto della corsa aIle temperature, ri ­
spet tivamente, di 50 °C e 65 °C. II flusso del tampone e della
nin idrina e 50mljh. L'ac. aspartico , L-Ieu-D-asp, L-Ieu-L-asp e la
leucina escono a 33, 72, 75 e 83 min. seguend o quest' ordine di

eluizione.
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Il residuo viene solubilizzato in 2,0 ml di acqua bi­
distillata ed una piccola porzione di esso (circa 0,05 -:- 0 ,2
ml) e introdotta nell'analizzatore allo scopo di determi­
nare la quantita di acido aspartico isola to e di control­
lare la purezza della frazione (BADA, comunicazione per­
sonale ).

D opo aver fatto cia, l'acqua e evaporata in un essie­
catore da vuoto su NaO H .

Il rapporto enantiomerico D/L dell'acido aspartico
viene det er minato preparando i dipeptidi diastereoiso­
meri seconda la procedura descrit ta da MANNING & Moo­
RE (1968) e da BADA (comunicazione personale) in que­
sto modo: una quantita di residuo pari a circa 20 !-L moli
viene pesata in un pi ccolo tubo da saggio e sciolta in
circa 2 -:- 3 ml di tampone borico a pH = 10,2 (corri­
spondente a pH = 10,4 a °°C).

La soluzione viene quindi portata alla temperatura
di 2 -:- 4 °C in un bagno a ghiaccio .

Una piccola quantita di L-Ieucil-NCA (6) (in eccesso
molare intorno al 15 % ) viene aggiunta alla soluzione
di acido aspartico con una spatola di acciaio inossidabile
ed il miscuglio e agitato vigorosamente (Vortex stirrer)
per tre minuti con la spatola mantenuta nel tu bo di sag­
gio .

Vengono quindi aggiunte rapidamente diverse gocce
di HCI 6M portando il pH intorno a 2 . Infine il mi­
scuglio viene filtrato attraverso lana di vetro ed un a ali­
quota di soluzione, perfettamente limpida, e inviata al­
l'analizzatore per determinare il rapporto D/L.

E stato usato un ana lizzatore automatico di ammino
acidi Carlo Erba mod. 3A28; Ie misure di pH sono state
effettuate con uno Standard pH-metro PHM 62 della
RADIOMETER (Copenhagen); i reagenti chimici usati
sono ARISTAR della BDH.

Le eta carbonio 14 dei reperti sono state determinate
presso il Laboratorio Carbonio 14 dcll'Universita di Ro­
rna ed il collagene C) e stato ottenuto con il metodo
descritto da OLSSON & alii (1974) .

RISULTATI

E stato determinato il rapporto enantiomerico D/L
dell'acido aspartico in alcune ossa prelevate in parti di­
verse di uno scheletro di bovino moderno sottoponendo
questi campion i allo stesso trat tamento usato per le ossa
fassili; i valori ottenuti sono risultati compresi fra 0,069

(6) La L-Ieucil-N-carbossianidride (L-Ieu-NCA) e stata sint eti z­
zata e gentilment e offerta dal Dott. Renzo Boni della ASSORENI
(Associazione Ricerca ENI ) di Monterotondo , Roma.

(7) La dat azione delle ossa fossili con il metodo del carbo ­
nio 14 deve essere effett uata sulIa parte proteica del campione in
quanto e nota che l'eta della frazion e carbon atica spesso discord a
da quella prot eica a causa dei processi di scambio provocati dalIe
acque sotterr anee carbonatiche a different e attivita specifica (BADA,
SCHROEDER, PROTS CH & BERGER, 1974 ).

In media , Ie ossa cont engono il 50 % di idr ossifosfato di cal­
cio (apatite), il 10 % di carbonato di caleio, il 25 % di colla­
gene ed il 5 ...;.-10 % di grasso di osso. II resto e principalment e
costituito da mucosaccaridi, floruro di caleio, fosfat o di magnesio,
sali di sodio ed elementi pesanti come il ferro ed il manganese
(BERGER, 1975).

e 0,074 . Il valore medio , risultato uguale a 0 ,073 (tab. 1
e fig. l a), e quasi uguale a quello ottenuto da BADA
& MASTERS HELFMAN (19 75) .

Abbiamo inoltre considerato u tile cont roll are il va­
lore della estensione della reazione di racemizzazione del ­
l 'acido aspartico in du e distint e parti di un femore di
Bos primigenius che non erano state esposte ad elevate
temperature. I valori dei rapporti enantiomerici sono ri­
sultati identici (tab . 1).

Cia e in accordo con il fatto che il rapporto enantio­
me rico relativo a ciascun ammino acido stabile, deve
essere uguale in ogni parte del tessuto osseo di un or­
ganismo.

La fig. 1b mostra parte dello spettro , usato come
standard (8), dei dipeptidi diastereoisomeri L-Ieu-D-asp
e L-Ieu-L-asp ottenuti dalla reazione fra la L-Ieucil-NCA
ed una miscela racemica di acido D L-aspar tico.

(8) Gli standards sono stati preparati utili zzando una miscela
racemica di ac. DL-aspartico della CALBIOCHEM, San Diego,
California .
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TABELLA 1
CONFRONTO TRA LE ETA OTTENUTE CON I METODI DEL CARBONIO 14 E DELLA RACEMIZZAZIONE DELL'ACIDO ASPARTICO.

Si t o Labor at or io c- 14 Quant i ta ( i n g) d i osso f os s i le Rapp or t o Et a ac .as part.(3 ) Eta carboni o- 14

a rcheologi co e s i gla campi one us at a per calcol a re l'et a D:L ann i ( B. P. ) s u col l agene
ac . asp(1)Cl 4( 2) ac .as par.

620
- 0 - l

14 580±130(4)PALIDORO R- 944 str ato 1 CeY'Vu s e Laphue 5 , 0 0 ,112 K=2 , 91xl 0 Yr

R- 946 5 CeY'Vus e Laphue 5 ,0 1 310 0 , 115 15 650 15 340±l40

R- 947 6 Bos primi genius 5 ,3 600 0 , 117 16 350 15 660 ±130

R- 948 7 Equue ca ba ZLue 5 , 5 1 000 0 , 113 15 000 15 900±l50

K=4,76xl0
- 6 -1 420±l50(4)GR . MARITZA R- 1271 30-31 Cer vus e Lap hue 6 ,0 383 0 , 119 Yr 10

R-1271-R " 31 mandi bola uomo 5 , 0 0 , 120 10 600
( Homo mar -it.za )

R-1270-R " 37-39 costol a bambino 7 , 0 257 0 , 124 11 500 10 420±60

GR. LA PUNTA Pi - 153 24 -2 5 - 6
10 58l±100(S)

- 1
R-1 272 " 27 -3 1 Cer vu s eZa phu s 5 ,1 203 0 , 122 K=4 , 47xl 0 Yr 11 770±70

R-1272-R " 34 omero di uomo 5 , 2 0 , 126 12 700
( Homo marsicanus )

Pi - 1 52 39- 40 14 488 ±800(5)

164 0 , 082
- 6 - 1 140±50(4)GR . PICCIONI R- 1273 Cer vu s eZap hus 5 ,0 K=2 , 37xl 0 Yr

Tomba pa r ete
R- 1273 -R os s a di bambino 5 , 1 0 ,084 6 000

Tomba pa r e te
6 247±13d S)Pi - 46

6 , 5 360
- 6 - 1

6 290±60(4)GR . DELL'ORSO R- 1274 8- 9 Cer vu s e Laphue 0 , 103 K=5 , 30xl 0 Yr

R-1274- R " 8- 9 cr anio di uomo 6 , 5 0 , 107 7 000
R- 676 8- 9 6 080±50(S)

POLESINI R- 1265 Cer vu s e l.aph ue 168
- 6 - 1

10 090±8C(4)GR . 7 5 ,0 0 , 122 K=5, 21xl0 Yr
R- 126 5-R " 7 f emore di uomo 5 , 5 0 , 123 10 300

GR . PAGLICCI R- 1334- R " 9 costol a di uomo 5 ,0 0 , 133 16 150 15 270 ±220(S)
R-1323 10El Cer vu s e Lap hue 0 ,0 0 , 163 23 900 - 6 - 1 15 320 ±250(S)
R-132 bis " 18b 2 Cer vu s e Lap hue 10 ,0 800 0 , 137 K=3 , 95xl0 Yr 17 200 ±150(4)
R-1 269bi s " 21c Bos pr i mi ge ni u s 9 , 3 0 , 159 22 900 24 210 ±410(S)
R- 1269- R " 21d costola bambi no 6 ,0 0 ,149 20 300 24 720±420(s)

Sepoltura

362
- 6 - 1

11 330±5o(4)RI PARO VADO R-1333 11 Bos primigenius 7 ,0 0 , 102 K=2 , 86xl O Yr
ALL' ARANCI O R-1333-R " 11 costola di uomo 6 ,1 C) . 108 13 400

Sepoltura

R- A 0 5 50 di bovi no 5 , 3 0 , 073 (6)
moderno

R- B(7) t es t a di f emor e 5 ,0 0 ,085
R-B ' epi fi si inf eri or e 4 ,7 0 , 085

(1) Frammento di osso idrolizzato in HCI 6M. In generaIe , soltanto una piccola parte dell'ac. aspartico isol ato viene usata per la
determinazione del rapporto enan tiom erico .

(2) L e ossa usate e rano di fa u na a gran d i M ammiferi, p rincipal mente Cervus elapbus, Bos primigenius, Eq uus caballus, Equus bydron­
tinus, Sus scrot a, ecc.

(3) L e eta e Ie costanti Kasp sono state calcolat e utilizzando l' equazione [3]. L 'errore sui va lori dei rap p or t i DIL, misurati spe ri-
m entalmente su campioni noti , oscilla intorno al 2 % (BADA & PR OTSCH, 1973 ). In ge nera le , ne consegu e un errore re la tiv o su lla
data del 3-5 %.

(4) Campione usato p er la « calib razione» del si to .
(5) E ta radiocarbonio effe ttua ta su o ssa ca rbonizzat e 0 su alt ro m at eri ale o rgan ico ass ocia to .
(6) M edi a di diverse ana lis i .
(7) Ca mp ion i prelevati in due di stinte p arti di un femore di Bos primigenius.

Come e possibile osservare la resa alla ninidrina del
dipeptide D-L e pili bassa che per il dipeptide L-L
(MANNI NG & MOORE, 1968).

Per ottenere, quindi, il reale rapporto dell'acido aspar­
tico in un campione, si deve moltiplicare il rapporto mi­
surato per un fattore di conversione; questo fattore, de-

terminato per il nostro analizzatore automatico, e risul ­
tate 1,32.

Allo scopo di controllare la purezza della frazione
dell'acido aspartico, isolato dal miscuglio totale degli
ammino acidi delle ossa, abbiamo sottoposto all'analizza­
tore I'aspartico di numerosi campioni. Come risu lta dal-
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ASPARTICO

R -1 27 3

R- 1272

FIG. 2 - Spettri dei campi oni R-1272 e R-1273 eseguitr sulla fra­
zione di acido aspartico (vedi testo).

la fig. 2, nella quale sono riportati gli spettri dei cam­
pioni R-1272 e R-1273, si ottiene un prodotto di rile­
vante purezza.

La sequenza della Grotta Paglicci, gia datata con il
metodo del carbonio 14 (AZZI , BIGLIOCCA & Provxn,
1974; AZZI, BIGLIOCCA & GULISANO, 1977), comprende
diverse sezioni stratigrafiche, 1a pili antic a delle quali e
attribuibile a1 Gravettiano Evo1uto con punte de «La
Font Robert », mentre Ie formazioni pili giovani sono ri­
feribili all'Epigravettiano Finale (PALMA Dr CESNOLA)
1974).

Per 1a « calibrazione» del sito, sono state usate ossa
di fauna dello strato 18 b2 sia per 1a determinazione
del rapporto enantiomerico D/L (fig. l c) che per l'ana­
lisi a1 carbonio 14, che ha dato un'eta di 17 200 ± 150
(v. tab. 1, R-1324 bis). Questo valore concorda abba­
stanza bene con 1a media dei tre valori ottenuti da AZZI
& alii (1974) per 10 stesso orizzon te stratigrafico.

Eseguita 1a « calibrazione» del sito, e stato possibile
datare con la racemizzazione (tab. 1) un frammento di
costola di uomo dello strato 9 (R-1334-R), una scheggia
di Cervus elaphus dello strato 10E 1 (R-1323) , un pezzo
di femore di Bas primig enius della strato 21 c (R-1269
bis) ed a1cuni frammenti di costola di bambino dello
strato 21 d (R-1269-R) appartenenti ad una sepoltura.

Quest'ultima data (20 300) e la prima diretta indi­
cazione della eta di questo importante scheletro di fan­
ciullo. Si fa notare che l'eta carbonio 14, eseguita su

materiale carbonioso associato e quindi indiretta, risulta
di 24 720 ± 420.

Sempre dall'osservazione della tab. 1, si riscontra una
notevole differenza di eta per i1 campione R-1323 data to
15 320 ± 250 con il carbonio 14 e 23 900 con la race­
mizzazione. Dal momenta che l'osso fossile , suI quale e
stato ricercato il rapporto D/L, non e risultato essere
stato esposto ad elevate temperature, appare legittimo
sospettare che questo reperto sia stato erroneamente
attribuito allo strato 10E I mentre, in realta, sia appar­
tenuto ad uno strato pili profondo (per esempio i1 21).

Per quanto riguarda 10 strato 21 c di questa grotta
era stato scelto in un primo tempo un osso, contrasse­
gnato dalla sigla R-1269 (tab . 2) che, osservato al mi­
croscopio, non appariva essere stato esposto ad elevate
temperature. II valore del rapporto enantiomerico (0,342)
ca1co1ato per questo fossile, gli attribuiva l'irreale eta
di 72 500 anni mentre questo livello risultava avere
un 'eta carbonio 14 di 24 210±410 anni (tab. 2) .

Un'ispezione pili accurata eseguita con l'analizzatore
suI miscuglio degli ammino acidi mostrava uno spettro
quasi completamente privo di serina e treonina rispetto
all'acido aspartico (fig. 3a).

Cia significa che il reperto e stato esposto ad elevate
temperature (BADA, comunicazione personale; BADA,
SCHROEDER & CARTER, 1974).

E nota invece (HARRINGTON & VON HIPPEL, 1961 ;
GROSS , 1963; CANTALUPPI, 1975), che questi tre am­
mino acidi sono contenuti nel collagene di un osso non
bruciato, sia fossile che moderno, generalmente nella se­
guente quantita: acido aspartico 4,4...;- 5,0, serina 2,7"';- 3,8
e treonina 1,6"';- 2,0 moli % (fig. 3b).

Sfortunatamente anche per 1a « calibrazione » del sito
fu scelto per primo un frammento di osso fossile (tab. 2 ,
R-1324) che, in seguito, l'analisi mostro essere un re­
perto bruciato. Tuttavia e interessante osservare, sempre
in tab. 2, l'effetto prodotto dalla temperatura sulla rea­
zione di racemizzazione del campione R-1324 il qua1e
mostra un valore del rapporto enantiomerico, relativo
all'acido aspartico, pili del doppio superiore a1 rapporto
trovato per il campione R-1324 bis , dello stesso livello ,
usato poi per 1a « calibrazione» del sito.

La costante di «calibrazione» del deposito di Pali -

TABELLA 2
CONFRONTO TRA LE ETA DI ALCUNE OSS A FOSSILI} OTTENUTE CON I DUE METODI}

RISULTATE ESPOSTE AD ELE VATE TEMPERATUR E.

Sito
archeo1ogico

PALIDORO

GROTTA
PAGLICCI

Si g1a D/L Et a Eta
campione a c .aspar t i co ac . as partico carbonio-14

R- 944 0 ,112
6 -1 14 580 ±130 (l)K=2, 91x1 0- Yr

R-1240 0 ,222 53 500 13 710±l30
R- 945 0 , 219 52 500 15 310 ±160

R-1324bis 0 , 137
- 6 - 1

17 200 ±150(l )K=3 ,95x10 Yr
R- 1324 0 ,299 60 500 17 200±l50
R- 1269 0 ,342 72 500 24 210±4 10

(l) Campione usato per la « calibrazione » del sito (tab. 1).
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FIG. 3 - Parte di spe ttri ottenuti per un campione esposto (a) e
un campione non esposto (b) ad elevate temperature.

dora e stata calcolata utilizzando l'eta carbonio 14 del
campione R-944 relativo allo strata 1 (tab. 1).

Anche in questa deposito del Paleolitico Superiore
(ALESSIO & alii, 1976-1977; ALESSIO & alii, 1976), del
quale abbiamo ottenuto risultati malta buoni analizzan­
do ossa di fauna, si era osservato in un primo tempo
che alcuni campioni risultavano avere eta irrealisticamente
alte (diverse decine di migliaia di anni) (tab. 2). In se­
guito perc, mentre per alcuni di questi reperti e stata
sufficientc un'ispezione pili accurata al microscopio che
ha rivelato tracce di carbone indicando COS1 che Ie ossa
erano state bruciate, per altri e stato invece necessaria
eseguire Ie analisi di controllo can l'analizzatore auto­
matico suI miscuglio dei lora ammino acidi.

Anche in questa caso gli spettri hanno indica to che
i campioni erano stati esposti ad elevate temperature
in quanta risultavano quasi completamente privi di se­
rina e treonina.

Per quanta riguarda la Grotta Maritza (tab. 1), eflet­
tuata la « calibrazione» del sito su ossa di fauna dello
strata 30-31, e stato possibile datare can la racernizza­
zione un frammento di mandibola di uomo (R-1271-R;
Homo Maritza secondo RADMILLI, 1977) proveniente

dallo stesso livello ed una costola di bambino trovata
negli strati 37-39 (R-1270-R).

Ci sembra opportuno sottolineare che sebbene Ie eta
ottenute can i due metodi siano Ie uniche date di crono­
logia assoluta esistenti per questa sito archeologico, que­
sti valori sana in discreto accordo can l'eta attribuita alle
culture degli orizzonti stratigrafici studiati (RADMILLI,
1977).

La Grotta La Punta (tab. 1) e stata « calibrata » uti­
lizzando ossa di fauna dello strata 27-31 (R-1272).

Un frammento di omero di uomo del livello 34
(R-1272-R; Homo Marsicanus secondo RADMILLI, 1977)
e stato datato can il metoda della racemizzazione e I'eta
e risultata di 12 700 anni . Si puo vedere in tab. 1 che
questa valore si inserisce bene fra Ie date carbonio 14
della sequenza stratigrafica del sito, anche se non si di­
spone di una data carbonio 14 relativa allo stesso oriz­
zonte culturale.

E interessante osservare inoltre, sempre in tab. 1, che
Ie Grotte Maritza e La Punta che sana situate a 200 m
l'una dall 'altra e alla stessa altitudine (circa 700 m s.m. ),
presentano valori delle costanti Kasp leggerm enti differen­
ti . Probabilmente Ie due grott e sana state interessate
da temperature lievemente differenti a causa della diver­
sa orientazione e dimensione delle loro aperture (RAD­
MILLI, 1977).

Infine sana state datate alcune ossa umane e di fau­
na delle grotte dei Piccioni, dell 'Orso, Polesini e del Ri­
paro Vado all'Arancio. I risultati della tab. 1 mostrano
che c'e un discreto accordo tra Ie eta carbonio 14, ese­
guite nel nostro Laboratorio oppure riprese dalla lette­
ra tura (FERRARA, FORNACE-RINALDI & TONGIORGI, 1961 ;
ALESSIO & alii, 1973 ) e quelle ottenute mediante race­
mizzazione dell 'acido aspartico.

Altri fat tori, oltre alla tempe ratura, quali il pH, l'umi­
did e la lisciviazione potrebbero avere un certo effetto
su tale velocita ed e importante quindi, quando cia e
possibile, valutarne il contributo (BADA & MASTERS
HE LFMAN, 1975).

A tale scopo abbiamo calcolato (tab . 3), per alcuni
campioni di eta carbonio 14 minori di 12 000 anni , la
temperatura media che li ha interessati da quando sana
stati deposti. I valori ottenuti sana stati quindi con­
frontati can Ie temperature medie annue dell'aria prese
in stazioni termometriche appositamente scelte fra quel­
Ie a disposizione (MINISTERO DEI LAVORI PUBBLICI,
1966).

Poiche Ie due serie di temperature non hanna mo­
strata grandi differenze , e lecito concludere, almena per
quanto riguarda questi pochi reperti , che il contributo
degli altri parametri ambientali come il pH, I'umidita
e la lisciviazione sia stato esiguo.

Per quanta riguarda Ie piccole differenze , riscontrate
per i campioni R-1273 , R-1274 e R-1265 (tab . 3), e
difficile stabilire can certezza quanta queste ultime siano
da attribuire all 'effetto dei parametri ambientali (pH,
umidita e lisciviazione) a piuttosto all'incertezza nella
valutazione delle temperature attuali dell'aria, tuttavia
concordiamo can quanta detto da BADA & MASTERS
HELFMAN (1975), che:
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TABELLA 3
TEMPERATURE CALCOLATE PER ALCUNI SITI DELL'ITALIA CENTRALE IN OSSA DATATE CON IL CARBONIO 14 USANDO L'ESTENSIONE DELLA

RACEMIZZAZIONE DELL'ACIDa ASPARTICO.

Eta Carbonio-14(1 )
- 1

calc . (2) ari a( 3)Si to D/ L K (Yr ) Temp. Temp.
archeologi co (anni B.P .) ac .aspart ico

asp
r el at i ve a attuale me-
01duvai Gorge dia annua

01duva i Gorge LJ 2979
- 5

Tanz ania 1 390±40 0 , 16 5 7 ,Oxl0 23°C

Gr ot t a Mari t za R-1271
- 6

Abruz zo 10 420±150 0 ,119 4 ,76xl0 10°C 10- 11°C
41° 57 ' N
13 ° 39 ' E
ca. 700 m s . m.

Grotta La Punta R-1272
- 6

Abruzz o 11 77 0±70 0 , 122 4 , 47xl0 9 ,5°C 10-11°C
200 m dal l a Grot t a
.1arit za ca .7 00m s . m.

Gr otta Pic ci oni R-1273
- 6

Abruz zo 5 140±50 0 , 082 2 , 37xl0 6 , 5°C 10°C
42° 13 ' N ( 5 900±6 0 )
13° 58 ' E
ca . 400 m s i m.

Grot t a de ll ' Or s o R- 1274
- 6

Toscana 6 290±60 0 , 103 5 ,3 0xl0 10°C 13 °C
42° 59 ' 25" N (7 165±75)
11° 52 ' 08" E
ca . 500 m s . m.

Grot t a Pol es i ni R- 12 65
- 6

Lazio 10 090±80 0 , 122 5 , 21xl0 10°C 14-15°C
41 ° 57 ' 30" N
12° 43 ' 58" E
ca . 60 m s .m.

(1) In par entesi sono riportate le dat e corrette secondo Ie tabelle MASCA ; ut ilizzando queste dat e, i valori delle temperature medie
calcolate non vengono modificat e.

(2) Temperature (in oK ) calcolate con l' equazione: In (K" / K' ) - Ea T1
- T 2 dove Ea = 33,4 Kcal. mole-I . Questi va-

as p as p - 1,987 - T
1

T
2

'

Iori sono stati calcolati prendendo come riferimento la temperatura di 23 oC dell 'O lduvai Gorge (BADA & MASTERS H ELFMAN, 1975).
(3) I valori dei siti itali ani sono stati ottenuti mediando temperature di stazioni termom etriche opportunamente scelte (MJNISTERO

LAVORI PUBBLICI, 1966 ).

1) i dati relativi alle temperature attuali si riferi­
scono ad intervalli di tempo al massimo di qualche de­
cennio e quindi rappresentano, il pili delle voIte, meno
dello 0,5 % dell 'in tervallo di tempo che ha interessato
il reperto;

2) queste temperature sono state prese in stazioni
termometriche che, per quanto appositamente sceIte,
non riproducono esattamente quelle dei siti archeologici
studiati, ed infine

3) Ie temperature dell 'aria danno soItanto una sti ­
rna approssimata della temperatura del suolo nel quale
si trova il campione.
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CONCLUSIONI

Nella tab. 1 sono state messe a confronto un certo
numero di datazioni di ossa fossili um ane, di fauna a
grandi mammiferi e di aItro materiale organico, prove­
nien ti da alcuni sit i archeologici dell 'Italia Centro-Meri­
dionale, ot tenute con i metodi del carbonio 14 e della
racemizzaz ione dell 'acido aspartico.

I risuItati di questo primo studio sono da ritenersi
senz 'aItro incoraggianti dal momenta che i valori di eta
mostrano che c'e in genera le un buon accordo tra le
eta dedotte con i due metodi; infatti la differenza mag­
giore erisuItata del 18 %, la differenza media edell '8 % .



E stato scelto materiale osseo di fauna per la «cali­
brazione» dei vari siti e con questa procedura e stato
possibile datare direttamente, per la prima volta in Ita­
lia , diversi frammenti di ossa umane di adulto e di bam­
bino del peso di pochi grammi come, per esempio, I'H o­
InO Maritza, I'Homo Marsicanus, il bambino della se­
poltura Paglicci ecc. che sarebbe statu impossibile da­
tare con il carbonio 14 a causa della notevole quantita
di materiale osseo che quest'ultimo metodo richie de.

Abbiamo inolt re confermato che un notevole impo ­
verimento della serina e treonina rispetto all' acido aspar­
tico nel miscuglio di ammino acidi estratto da un osso
fossile indica che il campione e stato esposto ad elevate
temperature .

Sono state calcolate infine le temperature medie che
hanno interessato alcuni campioni , di eta carbonio 14 mi­
nori di 12 000 anni , nell'intervallo di tempo intercorso
da quando sono stati deposti .

I risultati ottenuti, confrontati con le temperature
, medie annue attuali dell'aria relative alle zone in teres ­

sate, dimostrano che l'i11.fluenza di altri fattori ambien­
tali come il pH, I'umidita e la lisciviazione sulla velo­
cita di racemizzazione e, in genera le, limitata.

Dai risultati ottenuti appare evidente l 'interesse che
il metodo di datazione basa to sulla racemizzazione degli
ammino acidi presenta nello studio della preistoria ita­
liana dove numerosi sono i prob lemi che attendono di
essere risolti .

Questa tecnica infatti, anche se non oflre attualmen ­
te l'accuratezza del metodo del carbonio 14, presenta
tuttavia alcuni innegabili vantaggi :

1) utilizza una quantita di sostanza ossea cornpre­
sa generalmente fra 1/50 e 1/100 di quella richiesta per
una datazione carbonio 14 permettendo quindi una da­
tazione diretta,

2) impiega per le analisi un tempo minore ed infine
3) presenta un campo di indagine assai pili esteso

(circa 100 000 anni).

RINGRAZIAMENTI

Siamo grati aIle seguenti persone per aver gene rosamen te for­
nito i campioni di ossa usati in qu esto studio : prof. A . M. RAD­
MILLI e prof. C. TOZZI dell 'Istituto di Antropologia e Paleonto­
logia Um an a dell'Universita degli Studi di Pisa, prof. A. PALMA
01 CESNOLA e prof. G. GAMBASSINI dell 'Istituto di Antropologia
e P aleontolo gia Umana della Universita di Siena . Ringra ziamo il
prof. E . CERNIA che ha cons entito l'impiego di alcune attrezza­
ture esisten ti presso il Laboratorio di ricerca ASSORENI (Mon­
terotondo-Roma ) da lui diretto ed il dott . P . BACCHIN, il dott.
R . BaNI ed i tecnici R . RICHICHI , V . MI GNINI, F. CARDINALI e
E . D E GREGORIS del Laboratorio di Ricerca ASSORENI (M onte­
rotondo-Roma) per le analisi dei rapporti enantiomerici. Ringra­
ziamo inoltre la prof. D. BORRA dell 'Istituto di Chimica Bio lo­
gica e il prof. C. TROGOLO dell'Istituto di Chimica Organica del­
I'Universit a di Roma per il prezioso aiuto fornito in qu esto lavoro ,
e 10 staff del Labo ratorio Carbonio 14 degli istitu ti d i Fisica e
di G eochimica dell'Universita di Roma per la determinazione delle
date. Un particolare ringraziamento va infine al dott. J . 1. BADA,
alIa dott . P. MASTERS H ELFMAN dello Scripps Institution of
Oc eanography, La Jolla, California per gli utilissimi suggerimenti
forniti nel cor so della messa a punto di questa tecnica di data­
zione e al prof. M. FORNASERI dell 'Istituto di Geochimica dell'Uni­
versita di Roma, per la lettura critica del manoscritto.

BIB LIOGRAFIA

ALESSIO M . & alii (1976-1977) - Carbon-Ld datin g of bone colla­
gen from upper Paleolith ic Palidoro deposit. Quaternaria, 19,
181-186.

ALESSIO M . & alii (1973 ) - Radiocarbon, 15, 165-178 .
ALESSIO M. & alii (1976 ) - Radiocarbon, 18, 321-349.
AZZI C. M., BIGLIOCCA 1. & GULISANO F. (1977) - Radiocarbon,

19, 165-169.
AZZI C. M ., BIGLIOCCA 1. & PIGVAN E . (1974 ) - Radiocarbon,

16 , 10-14 .
BADA J. 1. (1971) - Kinetics of th e nonbiological deconpositio n

and racemization of amin o acids in natural waters. In « N o­
nequilibrium Systems in N atural W ater Chemistry, Advances
in Ch emistry Seri es, 106, pp. 309-331. Am erican Ch emic al So­
ciety, Washington, D.C. ».

BADA J. 1. (1972 a) - Kinetics of racemization of amino-acid as
a fu nction of pH. Journ. Am. Chern . Soc., 95, 1371-1373 .

BADA J. 1. (1972 b) - Th e dating of fossil bones using the race­
mization of isoleuci ne. Earth Plan. Sc. Lett., 15, 223 -231.

BADA J. 1. & alii (1979) - A mino acid racemization dating of
fossil bones, I . I nt er-laboratory comp arison of racemization
measurements. Ea rth Plan. Sc. Lett. , 43, 265 -268 .

BADA J. 1. , KVENVOLDEN K. A. & P ETERSON E. (1973) - Racemi­
zation of amino acids in bones. Nature, 245, 308-310 .

BADA J. 1. & MASTERS HE LFMAN P . (1975) - A m ino acid racemi­
zation dating of fossil bon es. World Arch ., 7, 160-173.

BADA J. 1. & PROTSCH R. (1973) - R acemi zation reaction of
aspartic acid and its use in dating bones . Proc. Nat. Acad .
Sc. USA, 70 , 1331 -1334 .

BADA J. 1. & SCHROEDER R . A. (1972 ) - Racemization of isoleu ­
cine in calcareous marine sediment s: kinetics and mechanism.
Earth Plan. Sc. Lett. , 15, 1-11.

BADA J. 1. & SCHROEDER R. A . (1975) - Amino acid racemization
reactions and th eir geochemical implications. Naturwiss ., 62,
71-79.

BADA J. 1., SCHROEDER R. A. & CARTER G . F . (1974) - N ew evi­
dence for th e antiquity of man in North A merica deduced
from aspartic acid racemiza tion . Science , 184 , 791-793.

BADA J . 1. , SCHROEDER R . A ., PROTS CH R. & BERGER R. (1974) ­
Concordance of collagen-based radiocarbon and aspartic acid
racemization ages. Proc. N at . Acad . Sc. USA, 71, 914-917 .

BERGER R. (1975) - Advances and results in radiocarbon dating:
early man in America. World Arch. , 7, 174-184.

CANTALUPPI G . (1975) - It collagene nei V ertebrati fossili : studio
applicativo sui Bovid i quaternari pavesi. Boll . Soc. Pal. It. ,
14 , 55-64.

CREMONESI G. (1968) - La Grotta dell'Orso di Sarteano . Origini ,
2, 247-331.

D ANSGAARD W. , JOHNS EN S. J., MOLLER J . & LANGWAY C. C.
(1969) - One thousand cent uries of climatic record from camp
centu ry on th e G reenland ice sheet . Science, 166, 377-381.

EMILIANI C. (1971) - The last in terglacial: paleotemp eratures and
chronology. Science, 171 , 571 -573.

FERRARA G., FORNACE-RINALDI G . & TONGIORGI E . (1961) - Radio­
carbon, 3, 99-104.

GRIFONI R. (1967) - La G rotta dell'Crso di Sart eano . It N eolit ico.
Origini , 1, 53-115.

GROSS J. (1963) - Comparative biochemistry of collagen. In
« FLO RKIN M . & M ASON H. S., Comp arati ve Biochemist ry:
Acad. Press , 5, 307-346, London ».

H AMMEN T . V. d ., MAARLEVELD G . c., VOGEL J . C. & ZAGWIJN
W. H . (1967) - Strat igraph y, climatic succession and radiocarbon
dating of th e last glacial in th e N eth erlands . Geol. Mijnbouw.
46, 79-95 .

H ARE P . E. & MITTERER R . M . (1967) - No n-protein amino acids
in fossil shells, Carnegie Inst. Washington Yearbook , 65, 362­
364.

HARRINGTON W . F. & HIPPEL P . H . VON (1961) - Structure of
collagen and gelatin . In « ANFINSEN, C. B. & alii. Edts, Acad .
Press . Advan . Prot . Chern ., 16 , 1-138 .

33



MANNING]. M. (1970 ) - Determination of D- and L-amino acid
residues in peptides. Use of tritiated hydrochloric acid to
correct for racemization duri ng acid hydrol ysis. journ. Am.
Chern. Soc., 95, 7449-7454.

MANNING]. M. & MOORE S. (1968 ) - Determination of D- and
L-amino acids by ion exchange chromatography as L-D and
L-L dipept ides . journ. BioI. Chern., 243, 5591-5597 .

MINELLONO F. (1972) - Incisioni paleolitiche su osso e calcare
rinvenute a Vado all'Arancio. Atti XIV Riun. Sc. I st . It. Preist.
Protost., 207-214, Firenze.

MINISTERO LAVORI PUBBLICI (1966) - Distribuzione della tempe­
ratura in Italia nel trentennio 1926-1955, Italia Centrale . Ser­
vizio Idrografico, 21, 2a ediz.

OLSSON 1. U. & alii (1974) - A comparison of different methods
for pretreatm ent of bones. 1. GeoI. Foren. Stockholm Forhand. ,
96, 171-181.

34

PALMA DI CESNOLA A. (1974 ) - Su alcune recenti scoperte nei
livelli gravettia ni della Grotta Paglicci (Promontorio del Gar­
gano) . Zephyrus, 25, 65-79.

RADMILLI A. M. (1974 ) - Gli scavi nella Grotta Polesini a Ponte
Lucano di Tivoli e la pitt antica arte nel Lazio. Origines, San­
soni Editore, Firenze, 1-131.

RADMILLI A. M. (1977 ) - Storia dell'Abruzzo dalle origini all'eta
del bronze. Giardini Editore e Stampatori, Pisa, 457 pp .

SHACKLETON N. ]. & OPDYKE N. D. (1973) - Oxy gen isotope and
paleomagnetic Stratigraphy of Equatorial Pacific core 128-238:
oxygen isotope temperatures and ice volumes on a 105 -year
and 106 -year scale. Quat. Res., 3, 39-53.

TUREKIAN K. K. & BADA ]. L. (1972) - The datin g of fossil bones.
In « Calibration of hominoid evolution , W. W . BISHOP, J. A.
MILLER & S. COLE (eds.) Edimburgh: Scottish Academic Press ,
171-185 ».


