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1. Introduccion

Durante los ultimos afos la ciencia se ha utilizado para apoyar en investigaciones
juridicas. Las ciencias forenses son un conjunto de conocimientos de caracter
cientifico y juridico que se complementan y coadyuvan en la procuracion y

administracion de la justicia.

El aumento de delitos que involucran la desaparicion de personas ha provocado el
interés por analizar los restos encontrados en una escena criminal. De la misma
manera, en un accidente, sea de trafico, aéreo o desastre natural que involucre

fuego deja pocas posibilidades de reconocer a los afectados.

Uno de los tejidos mineralizados mas duros y resistentes en el cuerpo humano son
los dientes, estos estan compuestos por colageno y bioapatita. La bioapatita es un
mineral muy parecido a la hidroxiapatita, un mineral de fosfato muy duro, refractario,
con punto de fusion mayor a 1600°C y estable a pH basico. La bioapatita contiene
en su estructura carbonatos. Los cuales también se encuentran adsorbidos en la

estructura cristalina.

El isétopo de *C por su baja abundancia y su vida media bien conocida, ha servido
para determinar la edad de piezas arqueologicas. El aumento en la concentracion
del ™C en los afios 50 y 60, debida a la detonacién de bombas nucleares, se ha

marcado los tejidos de todos los seres vivos que nacieron entre 1950 y 1990.

La técnica de Espectrometria de Masas con Aceleradores (EMA) permite conocer la
cantidad de 'C en muestras muy pequefias. Permite datar muestras antiguas o
modernas comparandolas con las curvas de calibracion de concentracion de '*C

adecuadas.

En este trabajo se reproducira la fecha de nacimiento de algunas personas
utilizando esmalte dental. Las muestras se sometieron a diferentes temperaturas
simulando un contexto forense donde hubo fuego. Se probaron distintas
temperaturas para determinar el limite en el que se obtienen resultados confiables.
Se utilizé la técnica de EMA para encontrar la concentracion de '*C y calibrarla con

la curva de calibracion del pico de la bomba.



2. Antecedentes
1. Carbono

1. Cosmogénesis del carbono

Los primeros atomos en formarse en el Universo tras el Big Bang, fueron los del
isotopo del hidrégeno: deuterio. Pero, las condiciones de temperatura y radiacion
tan altas, prevalecientes en el Universo en ese momento, no favorecian la existencia
de este nucleo. Al enfriarse el Universo, propicio la fusion de nucleos ligeros que
dieron origen a nucleos mas pesados. De ahi que los primeros atomos en formarse
fueron los de deuterio, tritio, *He, *He, "Be y ’Li [1]. Los nlcleos con masa 5 y 8,
menos estables bajo estas condiciones, no se formaron. De acuerdo con las
hipétesis mas aceptadas, cuando la temperatura fue lo suficientemente baja (4x10°
K) la repulsién entre los nucleos de mayor carga eléctrica fue mayor que la energia
térmica de los mismos, impidiendo la creacion de los nucleos mas grandes. Se cree
que, varios cientos de millones de afos después del Big Bang, no se crearon
nucleos nuevos, favoreciendo la formacion de las primeras estrellas a partir de
cumulos de esa materia primigenia por atraccion gravitacional. Las altas presiones y
temperaturas en los centros de las estrellas, provocaron que los electrones se
disociaran de los nucleos para formar plasma, que aunado a las altas presiones y
temperaturas favorecid la nucleosintesis estelar de atomos de helio a partir de

cuatro protones con un gran desprendimiento de energia.

Cuando se agota el hidrogeno en el centro de una estrella, la fusion nuclear cesa y
la disminucién de la temperatura inhibe la expansion. Se provoca una contraccién
gravitacional del nucleo estelar, con el consecuente aumento de temperatura, que
calienta las capas estelares externas, ricas en hidrégeno, lo suficiente como para
reiniciar la nucleosintesis de helio. Este nuevo proceso de fusion genera una
expansion de las capas externas de la estrella, origen de las estrellas gigantes rojas.
La fusidn de hidrogeno en las capas intermedias produce mas helio, que es atraido
gravitacionalmente hacia el centro, lo que genera un aumento de presion y
temperatura. Cuando la temperatura del centro alcanza los 10® K los nucleos de
helio tienen suficiente energia cinética para vencer la repulsién electrostatica entre
ellos y se fusionan para formar '2C, en un proceso que consiste en la fusidon de dos

nucleos de helio para formar ®Be (inestable), que posteriormente se fusiona con



Figura 1. Proceso de fusién del helio en gigantes rojas. Tomado de [1].

otro nuicleo de helio para dar lugar a los atomos de '?C [1] (Figura 1), un elemento

estable y por lo mismo, el tercero mas abundante en el Universo.

2. Propiedades y formas alotrépicas

La Quimica organica es la rama de la Quimica que se encarga de estudiar los
compuestos del carbono y sus reacciones. Existe una amplia gama
de moléculas que contienen carbono en su estructura, desde las formas alotropicas
del carbono, formadas por redes covalentes y estructuras moleculares, ampliamente
utilizados en ciencia e ingenieria de materiales, hasta las complejas moléculas
esenciales para la vida: los carbohidratos, las proteinas, los lipidos, las vitaminas y
los acidos nucléicos. Todos ellos originados gracias a la caracteristica mas notable
del carbono: la concatenacion o capacidad para enlazarse quimicamente consigo

mismo, formando cadenas, anillos y estructuras complejas muy estables.



Dos de los al6étropos mas conocidos del carbono en los que la concatenacion da
lugar a redes covalentes son el grafito y el diamante. La estructura de ambos
depende de la hibridacion de los orbitales atdmicos de los atomos de carbono que
los constituyen. La red covalente del diamante, una de las sustancias naturales mas
dura conocidas (10 en la escala de dureza Mohs), se describe adecuadamente a
través de un modelo de hibridacién sp®, en la que cada atomo de carbono se enlaza
con otros cuatro en una red tetraédrica (Figura 2). El diamante se puede transformar
en grafito bajo condiciones de temperatura de mas de 1500° C al vacio o en

atmosfera inerte [2].

Por otra parte, la red covalente del grafito es bidimensional y se describe con un
modelo de hibridacién sp? en la que cada atomo de carbono se une a otros tres a
través de un enlace covalente tipo o. El cuarto orbital no hibridizado forma un orbital
deslocalizado que forma una segunda unidn quimica de tipo =n. La estructura
bidimensional resultante esta formada por hexagonos planos. El grafito sélido se
forma por la superposicion de un gran numero de capas bidimensionales formadas
por hexagonos (también llamadas hojas de grafeno), entre las cuales no hay una
unién quimica como tal, sino que se encuentran unidas a través de interacciones
intermoleculares: fuerzas de van der Waals, que mantienen unidas las capas de
grafeno a una distancia de 3.354A [3] (Figura 2). Las propiedades del grafito como
material lubricante se explican gracias a las débiles fuerzas de van der Waals, que
facilitan el que cada hoja de grafeno se deslice una sobre la otra. Ademas, el grafito
es un excelente conductor térmico y eléctrico debido a los electrones que se
encuentran en el orbital n; en contraparte, en direccidon perpendicular al plano, el
grafito es un mal conductor tanto térmico como eléctrico debido a las débiles fuerzas

de van der Waals [3].

Otras formas alotréopicas del carbono han sido reportadas, como
los fulerenos (estructuras moleculares de tipo Ceo y C70) (Figura 3) y los nanotubos
(Figura 4) [4]. Estas estructuras se forman cuando los enlaces de los bordes de una

capa de grafeno se cierran sobre si mismas.



Figura 2. Diamante y grafito. Formas puras del carbono. En la parte inferior se observa la estructura
molecular de estas dos formas alotrépicas del carbono. Tomado de [5]

Figura 3. Estructuras de los fulerenos (de izquierda a derecha y de arriba abajo, C20, C60, C70,
C76, C82, C100 y C520). Tomado de [6]
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Figura 4. llustracion de la estructura de algunas formas de nanotubos. Se observa cémo presentan

diferente quiralidad. A) nanotubo de pared sencilla, B) zigzag, C) Quiral. Tomado de [7]

Las propiedades fisicas y quimicas de los fulerenos han sido muy estudiadas y se
han propuesto diversas aplicaciones: en celdas solares como aceptor de electrones

para celdas solares organicas comerciales [8], por ejemplo.

Dependiendo de la forma en que se enrolle la lamina de grafeno para formar un
nanotubo, seran las propiedades conductoras del material; pudiendo comportarse

como metal o semiconductor [8].

Antes del descubrimiento de los fulerenos y los nanotubos, el carbon amorfo era el
alétropo mas comun y conocido del carbono, posee capas apiladas de atomos de
carbono que pueden describirse con el modelo de hibridacion sp?. Sin embargo, no
forman una red covalente real, porque una fraccidén significativa de sus atomos
poseen hibridacién sp. Esta mezcla de hibridaciones en los atomos de carbono
interfiere con la formacion de una red covalente regular. Y aunque posee orden
entre las primeras capas de vecinos, este orden se pierde rapidamente y parece
mas bien amorfa. El carbén amorfo se prepara por pirdlisis de polimeros organicos o
de hidrocarburos a temperaturas mayores de 1500° C. Es usado principalmente
como combustible. Con ciertos tratamientos quimicos, que aumentan la superficie,
se obtiene el carbon activado, utilizado como adsorbente, catalizador e incluso como

electrodo.
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Figura 5. Diagrama del ciclo del carbono. Se muestran los principales reservorios de carbono. Los
numeros rojos muestran los flujos de carbono en petagramos de carbono por afio, los nimeros

azules representan la cantidad de carbono en cada reservorio en petagramos. Modificado de [9]

Al combinarse con otros atomos como el hidrégeno, el oxigeno, el nitrégeno, entro
los mas comunes, el carbono da origen a un gran numero de moléculas, objeto de
estudio de la quimica organica. Sin embargo, este trabajo se enfocara en el atomo
de carbono y sus is6topos.

En la naturaleza, existen dos isétopos estables y uno radiactivo del carbono: '°C,
3C y ™C, respectivamente. El isétopo de carbono predominante, el '?C, constituye
un 99.9% del total del carbono; el *C, tiene una abundancia de un 0.1%. Mientras
que la proporcion de C con respecto al '?C es de tan solo uno en 10'? [10]. La
caracteristica del '*C, radica en que es un nucleo inestable debido al nimero de
neutrones que forman su nucleo. La vida media del "*C atomo se ha establecido en

5730 afos [11]. En la Tierra, el carbono se encuentra formando muy diversos



compuestos que se encuentran distribuidos en depdsitos o reservorios, entre los

cuales encontramos al petréleo, la atmosfera, los océanos y la biosfera (Figura 5).

El carbono se encuentra ampliamente distribuido en la Tierra, ya sea en forma
gaseosa como CO,, CO o hidrocarburos sencillos como el metano. Pero también es

componente de hidrocarburos liquidos y sélidos formando moléculas organicas.

El atomo de carbono también se combina con otros atomos como oxigeno,
nitrogeno, azufre, haldégenos, etc. para formar multitud de compuestos con
propiedades fisicas y quimicas que permiten clasificarlos de acuerdo a los grupos
funcionales que poseen. Entre ellos encontramos a los alcoholes, los ésteres, los
éteres, las cetonas, los &acidos carboxilicos, los halogenuros, etc. El analisis
elemental de los diversos compuestos que contienen carbono es indispensable para
aplicarlo en diversas areas como: medicina, farmacia, agroquimica, perfumeria,
textil; incluso en ciencias como la arqueologia o forense donde es necesario

determinar fechas a través del estudio del atomo de carbono.

3. El carbono en la naturaleza

El petroleo es uno de los grandes reservorios de carbono que existen en la Tierra,
que se forma por la descomposicion de plantas y animales que vivieron hace mas
de 500 millones de anos. Se cree que el petroleo se produce por la accién

combinada de presion, temperatura y la presencia de microorganismos anaerobios.

El petr6leo es una mezcla compleja de hidrocarburos, desde los simples como el
metano hasta las grandes moléculas de hidrocarburos o complejas como los
naftenos, compuestos aromaticos ciclicos, compuestos ciclicos con heteroatomos
como azufre, nitrégeno y oxigeno, entre muchos otros. Su composicion elemental es
de aproximadamente 85% carbono; 12% hidrégeno; 3% azufre, oxigeno, nitrégeno y

algunos elementos metalicos, asi como elementos traza. [12].

En otro reservorio, la atmosfera terrestre, el carbono existe principalmente en forma
de CO; y constituye el 0.001% del carbono total global [9]. De acuerdo con las
investigaciones geologicas, el contenido de CO, esta asociado a la temperatura
superficial del planeta Tierra. Aun y cuando la atmosfera es un reservorio de
carbono relativamente pequefo, los cambios en las concentraciones de sus
componentes tienen efectos mas rapidos y sus repercusiones ocurren a mayores

escalas, incluso a nivel escala global, con efectos medibles en otros ecosistemas.



El carbono se libera a la atmosfera por la accion de los seres vivos en la respiracion
o metabolismo, combustion de material organico y quema de combustibles fésiles,
erupciones volcanicas e incluso cuando una meteorita suficientemente grande
impacta la Tierra. En tanto que las formas en las que el CO, es tomado de la
atmosfera va desde la fotosintesis y disolucion en océanos, hasta la formacion de
carbonatos por la disolucion del COz en la lluvia y su posterior reaccién con los
minerales. El carbono en la hidrésfera proviene directamente del CO, atmosférico.
La totalidad del carbono inorganico disuelto en los océanos es 50 veces mayor que
el que se encuentra en la atmdsfera [13]. El didoxido de carbono atmosférico es
intercambiado continuamente con el de los océanos en la superficie marina. El
proceso de intercambio comienza con la disolucion del CO, en el agua para,
posteriormente, formar acido carbonico que reaccionan con los carbonatos y el
agua, precursores del ion bicarbonato. Cabe mencionar que el CO, es mas soluble
en aguas salinas y frias, por lo que el proceso de intercambio de didxido de carbono
con el agua de los océanos se ve regulado por la formacion de densas masas de
hielo en latitudes altas [13]. Algunos procesos biolégicos también contribuyen a la
absorcion del dioxido de carbono atmosférico: la fotosintesis de fitoplancton
disminuye la presion parcial del CO; en la superficie de los océanos favoreciendo la
absorcion de este gas. Ademas, algunas especies de fitoplancton y zooplancton
generan conchas de CaCOs; que, al morir, precipitan al fondo de los océanos
mientras que una fraccidn pequefia de los carbonatos es disuelta en al agua de mar.
El diéxido de carbono disuelto en los océanos se encuentra en tres formas: i) CO;
disuelto (constituye el 1% del total) que puede intercambiarse en la atmosfera. ii)
iones bicarbonato (aproximadamente 91%). iii) ion carbonato (8% del total) [14]. La

suma de estas especies quimicas constituye el carbono inorganico disuelto (CID).

En la biosfera, la concentracion del carbono es aproximadamente tres veces mayor
a la de la concentracion del carbono en la atmosfera [13]. Los compuestos de
carbono en la biésfera se encuentran distribuidos en forma de biomoléculas tales
como carbohidratos, proteinas, lipidos o ADN; a diferencia del carbono que se

encuentra en los océanos en forma de CID.

La manera en que el carbono se integra a la bidsfera inicia con la fotosintesis que
realizan plantas, arboles y algunos microoganismos. En las plantas, el diéxido de
carbono se adquiere por difusién a través de los estromas, el cual es metabolizado

por medio de la fotosintesis, proceso que utiliza la energia solar y agua para la



biosintesis de carbohidratos. Los glucidos son los carbohidratos mas abundantes en
la biosfera, ademas de ser las moléculas de reserva energética mas importantes.
Los glucidos se agrupan en tres clases: los monosacaridos, oligosacaridos y
polisacaridos. Los monosacaridos como la glucosa o la fructosa, estan formados por
una sola molécula. Los oligosacaridos son cadenas cortas de monosacaridos, como
la sacarosa o azucar de cafia. En tanto que los polisacaridos son macromoléculas
por largas cadenas formadas por centenares o miles de unidades de
monosacaridos, como la celulosa, el glucogeno o el almidon [15]. Los polisacaridos
pueden contener enlaces glucosidicos (entre cada molécula de monosacarido) de
tipo alfa (a) o beta (f). Los enlaces alfa son mas débiles, y se rompen y forman con
gran facilidad y se encuentran en los polisacaridos con funciones de reserva, como
el almidon o el glucogeno. Mientras que el enlace tipo beta es mucho mas estable y
resistente, caracteristico de polisacaridos con funcién estructural, como la celulosa y
la quitina. La celulosa es el polisacarido mas abundante en la Tierra, una sustancia
resistente, insoluble en agua y con aspecto fibroso. En tanto que la quitina es el
segundo polisacarido mas abundante. La quitina se encuentra en hongos, levaduras
y algas mientras que, en los animales constituye la cuticula de artrépodos, anélidos

y moluscos.

El que algunas especies de arboles vivan por miles de anos, permite disponer de
registros de las concentraciones atmosféricas de carbono de épocas pasadas. En
estos arboles queda evidenciada la estabilidad y resistencia de los enlaces

glucosidicos g en la celulosa aun por largos periodos de tiempo.

En la cadena alimenticia, las plantas forman parte de los primeros eslabones y
sirven de sustento para que los animales obtengan energia en forma de
carbohidratos y otros nutrientes necesarios para su subsistencia. Es a través de
esta cadena que el carbono es transferido de un organismo a otro, de los autotrofos
a los heterétrofos y en ellos de los inferiores a los superiores. En los animales, el
carbono es almacenado en biomoléculas tales como proteinas, carbohidratos,
lipidos y ADN.

Aproximadamente la cuarta parte de las proteinas del cuerpo humano son colageno
[16]. A pesar de ser una estructura relativamente simple, el colageno tiene funciones
criticas: proporciona soporte y ligadura, asi como proteccién a diversos tejidos

blandos y al sistema 6seo. El principal constituyente organico de huesos y dientes
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también es el colageno. Las unidades quimicas que componen al colageno, son los
siguientes aminoacidos: 35% dglicina, 11% alanina y 21% prolina e hidroxiprolina
[15]. El colageno posee una estructura helicoidal formada por el entrecruzamiento
de tres cadenas poliméricas. Al calentarse, el colageno se desnaturaliza y sus
hélices se desenrollan y pierden su conformacion. Al enfriarse, las cadenas del

colageno se rearreglan en forma de red capaz de dispersarse en agua en forma de

gel.

2. El C

1. Descubrimiento

Los atomos de '*C son los isétopos mas pesados del carbono, con una composicion
de seis protones y ocho neutrones en su nucleo. Su descubrimiento es
relativamente reciente; en la década de 1930, cuando se descubre la transmutacion
del nitrogeno a '4C, por la accion de neutrones. En un principio, se intentd irradiar
compuestos nitrogenados con neutrones para comprobar el descubrimiento. El
experimento consistio en colocar 100 kg de nitrato de amonio en un ciclotrén, con el
objetivo de acelerar neutrones y hacerlos colisionar con el NH4sNOs3. De esta forma, -
suponian- el ™CO, o ™CO quedaria ocluido en los cristales de nitrato de amonio; al

liberar los gases seria posible detectar la radiactividad del “C 1171

Este hecho marco el inicio de la tesis doctoral de Samuel Ruben, quien supuso que
el nimero de atomos necesarios para realizar un andlisis de radiactividad de '*C
correspondia con el niimero de atomos necesarios para analizar **S. El *C y el *S
decaen con una energia de 170 keV, lo que hizo suponer que la vida media de
ambos era similar (4 meses para el 35S) [17]. Al realizar el bombardeo del
compuesto nitrogenado, soélo generé un atomo de los 25000 necesarios para
realizar un analisis preciso. Con la instrumentacion de aquella época, no fue posible
detectar radiactividad. Afios mas tarde, Samuel Ruben conocié a Martin Kamen.
Ambos retomaron el experimento y propusieron bombardear una placa de grafito
con deuterio. Pero no contaban con que el grafito contenia una cantidad suficiente
de *C como para convertirla en *C, lo que hizo que esta vez pudieran detectar el
'“C producido. Tras realizar los experimentos de deteccion de radiactividad llegaron

a la conclusién de que su vida media rondaba los 25000 afos [18]. Una de las
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primeras aplicaciones del isétopo de '*C fue como marcador para conocer la ruta del
carbono en el proceso de la fotosintesis [17].

2. Formacion

Otro descubrimiento en la historia del '*C fue la produccién de neutrones en la
atmosfera por accion de los rayos cosmicos [19]. Los rayos cosmicos son nucleos
con alta energia, principalmente de H y He, los cuales viajan a velocidades cercanas
a la de la luz a través de toda la galaxia [1]. El origen de estas particulas no es claro,
aunque se ha propuesto la hipétesis de que tienen su origen en la explosion de
supernovas [1].

Rayos césmicos !
Atmésferaalta Y. Y. Y ¥

Neutonea) | |

N +n—>="C+p

Oxidacion del 14C

'

14C 0,

15km

Mezclado

atmosférico

9
¥

by
"N

Intercambio

, , 5 2,
atmosfera-océano Lty

Figura 6. Produccion y distribucion del *C. El choque entre rayos cosmicos y atomos de "*N produce

4C, este se oxida rapidamente y se mezcla en la atmoésfera. A través del proceso de fotosintesis

12



entra a la biésfera, mientras que para entrar a los océanos se disuelve y se convierte en carbono

inorganico. Modificado de [10].
Al ingresar a la Tierra, los rayos cosmicos, chocan con los nucleos atémicos de los
atomos que se encuentran en su trayectoria. La colision con estas particulas con tan
altas energias cinéticas, resulta en la fragmentacion de dichos nucleos. Este

proceso es llamado espalacion [20]

Cuando uno de los neutrones generados por el proceso de espalacién posee la
suficiente energia e impacta al ntcleo de un atomo de N presente en la atmésfera

terrestre, se genera un atomo de "C de acuerdo con la reaccién (Figura 6):
14N+n—>14C+p

Esta es la ecuacién que describe la cosmogénesis del *C. Los rayos césmicos
estan sujetos a variaciones producidas por cambios en el viento solar y la intensidad
del campo magnético terrestre [21]. Pero se estima que, en promedio, se forman
1.57 4tomos de *C*cm™?*s™ [21].

El nucleo de *C, radiactivo, se desintegra y transmuta a N con la emisién de una
particula beta; la vida media del ™C ha sido calculada en 5730 afios, y procede de

acuerdo a la siguiente ecuacion [21]:
1C > N + B~ + antineutrino + 156 keV

El "*C comparte las propiedades quimicas de los otros dos isétopos de carbono: por
lo que en presencia de O, se oxida a “CO, y CO, que, de la atmdsfera, son
incorporados a la biosfera y océanos en el ciclo del carbono. A través de la cadena
alimenticia, este isétopo se incorpora a los tejidos de todos los seres vivos. Es en
este momento en el que se establece un equilibrio entre la concentracion de '*C en
los tejidos, que se regeneran periddicamente, y la concentracion de C en la

atmosfera.

3. Metodos de deteccion

La datacion con ™C se basa en la suposicion de que el *C producido naturalmente,
tiene una huella unica que es la misma en la atmdsfera y en la biésfera, huella que
comienza a diferenciarse al morir el organismo. Esta idea se basa en el hecho de
que existe un intercambio continuo de materia organica en un sistema homogéneo
que contiene ™C; por tanto, se logra un equilibrio entre los seres vivos con la

atmosfera. Cuando un organismo muere, el equilibrio se altera y la concentracion de
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Figura 7. Grafico utilizado por Williard F. Libby para calcular la vida media del "*C. Para hacerlo se

baso en diferentes muestras con edades conocidas.

'“C sera la que habia en la atmosfera al momento de la muerte. A partir de estas

consideraciones, se puede calcular la concentracion de *C de acuerdo a la ley de

decaimiento radiactivo.

Sin embargo, para realizar los calculos es necesario conocer con exactitud la vida
media del *C. La primera aproximacion la realizaron Ruben y Kamen [18], con un
valor de 25000 afios. Posteriormente se determind una vida media de 5568 afos. El
valor mas exacto que se ha calculado es de 5730 afios; pero, por convencion se usa
la vida media de 5568 anos.

El uso de radiocarbono para el fechamiento de muestras fue propuesto por Williard
F. Libby y colaboradores en 1946. Libby demostro que el tiempo transcurrido desde

la muerte de un organismo podria ser determinado midiendo la actividad del '*C en
los restos de los organismos. Libby es considerado el creador de la datacion con
'4C, descubrimiento que le hizo merecedor del premio Nobel de quimica en 1960.

Los trabajos de Libby y colaboradores se realizaron contando los decaimientos de
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radiocarbono en muestras de varios gramos de carbono negro obtenida de objetos
cuyas edades eran conocidas (Figura 7). Sin embargo, las pruebas nucleares
realizadas en los afios 1950 introdujeron errores en este tipo de medidas por el

incremento en la concentracion de radiocarbono antropogénico.

El primer método desarrollado para cuantificar al *C consistid en concentrar al
isotopo pesado del carbono. Posteriormente, se utilizd una columna de separacion
isotdpica; pero era costosa y poco sensible al decaimiento del ™C, por lo que, no era

factible el realizar la datacion de materiales organicos con este método.

Lo siguiente prueba fue el desarrollo de un contador de gas proporcional, que
cuantificara el decaimiento radiactivo del carbono. Las muestras eran convertidas en
COg, acetileno e incluso en carbon solido. Dentro de los contenedores se introdujo
un contador Geiger, con el proposito de asegurar que el contador detectaba
solamente la radiacion emitida por el *C. Las paredes fueron blindadas con placas
de hierro de ocho pulgadas de grosor. Asegurando que la radiacion de fondo, no
interfiriera con el analisis. Con esta propuesta para cuantificar el *C, fue posible
realizar algunas determinaciones de la edad de algunos objetos. Este método, esta
basado en el conteo de la descomposicion de los atomos de *C. Cuando un atomo
de C decae, emite una particula beta, que puede ser detectada en un gas por el

impulso eléctrico que genera.

El método se desarrollé a partir de técnicas de deteccion usadas en fisica nuclear y
se adapto a requerimientos donde es necesario detectar bajas concentraciones de
emisiones radiactivas en gases. Los gases usados en estas técnicas van desde
COg, CH4, CoHz y CoHg. Sin embargo, el gas predilecto para estas técnicas es el
CO; por ser el que se produce como producto primario en todos los métodos, por
ser producido con alta pureza, por sus propiedades criogénicas lo que minimiza la

contaminacion y por ser usado como método de calibracion de otras técnicas [22].

Para obtener el CO, necesario para realizar el analisis es necesario someter las

muestras a combustion.

Existen dos tipos de contadores de decaimiento para gas: los tubos de cuarzo con
una capa delgada de un 6xido [23], que posteriormente se cambid por una lamina
de oro. Y los de tubos de cobre de alta pureza. En un principio los contadores se

fabricaron para minimizar la distorsidén del espectro debida a la recoleccidén de carga
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Figura 8. Principio del funcionamiento de deteccidén de emision beta por centelleo liquido. El solvente
absorbe una porcién de la energia de la emision beta hasta llegar a un fluoréforo, este absorbe la

energia y la reemite en forma de luz. Modificado de [24]

incompleta. No obstante, se comprobd que el uso de placas de cuarzo era suficiente

para proporcionar una operacion estable.

La precision de este método es de menos de 1%, y la cantidad de carbono que se
requiere para realizar un analisis es de menos de 10g. El tiempo de analisis es de

una semana o mas. [22].

Otro método basado en la desintegracion beta es el de centelleo de liquidos. En
ellos las particulas beta resultantes de la desintegracion de isotopos tales como el
*H, C y ¥P, excitan la emision de luz en moléculas organicas centelleantes, como
el benceno [22] (Figura 8). El benceno es una molécula ideal porque contiene
carbono derivado completamente de la muestra, es un excelente disolvente para

centelleadores y tiene muy buenas propiedades de centelleo y transmision de luz.

El método de centelleo proporciona una precision de +/- 2% de carbono moderno
(PMC), precision comparable a la de los contadores de gas proporcional modernos.
El tiempo de analisis en los equipos de centelleo es de mas de 48 horas, que
asegura la obtencidén de suficientes desintegraciones para obtener errores bajos.
Pero debido a que en un gramo de carbono se producen alrededor de 13.5
desintegraciones por minuto, para realizar mediciones precisas, requiere de
muestras cuyo contenido de carbono sea de al menos varios gramos. Cuando se
compara la cantidad de "C con la cantidad de '°C en una muestra; las proporciones
son de 1 en 10", lo que significa que en un gramo de carbdn hay 5*10° atomos de
'4C. Sdlo el 1% de estos decae en un periodo de 80 afios, ademas, en un solo dia
de medicion solo hay 104 desintegraciones que pueden detectarse. Con los
métodos radiométricos el error que se presenta es de aproximadamente de +/- 80

anos en los resultados.
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La limitante de las técnicas de datacion derivadas del método desarrollado por
Libby, puede superarse mediante la medicién directa del nimero de atomos de '*C
en las muestras. De esa forma es posible mejorar la sensibilidad de la datacion.
Pero los primeros intentos de realizar mediciones directas del numero de atomos de
“C utilizando espectrometria de masas convencional fallaron. En 1977 fueron
desarrollados los primeros equipos acoplados a aceleradores de particulas y
espectrometros de masas que permitieron realizar esta separacién con gran
precision, utilizando, ademas, técnicas nucleares de analisis. Este método es
conocido como de espectrometria de masas con acelerador (EMA o AMS, por las
siglas en inglés de Accelerator Mass Spectrometry). La técnica de EMA, ha
evolucionado hasta convertirse en un método estandar en datacion. Con ella es
posible medir muestras de 34000 afios de edad con una precision del 10% (+/- 830
afnos) en minutos y utilizando desde 0.25 mg de muestra. en contraste con los
meétodos radiométricos que requieren hasta 50 g de la misma muestra para obtener
la misma precisidén [22]. Otra ventaja de la EMA es detectar hasta el 1% de todo el
'“C presente en una muestra. Esta eficiencia va de 100 a 1000 veces mayor a la

técnica de centelleo liquido [22].

Otra de las grandes ventajas de la técnica EMA es la posibilidad de seleccionar
mejor la muestra que sera sometida a analisis. Es mejor analizar una fraccién de
interés de un fésil en vez de toda la pieza, ademas, del sedimento en que fue
encontrada, semillas o restos de comida en vez de todo el material recuperado. Con
un tratamiento quimico previo, es posible obtener resultados mas acordes con la

fecha asociada a la muestra.

4. Pico de la bomba

El contenido de C en la atmosfera no es constante; existen diversos factores que
modifican su concentracion. Para conocer como se ha modificado la concentracién
de ™C, se ha recurrido al analisis de los anillos anuales de crecimiento de los
arboles. La dendrocronologia estudia los anillos de los arboles para determinar la
edad y condiciones climaticas en que crecidé el arbol. La dendrocronologia se
desarroll6 durante las primeras décadas del siglo XX. Y hasta 1950, la datacion por
medio de los arboles fue el Unico método preciso para determinar una fecha, hasta

el desarrollo de la datacidn por medio de carbono "C. Los primeros indicios de que
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Figura 9. Nube con forma de hongo. Esta nube se form¢ tras el impacto de la bomba atémica sobre
la ciudad de Hiroshima. Las diversas detonaciones nucleares contribuyeron al aumento de la
concentracion de "*C en todo el planeta. Obtenida de la Biblioteca del Congreso de Estados Unidos

de América.

existen variaciones atmosféricas temporales fueron reportados por K. O. Munnich en
1957, a partir de muestras de roble aleman que fueron datadas por Bruno Huber
[25]. En los anos 50, a la par de Munnich, Hessel de Vries comenzo6 a determinar el
contenido de "C en los anillos, confirmando que la concentracion de *C cambia en
funcion del tiempo [26]. El encontré variaciones de '“C del 2% con respecto al
promedio que se habia establecido para el periodo de 1525 a 1935 A.D. Ademas,
observé que durante 1600 y 1800 A.D., la concentracion de '*C disminuyé en 2%
[22]. Estas variaciones se estudiaron por distintos laboratorios en Cambridge,
Copenhague y Heidelberg. En el afio de 1960, los tres laboratorios confirmaron las
variaciones al presentar resultados de un arbol de la especie sequoia de mas de
1300 anos de antigiedad [22]. Tras este resultado, de Vries, propuso que los
resultados de un analisis de "C debian ser calibrados para poder convertirlos a una
edad calendario. De ahi que el primer intento por presentar datos mas precisos para
calibracion, se hizo en Uppsala en 1969 en el 12° Simposio sobre variaciones de '*C

y cronologia absoluta [22].
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Los factores que modifican la cantidad de 'C van desde temporales hasta
antropogénicas. Las temporales se deben a alteraciones en la actividad solar, asi
como a variaciones en la intensidad del campo magnético terrestre. Estas
variaciones se catalogan con el nombre de Efecto de Vries, por ser Hessel de Vries

quien descubriera estas variaciones [27].

Ademas, las variaciones antropogénicas son debidas al Efecto Suess y a las
detonaciones de bombas atdmicas durante el periodo de 1950 a 1963. El Efecto
Suess, propuesto por Hans Suess, consiste en la dilucion de *C atmosférico debida

a la quema de combustibles fosiles [28], carentes de '*C.

Hessel de Vries fue pionero en descubrir que la concentraciéon de 'C aumenta
debido a la detonacién de bombas nucleares (Figura 9) [29]. Sus resultados son
producto de una investigacion en diferentes regiones y en diversas muestras como
plantas, conchas y caracoles. En esta investigacion solo se enfoca en demostrar el
aumento de *C; sin embargo, fue un primer paso para el desarrollo de la técnica de

datacion por 'C.

La era nuclear inici6 hace mas de 50 afos. Aunque Estados Unidos y Alemania
iniciaron la produccién de las armas nucleares. EUA contaba con la infraestructura y
los cientificos necesarios para concretar el proyecto de construccion de armas
nucleares, que fue conocido como Proyecto Manhattan. Liderado por Julius Robert
Oppenheimer, el proyecto consisti6 en desarrollar la bomba nuclear antes que
Alemania. La primera bomba nuclear utilizada como arma y de fabricacion

estadounidense, se detond el 16 de julio de 1945.

Tras las detonaciones efectuadas durante el periodo de la guerra fria, la entonces
Union de Republicas Socialistas Soviéticas (URSS) desarroll6 una réplica de la
bomba de Nagasaki la cual fue puesta a prueba en agosto de 1949. Otra bomba fue
detonada en septiembre de 1951. A EUA y la URSS le siguieron Reino Unido en
octubre de 1952, Francia en febrero de 1960 y China en octubre de 1964.

Las bombas atomicas se basan en el proceso de fision nuclear, que ocurre cuando
un nucleo pesado, generalmente de uranio o plutonio, se divide en dos o mas
nucleos pequefios, ademas de algunos subproductos como neutrones libres,
fotones y otros fragmentos del nucleo como particulas alfa y beta. El aumento en la
produccién de neutrones provoca un aumento en la produccion de '*C. La reaccion

nuclear es la misma que provocan los rayos cosmicos; este aumento artificial en la
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Figura 10. Pico de la bomba. Se muestran mediciones de la concentracién de '“C después del afio
de 1950 de los hemisferios norte y sur. La linea roja muestra la concentracion de “C medido en la

estacion de investigaciones Jungfraujoch. Modificado de [10]

concentracion de '*C en le Tierra es llamado antropogénico. Las detonaciones,
ademas de C, generan otros nucleos como **Mn, *°Fe, %°Sr, °zr, %°Ru, '?°sb, *'|,
¥’Cs, "iCe, Pu y Am, también radiactivos capaces de producir diversas

enfermedades en el ser humano.

Desde principios de 1960 se monitorea la concentraciéon de ™C atmosférico para
conocer el intercambio de carbono en la naturaleza [30]. A consecuencia de los
ensayos nucleares, en el hemisferio norte, en los afios de 1963 y 1964, la
concentracion atmosférica de '*C alcanzo niveles de mas del 100% de lo que se
encontraba antes de los ensayos nucleares [10]. En el afio de 1963 se encontrd un

maximo en la concentracién de "C, denominado Pico de la bomba (Figura 10) [10].

Debido a la preocupacién por el aumento de contaminantes nucleares, en el afio de
1963 se firmo6 el Tratado mediante el cual se prohiben las pruebas de armas
nucleares en la atmosfera, en el espacio exterior y debajo del agua. En este
documento se declara que las pruebas nucleares se prohiben para poner fin a la

carrera armamentista.
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Posterior al tratado de prohibicién de ensayos nucleares, la concentracion de '*C
comenzo a disminuir por la incorporacion del carbono a los océanos y a la biosfera
[30]. El Efecto Suess es otro de los factores que influyen en la concentracion del

'“C de la atmosfera [31], principalmente en las grandes ciudades.

Durante los anos de 1950 a 2010 las corrientes de aire provocaron que se
distribuyera la cantidad de '*C en todo el globo terraqueo, como consecuencia se
generaron cinco zonas de distribucién de 'C, tres en el hemisferio norte y dos en el

hemisferio sur [32].

5. Datacion con '*C con el pico de la bomba

Tras las pruebas nucleares y el aumento de *C denominado Pico de la bomba,
surge la idea de utilizar estas marcas de '*C tanto en la atmosfera como en la
materia viva. Las muestras se denominan modernas pues se comparan con las
curvas de calibracion obtenidas a partir del afio de 1950. Asi, nace la datacién por

Pico de la Bomba (Bomb-Pulse dating, en inglés).

Aunque el ™C que se incrementé durante los ensayos nucleares ha decaido durante
un tiempo de casi una centésima parte de su vida media, la EMA mide la cantidad
de atomos de carbono y no el decaimiento radiactivo como los métodos
convencionales. Con base en este principio se han desarrollado métodos,
principalmente en las ciencias forenses, para determinar la autenticidad de vinos,

procedencia de drogas ilicitas y fechamiento de restos humanos [33] [34]
Asi, la técnica de Espectrometria de Masas con Aceleradores es ideal para
aplicaciones forenses con muestras posteriores al pico de la bomba, donde es

necesario conocer la cantidad de atomos en una muestras para, posteriormente,

compararla con una curva de calibracion.

6. Fraccionamiento isotdpico

Desde 1949 con Libby [35] hasta 1977, las medidas de *C en las muestras se
realizaron cuantificando la radiacién beta emitida por los atomos de "C debida a su
decaimiento. En la década de los 80 surgio la técnica de EMA para datacion con

“C. Como se menciond, la caracteristica de esta técnica es que, en lugar de
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detectar la actividad' [36] de los atomos de 'C, se obtienen las proporciones
isotopicas de los atomos de carbono. Cuando se realiza el andlisis con *C es
necesario tener en cuenta el fraccionamiento isotopico para comparar
adecuadamente las cantidades de '*C de una muestra con un estandar o una curva

de calibracion.

La fraccion isotdpica se expresa como la desviacion (8 "°C) de la razon *C/*C de la
muestra comparada con el estandar VPDB (Belemnita de Vienna Pee-Dee) y se
expresa en partes por mil como:
13 13

C) . (—C) VPDB

13C
(z¢)VPDB

*1000

El estandar VPDB era un carbonato de calcio procedente de un fosil de belemnita
del Cretacico, de la formacion Pee-Dee de Carolina del Sur en Estados Unidos [36].
Este estandar tiene una proporcién de *C/'?C de 1.12372% [36]

El fraccionamiento isotopico es un proceso que ocurre tanto en reacciones quimicas
como en procesos fisicos. El efecto del fraccionamiento es una separacion parcial
de los diferentes is6topos y resulta en el enriquecimiento preferencial de un isétopo

sobre otro.

En el ciclo del carbono el fraccionamiento isotopico ocurre cuando este atomo es
transferido de un ecosistema a otro. En el proceso de fotosintesis, el CO, es
captado por las hojas de las plantas y arboles; es en este momento donde el 2Cc0o,
se capta en mayor proporcién que el >CO, y este, a su vez, mas que el *CO,. Se
ha observado que en la celulosa extraida de diversas plantas y arboles se encuentra
enriquecida un 2% mas con '>C que con '®C [36]. La primera explicacion de este
fendmeno se debe a un proceso cinético donde juega un papel importante la masa
de los atomos. Ademas, los enlaces formados por los is6topos mas ligeros son
menos energéticos que los de los isétopos pesados [37]. Cuando los vegetales
captan el CO; lo hacen dando prioridad a las moléculas que se absorben mas
rapido, es decir, las formadas por '°C principalmente. Ademas, como la energia para
romper los enlaces carbono-oxigeno es menor, se fijan preferentemente las

moléculas de diéxido de carbono con is6topos ligeros [37].

! La actividad se define como el nimero de electrones emitidos por el decaimiento beta del
"C por unidad de tiempo y peso de la muestra.

22



Otro motivo por el que ocurre el fraccionamiento isotépico, radica en el tipo de
metabolismo utilizado por las plantas. Las plantas son divididas en tres grupos, de
acuerdo a la ruta fotosintética o metabolismo: C3, C4 y CAM. Las plantas de tipo C3
que incluye arboles, arbustos y diversas plantas herbaceas, denominadas pastos.
La denominacion C3 proviene de las caracteristicas enzimaticas del Ciclo de Calvin.
Este proceso se realiza a través de la captura de CO; por la enzima ribulosa-1,5-
difosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco), la cual, al realizar su actividad de
carboxilasa, deriva en dos moléculas de tres carbonos llamadas 3-fosfoglicerato
[38].

Las plantas con metabolismo C4 no son tan numerosas como las C3. Son plantas
que se han adaptado a climas calidos donde la temperatura dificulta la fijacién del
carbono [39]. Estas adaptaciones hacen mas eficiente la fijacién de CO, en este tipo
de climas. La denominacién C4 proviene de las caracteristicas anexas al Ciclo de
Calvin. En las plantas C4 la primera enzima receptora de CO; es la
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEP carboxilasa) [39]. Esta produce un acido
carboxilico de cuatro carbonos (malato y/o aspartato) al entrar en contacto con el
CO..

El grupo CAM (Metabolismo Acido de las Crasulaceas, en espafiol) [39], incluye a
las plantas de climas desérticos, por ejemplo los cactos. Su metabolismo puede
intercalarse entre C3 y C4 dependiendo de las condiciones climaticas y de las
concentraciones de CO,, lo que evita producir intermediarios que utilizan mas

energia.

La diferencia en el fraccionamiento en cada tipo de plantas, se debe a la enzima
Rubisco, que tiene un valor de discriminacion intrinseca contra '*C de -30%. En
contraste, la PEP carboxilasa, tiene una menor discriminacion de ">C con un valor
entre -2 y -6 % [39]. De manera andloga, la actividad del '*C en las plantas y
arboles no es exactamente la misma que en la atmdsfera; las proporciones

isotopicas de carbono no son las mismas en vegetales que la que en la atmosfera.

7. Normalizacion

La técnica de EMA en lugar de medir la actividad especifica de las muestras, mide
las proporciones de los isétopos (*C/'?C) y ("*C/'C). La actividad especifica de una

muestra es proporcional a

23



N(140) N N(140) _ N(140)
N(12C) + N(13C) + N(14C) ~ N(12C) + N(13C) = N(120)

donde N('?C), N("*C), N("*C) representan el nimero de nucleos de diferentes
isotopos en la muestra. La ultima aproximacion genera un error equivalente a 1 afo
de "C [36].

Teniendo en cuenta que se miden nucleos de carbono en diversas muestras y que
estas se ven afectadas por el fraccionamiento isotopico, es necesario normalizar
cada analito. La normalizacion consiste en corregir la actividad calculada de una
muestra por efecto del fraccionamiento isotopico. Para esto es necesario trasladar la
actividad de la muestra a la actividad de una madera con una composicién isotépica
estable; definida con un §*C=-25%, [40].

Antes de proceder a la normalizacion se necesita introducir el factor de
fraccionamiento de *C que se define como:

13C
13 —~) [613C=-25]
Frac( ) (12C)

()

El factor de fraccionamiento de '*C esta dado por aproximadamente el cuadrado del

12

factor de fraccionamiento de ">C [41].
Frac14/12 = Frac13/12 Frac14/13 = (Frac1 3/12 )2

De esta forma la actividad especifica de una muestra, Asn, esta dada por:

2
25)[s13¢=-25]

Asn= As * Fracianz=As * l(lzc EGW
(z0)
Usando la definicion de §'C y realizando reacomodo de términos, la ecuacion

anterior se reescribe como:

_ A% _2(25+613C))
Asn= As (1 1000

Esta ecuacién es una aproximacion la cual da un error maximo de 1 % para valores
de & °C entre -35 y +3 %/, [36]

8. Materiales estandar

Las mediciones con "C se realizan comparando la actividad de las muestras con un
estandar de actividad conocida. Es necesario realizar esto debido al decaimiento

radiactivo del 'C, pues se presenta tanto en muestras como en estandares.
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Considerando lo anterior se ha establecido un estandar absoluto para '*C. La
actividad especifica absoluta asociada a este estandar es de Aans=226 Bq/Kg C [42],
definida como la actividad hipotética del carbono atmosférico en el afio de 1950. En
esta atmosfera hipotética se asume que no hay influencia humana y se ha

normalizado a §'3C=-25 .. Por tanto, Aass S€ EXpresa como:

Anbs=A1gsop.25€ 7Y 19°0)

Donde:

A1es0-251, €s la actividad especifica de la atmosfera hipotética en el afio de 1950,
normalizada a §'°C=-25 %, y que decae hasta el presente. Es de considerar que
A1gs025) corresponde a la actividad medida en el presente, mientras que Aaps S€

refiere a la actividad en 1950.
Ac, es la vida media Cambridge de 5730 * 40 afios
y, corresponde al afio en que se mide la muestra

De esta manera la exponencial convierte a A1gso-25 al valor que podria haber tenido
en 1950 [26].

El principal estandar de *C fue el NIST 4cido oxalico |, conocido como OXA 1 [38].
El estandar OXA | se obtuvo de una cosecha de betabel, en el tiempo en que la
actividad especifica del 'C comenzé a crecer debido a pruebas de armas
nucleares. La actividad especifica de OXA | (Aoxi) es 95% de la actividad especifica
en 1950 de OXA | normalizada a §'C=-19 °/,, con respecto a VPDB [36]. La
actividad normalizada de la muestra con respecto al estandar se representa con la

siguiente ecuacion:

19 \ 2
don = 09540x1 | 221000\ gosa0xs (1 219 +8130)
1000

Este valor se corrige para el decaimiento desde 1950 para obtener la actividad

absoluta especifica del estandar internacional, AAbs:
AAbS=AON * ekc(y-1950)

Donde Ac = 1/8267 afios™ e y es el afio de la medicion.

El estandar OXA | ya no se encuentra disponible comercialmente. En su lugar, se

utiliza el estandar del National Institute of Standards and Technology (NIST) 4990C

OXA 11 [30] [37], el cual también se normaliza tomando como referencia el OXA |I.
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25 \?2

122

) _ '~ Tooo

Aon = 0.7459A0XI1 s 513C0XI
1000

Teniendo en cuenta que la actividad es proporcional al numero de nucleos medidos

de carbono [36] [43], la ecuacion anterior puede reescribirse como:

14C 1 - 220 2
_ 1000
(126) 1950[—25] == 074‘59AOXI —1 N 613COXI
1000

9. Edad radiocarbénica y conversion a edad calendario

El porcentaje moderno de carbono es otra unidad empleada en la datacion con 4C.
Se representa como pMC (percent modern carbon) y es usado en muestras

ambientales y aplicaciones post pico de la bomba. El pMC se define como [36]:

* 100

AmN
pMC = Aon
Donde AmN es la actividad normalizada de una muestra y AON es la actividad
normalizada del estandar utilizado.
Esta proporcion es constante en el tiempo.

Del porcentaje moderno de carbono se deriva otra unidad conocida como fraccion

moderna [43], F, que se define como:

F= (13c) - - (130) 11 _ AmN
(%) wols] - 0.9558 (%) wle]  Aon

Reimer et al [44] proponen que, para evitar problemas con los diferentes términos y
simbolos en "C, se use la fraccion moderna de carbono F14C para muestras post
pico de la bomba. De ahi que se defina a F14C como:

AmN
Aon

F14C=

De la misma manera que el porcentaje de carbono moderno (pMC) y la fraccion

moderna (F), el porcentaje de carbono moderno (F14C) no cambian con el tiempo.

Considerando la normalizacion, materiales estandar y las unidades anteriores, es
posible replantear la ley de decaimiento radiactivo en términos de expresiones

revisadas hasta el momento. De manera equivalente se puede reescribir como:
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AmN = Aon * e
Rearreglando términos se obtiene:

F14C= AmN — e—/lt
Aon

Por convencion, el afilo 1950 AD se coloca como t=0 donde A en este caso es la
constante de decaimiento de Libby que se define como A, = 1/8033 afios™ [36]. Es
importante notar que no es la misma constante de decaimiento de Cambridge. La
edad "C convencional esta dada por [30] [34] [37]:

Tye= o In (A"‘—”) = —8033In F"C

Aon

Para conocer la edad calendario es necesario usar las curvas de calibracion
obtenidas por las medidas hechas a los anillos de crecimiento de los arboles. Como
se expuso anteriormente, la concentraciéon de '*C no ha sido constante y ha tenido
variaciones temporales y antropogénicas. Para corregir estas variaciones se
necesitan curvas de calibracion por area geografica; tomando en cuenta que el '*C

se distribuye alrededor de la Tierra por accion de las corrientes de aire [45].

10.Analisis de "*C por EMA

La espectrometria de masas es una técnica microanalitica usada para identificar
compuestos desconocidos, cuantificar compuestos conocidos, y para elucidar la
estructura y propiedades quimicas de las moléculas. Requiere cantidades pequenas
de muestra y obtiene informacion caracteristica como la masa y algunas veces la
estructura del analito. Se fundamenta en la separacion de las especies atbmicas o
moleculares en sus diferentes masas. El proceso general comprende cuatro etapas
(Figura 11): 1) lonizacion de la muestra, 2) Aceleracion de los iones por un campo
eléctrico, 3) Dispersidon de los iones segun la relacion masa/carga, 4) Deteccion de
los iones y produccion de la correspondiente senal eléctrica. Dada la necesidad de
detectar y cuantificar las concentraciones de atomos en una muestra, se ha
mejorado la técnica de espectrometria de masas acoplandola a aceleradores de

particulas.

La técnica de EMA surgié en la década de los 70 del siglo pasado en los
laboratorios de fisica nuclear de baja energia. Su desarrollo se debe a la necesidad

de contar con un método mas preciso para conocer el decaimiento de '*C en una
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Figura 11. Fundamento de la espectrometria de masas. El proceso de analisis consta de cuatro

etapas 1) lonizacioén, 2) Aceleracion, 3) Dispersion de iones, 4) Deteccion. Tomado de [46]

cantidad de muestra mas pequefia, de menos de 1g. Los principios del EMA

provienen de una propuesta tras usar un ciclotron como acelerador y detectar tritio

satisfactoriamente [47]. Posteriormente dos investigadores, Nelson D. E [48]. y
Bennet C.L. [49], usaron el acelerador en tandem de van de Graaff para reportar '*C
presente en muestras naturales, el cual tenia bastantes ventajas sobre el ciclotron
como el hecho de acelerar los tres isétopos a la vez, asi como generar iones
negativos para analizar la muestra. Por eso los separadores isotopicos se
construyeron con base en aceleradores electrostaticos en tandem. A partir de estos
hallazgos se instalaron diversos EMA en Arizona, Oxford y Toronto, que
comenzaron a desarrollar técnicas para detectar otros isétopos como *Cl, |, °Be
y %°Al, ademas del '*C [50].

La espectrometria de masas con acelerador es una técnica ultra sensible para
contar atomos individualmente. La EMA es muy utilizada en el analisis y datacién o

geocronologia utilizando ™C u otros isétopos cosmogénicos o raros.

El isétopo cosmogeénico para el cual se han desarrollado mas aplicaciones es el 4C.
Existen 6*10'? atomos de '*C en un gramo de carbén de una muestra moderna. De
estos solo decaen 14 por minuto. Para lograr una precision estadistica del 0.5% con

el método de decaimiento, serian necesarias 48 horas de analisis [50]. En contraste,

28



un analisis con EMA con la misma precision se puede lograr en 10 minutos y con

una muestra de, cuando mucho, 1 mg [50].

La técnica convencional de espectrometria de masas no puede usarse para
cuantificar '*C, debido a un enorme flujo de atomos isobaros como el "N y a las
diferentes especies moleculares con la misma masa que el '*C como ®CH, "°CH,
'2CD y 'Li.. Estos factores hacen que solo sea posible obtener una relacién
isotopica de *C/'?C del orden de 10™".

La técnica de EMA combina la espectrometria de masas con una excelente
discriminacion contra interferencias isobaricas y de especies moleculares acoplando
un acelerador de particulas, alcanzando un limite de deteccion de hasta 107", esto

se logra debido a [50]:

e El uso de iones negativos, lo cual previene la interferencia debida a atomos
isdbaros (el "N no forma iones negativos [51], por lo que, en un analisis de

'C este factor es despreciable).

e La disociacion de iones moleculares y el proceso de desprendimiento de
electrones (stripping) de iones atomicos a estados de carga altamente
positivos, posterior a la primera etapa de aceleracion. Gracias a este proceso
se previene la interferencia debida a moléculas con la misma masa que el

atomo en cuestion (por ejemplo, "?CH y *CH) [52].

e Empleo de una segunda etapa de aceleracion seguida de la identificacion de
iones individuales; lo que permite un conteo individual de los iones, de esta
forma cuando alcanzan el detector son facilmente separados por sus

diferentes energias [52].

Existen nuevos sistemas de EMA de operacion mas simple y capaces de trabajar a
energias mas bajas, desde los 0.2 MeV hasta 1 MeV, reduciendo los costos de
instalacion. En la Figura 12 se muestran las tres zonas en las que, en general, se
dividen los sistemas EMA [50].
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Figura 12. Etapas caracteristicas en un sistema de medicion por EMA asociado a un acelerador

tandem.

e Zona de baja energia: Se encuentran dos elementos principales, la fuente
iones que es donde se forma el haz de iones de la muestra, y el sistema
inyector formado por un conjunto de elementos que permiten filtrar masas y

llevarlas hasta el acelerador.

e Acelerador: En su interior se produce la aceleracion de los iones que han
superado los filtros cinematicos de la zona de baja de energia y el proceso de
stripping para eliminar a la mayoria de las especies moleculares formadas en

el proceso de ionizacion de la muestra.

e Zona de alta energia: Se realiza la seleccidon final de masas mediante
deflectores magnéticos y eléctricos, e incluye el sistema final de deteccion del
isotopo '“C.

Las muestras son convertidas en grafito mediante reduccion catalitica, a partir de
COg, producto de la combustion o reacciones quimicas. El grafito es prensado en
pequenos cilindros metalicos, denominado catodo. Dichos catodos, se llevan a un
carrusel en el acelerador, donde comienza el proceso de analisis con la fuente de

iones.
Fuente de iones

Es el primer elemento del sistema y en ella se producen los aniones X" a partir de la
muestra que se requiere analizar. Se considera como un primer filtro porque no
todos los elementos forman aniones estables como es el caso del "N, un isébaro
del "C por lo que de inicio ciertas particulas dejan de interferir. Algunas de las
caracteristicas que debe reunir una fuente de iones, es tener una alta corriente
extraida, es decir, un flujo de particulas cargadas lo suficientemente alta como para
medir concentraciones pequenas de algun is6topo, ya que al aumentar el recuento

de iones se obtiene una mejor estadistica. Los efectos de memoria deben ser lo
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minimos, para que el material extraido de la muestra no afecte a las que prosiguen
por contaminaciéon. Dado que las muestras son pequefias, se espera una alta
eficiencia de ionizacion, ademas de pocas fluctuaciones a corto y largo plazo en la
corriente de salida de la fuente —estabilidad— y que el disefio de la fuente permita un

cambio agil de muestras.

La fuente de iones funciona mediante la vaporizacién de cesio [Cs] y la formacién de
un haz de iones de Cs+ en fase vapor por ionizacién térmica, el haz es dirigido
estableciendo una diferencia de potencial con la muestra, dado lugar al proceso de
sputtering, la emisién de atomos o moléculas que reciben en la colision un impulso
igual o superior a su energia de ligadura —que es la energia necesaria para
descomponer en objeto en una de sus partes—. El resultado del sputtering es la
emisién de aniones (X*-) de la muestra, que son repelidos de la superficie de la

misma por la diferencia de potencia existente.
Acelerador

Los aceleradores tipo tandem son un tipo de instrumentacion para acelerar
particulas por medio de un campo electrostatico. Consta de tres partes, un tubo de
aceleracion de baja energia que conecta la entrada del acelerador con el terminal, el
terminal que contiene el canal de stripper donde aplica el voltaje, y un segundo tubo
de aceleraciéon de alta energia que conecta el terminal con la salida del acelerador.
La funcion de los tubos es regular el gradiente de potencial electrostatico entre las
lineas de analisis, una serie de electrodos unidos por resistencias producen un
campo eléctrico uniforme que acelera las particulas. El voltaje se consigue usando
un generador llamado en cascada, en el cual una sefal se acopla capacitivamente a
una serie de dinodos que rectifican la sefial y la suman a un alto voltaje DC. Como

el sistema tiene forma de T se conocen como Tandetrones.

Todo el sistema anterior se encuentra inmerso en un tanque lleno con un gas
dieléctrico, hexafluoruro de azufre SFe. Cuando los iones entran en el terminal
ocurre el llamado stripping, en el que que los iones intercambian carga con un
material solido o gaseoso. De esta forma, pasan de ser aniones a cationes con un
estado de carga q=+1. Como consecuencia de este cambio de polaridad, el haz final
es repelido por el voltaje positivo del terminal y acelerado hacia la segunda seccién
del tubo. El stripper es fundamental para la eliminacién de fondo molecular. Las

especies moleculares pierden electrones a consecuencia de los choques que sufren
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con el gas. En sus nuevas configuraciones son inestables, porque pocas moléculas
son estables con estados de carga 2+ y ninguna sobrevive a partir de estados de
carga 3+. Otra de las ventajas de usar altas energias por medio del acelerador es la
posibilidad de contar particulas mediante detectores desarrollados para las técnicas
nucleares de analisis, lo que permite distinguir a los isétopos de interés, aunque

hayan superado los filtros anteriores.
Zona de alta energia

En esta seccién se realiza la seleccion final de las particulas que salen del
acelerador de forma similar a la zona de abaja energia, ya que el sistema cuenta
con un deflector magnético, un deflector electrostatico, y un sistema de transporte y
focalizacion. A la salida del acelerador se tiene un haz compuesto de is6baros,
especies con la misma masa. Después de un triplete de lentes cuadripolares, esta
colocado un deflector magnético con mayor resolucién que el de la zona de baja
energia. Entre el deflector magnético y el detector de particulas se encuentra un
deflector electrostatico, que selecciona los estados de carga. El propdsito de los
deflectores es hacer un analisis en EM/q2 y E/q sobre los fragmentos moleculares
formados en el acelerador. El sistema también cuenta con un conjunto de camaras

Faraday, en las cuales se miden tanto el '2C como el "*C.
Sistema de deteccién

Al final del sistema se dispone de detectores derivados de las técnicas nucleares de
analisis y capaces de medir distintas propiedades fisicas de una particula, como su
velocidad, la energia total o poder de frenado. Ademas, resuelven ambigluedades
que no hayan sido resueltas por los deflectores. La deteccidn del isétopo problema
se realiza mediante una camara de ionizacidn multianddica, que consiste en un
cilindro que contiene isobutano y consta de un par de placas metalicas que actuan
como anodo y un catodo. Los iones problema que penetran en la camara, ionizan el
gas creando electrones secundarios. Y gracias al campo eléctrico generado entre
las placas, los iones son captados los anodos. Los valores obtenidos por los anodos
corresponderan a la energia total depositada por el ion. En EMA se miden los
cocientes isotopicos o proporciones entre un nucleo problema y los isétopos
estables del mismo elemento, por ejemplo, '“C/'?C. Como se mencioné
anteriormente, los isétopos estables son analizados individualmente midiendo las

corrientes generadas en las cajas de Faraday porque, por ejemplo, el *C es 10"
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mas abundante. El sistema EMA instalado en el Laboratorio Nacional de
Espectrometria de Masas con Aceleradores (LEMA) del Instituto de Fisica de la

UNAM se ilustra en la Figura 13.
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Descripcion del Sistema
1. Zona de baja energia
2. Acelerador

3. Zona de alta energia

4. Sistema de computo

Figura 13. Esquema del sistema HV-AMS instalado en el LEMA. La zona de baja energia (1) consta
de la fuente iones modelo SO110B y tiene una capacidad para 50 catodos. El espectrometro de
masas de baja energia cuenta con un analizador electrostatico a 54° y un analizador magnético a
90°. Prosigue el acelerador Tandetron de 1 MV (2) con los lentes Q-snout y Q-pole. La zona de alta
energia (3) que consta de un analizador magnético a 90°, un deflector electrostatico a 120°, y cajas
Faraday para la medicion de is6topos estables como el °C y °C. El sistema de deteccion final
también esta en la zona de alta energia, que consta de un analizador electrostatico y una camara de
ionizacion. La zona 4 es el sistema de computacién por el cual se controlan parte de los sucesos en

el sistema, y donde se obtienen los resultados para analizar.

33



3. Estructura y bioquimica dental

1. Estructura y tiempo de formacién de dientes.
Las piezas dentarias pueden clasificarse de distintas formas [53]:
e De acuerdo a su permanencia en la cavidad bucal:
o Dientes primarios, Deciduos o Temporarios:

Aparecen en la cavidad bucal entre los seis a ocho meses de vida
postnatal y se completa la denticion alrededor de los tres afios. Son veinte

elementos dentarios, diez por cada arcada dentaria.
o Dientes permanentes (Figura 14):

Estos remplazan a los temporales a partir de los seis afios y se completa
(32 elementos) entre los 17 a los 21 afios de edad. Estos no son

reemplazados y su pérdida es definitiva.
e De acuerdo a su forma y funcion:
o Incisivos:
Poseen bordes afilados tallados en bisel y se usan para cortar alimentos.
o Caninos:
De forma conica que sirven para desgarrar.
o Premolares y molares:

Con superficies aplanadas que sirven para triturar y moler los distintos

alimentos.

Los dientes constan de una corona y una raiz. La corona es la porcion libre del
elemento dentario que se encuentra en la boca. Raiz es la parte del diente que se
inserta en el hueso alveolar y se fija al mismo por medio del ligamento periodontal

(tejido conectivo).

El eje estructural de cada diente esta formado por un tejido conectivo mineralizado
denominado dentina. Rara vez se encuentra expuesta al medio bucal, ya que esta
cubierta en la zona de la corona por un tejido muy duro llamado esmalte. La dentina
que se encuentra en la parte de la raiz esta protegida por un tejido calcificado
denominado cemento. La union entre esmalte y dentina se conoce como conexion
amelodentinaria y la union entre cemento y dentina se denomina conexion

cementodentinaria [53].
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Figura 14. Odontograma. Se muestra la distribucion de la denticion permanente, asi como la forma

de numerar a cada pieza dental
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Figura 15. Esquema de las partes que componen a una pieza dental. Se distinguen las dos partes

principales, corona y raiz. Se observan los nombres de otras partes que componen al diente.
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Dentro de la dentina existe un espacio que recibe el nombre de cavidad o camara
pulpar. Esta cavidad contiene un tejido conectivo laxo que se denomina pulpa
dentaria. La pulpa y la dentina forman una unidad estructural y funcional

denominada complejo dentino-pulpar [53].

La necesidad de que el ser humano posea dos tipos de denticiones, se debe a que
en el nifo los maxilares son pequefios y el tamafio y numero de dientes que puede
alojar es limitado. En la segunda denticién el tamafo y numero de elementos
dentarios es mayor y esta acorde con la dimension alcanzada por los maxilares

durante el crecimiento.
La cronologia de formacidn y erupcion dentaria permanente se detalla a
continuacion [54]:

Dientes maxilares

Denticién Incisivo Incisivo Canino  Primer Segundo Primer Segundo Tercer

permanente central lateral premolar premolar molar molar molar
Calcificacion 34 m 10— 4-5m 1.5-1.75a 2-2.25a alnacer 2.5-3a 7-9a
inicial 12 m
Corona 4-5a 4-5a 6-7a 5-6a 6-7a 25-3a 7-8 a 12—
desarrollada 16 a
Raiz 10a 11a 13— 12-13 a 12-14 a 9-10a 14-16a 18-
desarrollada 15a 25a

Erupcion 7-8 a 8-9a 11-12 a 10-11 a 10-12 a 6-7 a 12-13a 17-21a
dentaria

Dientes mandibulares
Calcificacion 34 m 34m 4-5m 1.5-2a 2.25-25a alnacer 2.5-3a 810 a

inicial
Corona 4-5a 4-5a 6-7a 5-6a 6-7a 25-3a 7-8 a 12—
desarrollada 16 a
Raiz 9a 10a 12— 12-13 a 13-14 a 9-10 a 14-15a 18—
desarrollada 14 a 25a

Erupcion 6-7 a 7-8 a 9-10a 10-12 a 11-12 a 6-7 a 11-13a 17-21a
dentaria

Tabla 1. Cronologia de formacién y erupcién dentaria. Se muestra el tiempo aproximado de

formacion, desarrollo y erupcién de cada pieza dental.

2. Composicién quimica del esmalte

El esmalte es una matriz extracelular altamente mineralizada y de escaso
metabolismo, se forma por sintesis y secrecidn de unas células llamadas

ameloblastos, que desaparecen cuando el diente hace su erupcién en la cavidad
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bucal. Por este motivo biolégicamente no puede repararse o autorregenerarse,
como ocurre en los otros tejidos dentarios de naturaleza colagena. Al madurar,
pierde tanto material organico como agua por lo que resulta un producto que esta
compuesto de un 96% en peso de material inorganico, 3% de agua y 1% de material

organico [55]. El principal material inorganico es una apatita, la hidroxiapatita.

Las apatitas son estructuras ionicas con férmula general de Caqo(PO4)sX (Figura
16), donde X a menudo es OH o F. La hidroxiapatita Ca19(PO4)s(OH),, es el fosfato
de calcio mas abundante en el reino animal por su relacion con el fosfato basico de
dientes y huesos. Por ser estructuras ionicas son sustancias bastante duras,
refractarias, con puntos de fusién mayores a 1600°C [56]. Otra caracteristica es el

intercambio parcial o total de iones de la red cristalina por iones de tamafio similar.

El componente organico del esmalte maduro posee proteinas de naturaleza acida,
peso molecular bajo y composicion compleja [56]. EI esmalte externo tiende a
contener menos proteinas que las regiones internas. La proteina en el esmalte
externo es mas soluble e incluye componentes ricos en glicina y de peso molecular
bajo, y pequefos péptidos y aminoacidos [56]. Durante el desarrollo del esmalte,
esta controla la nucleacion y orientacion de los cristales de apatita. En el esmalte
maduro forma la matriz que embebe a estos cristales, dandole la resistencia a la

fractura a este tejido.

El componente inorganico del esmalte varia con la distancia a la superficie del
diente. En el caso del calcio y del fosforo su concentracion decrece, 33.6% y 39.4%,
respectivamente, en la superficie hacia la unidn amelodentinaria con un 16.1% y
18%; sin embargo, la proporcidn molar de estos componentes se mantiene
constante (entre 1.62 y 1.78) [56].

Existe una fraccion de carbono en el componente inorganico en forma de
carbonatos, constituyendo del 1.95 a 3.66% en peso [57]. El nivel de carbonato
aumenta de la superficie hacia la unidon amelodentinaria. La distribucion de
carbonatos se fija antes de que broten los dientes y no se afecta de forma
importante por estar expuestos en la boca. El bajo contenido de carbonato de la
region externa del esmalte puede ser consecuencia de la baja produccién de CO2,
debida a una actividad metabdlica mas baja de los ameloblastos cerca del final de

su lapso de vida.
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Figura 16. Estructura de la hidroxiapatita. Una de las estructuras iénicas mas duras presentes en el
cuerpo humano. Este fosfato cristaliza en un sistema hexagonal; los parametros de red son a=0.942
nmy c= 0.688 nm.

Existen otros elementos como sodio (0.25% a 0.90% en peso), magnesio (0.25% a
0.56% en peso), cloro (0.19% a 0.30% en peso), fluor (0.5%), (hierro (8 a 218 ppm)

y algunos como zinc, plomo estafio, cobre y estroncio [56].

Debido a su alto contenido inorganico el esmalte es susceptible a la
desmineralizacion provocada por los acidos, principalmente los que se generan por
microorganismos producto de su metabolismo. No obstante, los iones fluor pueden
sustituir a los grupos hidroxilo (uno cada cuarenta) en el cristal de hidroxiapatita y
convertirlo en un cristal de fluorhidroxiapatita, lo que hace que la solubilidad de este

cristal disminuya [56].
3. Composicion quimica de la dentina

El tejido pulpar, ricamente vascularizado e inervado esta constituido por diversos
tipos de células, la mas importante es el odontoblasto, el cual, es el responsable de
formar y reparar la dentina. La dentina esta constituida por fibras de colageno y
sustancia amorfa. Es un tejido mineralizado (70% de materia inorganica) que se
diferencia del esmalte, por ser un tejido dinamico (metabdlicamente activo) lo que
permite que se forme tejido dentinario durante toda la vida y que pueda reparase

cuando sufre algun danio.

El mineral en la dentina y hueso es un fosfato calcico apatitico cuyos cristales son

mucho mas pequefios que en el esmalte. No se conocen las funciones especificas
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de los componentes organicos en los tejidos calcificados, pero la del colageno, que
constituye hasta un 90% del material organico del hueso y dentina, es la de
proporcionar fuerza tensil. Aunque se ha observado que el colageno puede tener un
papel importante en el proceso de mineralizacion [56]. EI 10% restante del
componente organico, comprende una serie de polimeros de proteinas y
carbohidratos conocida en conjunto como proteinas no colagenosas que son de tipo

aniénico y también pequefias cantidades de lipidos y otras moléculas organicas.

El colageno tiene una composicion de aminoacidos poco comun, una tercera parte
es glicina, mientras que la prolina, hidroxiprolina y alanina conforman una décima
parte cada una. La importancia de que el colageno contenga prolina e hidroxiprolina
radica en que sus atomos de nitrogeno no tienen un hidrogeno para la formacién de
puentes de hidrégeno, y también forman parte de un anillo heterociclico voluminoso,
de manera que no puede formarse una estructura de a-hélice. Las fibrillas de
colageno se forman de moléculas de tropocolageno, la cual cada una de ellas esta
compuesta de tres cadenas de polipéptidos. Se han aislado varios polipéptidos
diferentes, de varios tipos de colageno que se han designado como |, Il y Il [56].
Casi 90% por peso de la dentina y del hueso esta compuesto de colageno tipo I. En

la camara pulpar existe colageno tipo Ill.

Cada una de las tres cadenas polipeptidicas en la molécula de tropocolageno se
enrolla para formar una hélice que se dirige hacia la izquierda; las cadenas de
polipeptidicas se extienden mas que en la a-hélice. Las tres hélices se encuentran
en forma paralela, unas con otras, con sus grupos terminales —NH2 del mismo lado,
y tiene una ligera torsion que se dirige a la derecha para formar un cordon o una
super hélice. Los tres filamentos se mantienen unidos por puentes de hidrégeno. En
la Figura 17 se muestra la composicion del colageno desde las cadenas de

tropocolageno hasta la fibra de colageno.

Una de las caracteristicas del colageno maduro es su solubilidad en agua, la cual se
debe al entrecruzamiento entre las cadenas a dentro de la molécula de
tropocolageno, y entre las moléculas adyacentes. El colageno de la dentina es mas
dificil de disolver que el colageno de los tejidos blandos, un efecto que se debe tal

vez a una mayor union cruzada. La union cruzada consiste en formar ligaduras inter
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Figura 17. Composicion de la fibra de colageno. Una de las proteinas estructurales mas abundantes
en el cuerpo humano. Esta proteina forma parte de las piezas dentales otorgando una matriz donde

se depositan los cristales de hidroxiapatita.

e intramoleculares de residuos de lisina o hidroxilisina, que se encuentran en los
extremos de las cadenas de tropocolageno. Estas ligaduras proporcionan al

colageno su fuerza de tension.

La fraccion inorganica de la dentina y hueso se compone de la siguiente forma. El
contenido de magnesio de la dentina suele ser dos o tres veces mas alto que en el
esmalte o hueso. El contenido de carbonatos de la dentina es mas alto que en el
esmalte; sin embargo, es un poco menor que en el hueso [56]. El principal
componente inorganico de los tejidos mineralizados es un fosfato de calcio de
apatita que guarda estrecha relacion con la hidroxiapatita. Este fosfato de calcio es

llamado bioapatita [58].

La bioapatita es similar, pero no idéntica, a la hidroxiapatita en la cual es posible la
sustitucién no estequiométrica. Los grupos fosfato son parcialmente reemplazados
por carbonatos, asi también los grupos hidroxilo son sustituidos por carbonatos [59].
Ademas de sustituir a los grupos fosfato y a los hidroxilos en la bioapatita, los
carbonatos pueden ser adsorbidos en la superficie de los cristales [60]. La
composicién de la bioapatita puede describirse de manera aproximada con la
siguiente formula [59]: (Ca, Na, Mg, Ba, Fe, Sr, Zn)1o(PO4, HPO4, CO3)s(OH, F, ClI,
COs3, O, H20),

40



4. Aplicaciones forenses del **C

1. Generalidades

El objetivo de las sociedades actuales es conciliar la seguridad publica y respetar
los derechos humanos de los gobernados. En nuestros dias es necesario investigar
y perseguir delitos en forma cientifica. Para esto se hace necesario el uso de las
ciencias forenses, las cuales dan informacién a las autoridades encargadas de la
procuracion y administracion de justicia, nuevas técnicas y métodos que permitan

conocer la existencia o no del delito y del sujeto activo del mismo.

Cuando se menciona el término forense la mayoria de las personas piensa en
cadaveres. Sin embargo, es necesario conocer la etimologia de la palabra para
establecer el campo de estudio y aplicacion de las ciencias forenses. La palabra
forense proviene del latin forensis: “perteneciente o relativo al foro”. Cuando en la
Antigua Roma la acusacion, argumentacién y pruebas de un crimen requerian ser
presentadas en un foro ante personas consideradas notables, para que éstas

determinaran el veredicto.

La Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México define las

ciencias forenses como:

Un conjunto estructurado de conocimientos, de caracter cientifico, juridico y
técnico que se aplican al analisis de los hechos en materia de conflicto judicial y que
permiten dar seguimiento y continuidad al proceso hasta que se presentan los
resultados ante la autoridad juridica correspondiente para coadyuvar en la
procuracion y administracién de la justicia [61].

El hecho de que las ciencias tanto exactas como sociales apliquen y desarrollen
nuevo conocimiento en el ambito legal, da oportunidad de referirse a ellas como

ciencias forenses.

La necesidad de técnicas exactas para estimar la edad ha aumentado por dos
principales razones. La primera es el aumento de cadaveres y restos humanos no
identificados; por otra parte, existen personas vivas que no cuentan con acta de

nacimiento y, por tanto, no pueden comprobar su edad.

En muchos casos, basta con una estimacién aproximada de la edad ya sea por
parte de un experto en antropologia o por el experto en odontologia forense para
confirmar la identidad de un fallecido con otros hallazgos. En otros casos la

estimacion de la edad debe ser lo mas exacta posible, como en un caso de
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asesinato o un accidente donde no es posible tener mas datos que permitan la
identificacion de una persona. Asi, la estimacion de la edad puede desempefar un
papel central en la aclaracidén de cuestiones con impacto juridico o social tanto para

un individuo como para la comunidad.

En este contexto la EMA y con apoyo de los registros de la concentracién de '*C
durante los afios 50 y 60 provocados por el pico de la bomba, son una herramienta
que permite establecer la fecha de nacimiento o muerte de un individuo a través del

analisis de '*C en tejidos como sangre, ufias, cabello, huesos o dientes [62][63].

2. Determinacion del tiempo de vida a través del contenido de '*C en dientes

El procedimiento estandar para determinar la edad de un cadaver sin identificar, es
a través del estudio en dientes y huesos. Los métodos antropoldgicos, basados en
la morfologia de huesos y dientes no son precisos y pueden presentar
incertidumbres de +/- 10 afos [64]. Uno de los métodos mas precisos para
determinar la fecha de muerte de un individuo es la racemizacién del acido
aspartico. Este método se basa en la racemizacion del acido aspartico que se
acumula en los dientes durante el periodo de formacién, el cual se convierte de la
forma L a la forma D a una tasa ya determinada; el analisis se realiza mediante
cromatografia de gases [65]. Este método se aplica con muestras como cemento,

dentina o esmalte y su incertidumbre puede ser de +/- 5 afios 0 menos [64].

El uso de dientes para determinar la fecha aproximada de muerte de individuos ha
sido factible gracias al apoyo de la técnica de EMA. El procedimiento de analisis
mas sencillo requiere de la extraccion del colageno que forma parte de la dentina de
la raiz del diente. Una vez extraida la proteina, esta se convierte en grafito que sera
analizado en el espectrometro de masas con aceleradores. Cuando se obtiene la
cantidad de "C en la muestra, se compara con un curva de calibracion y se obtiene
la fecha en que el tejido intercambié carbono por ultima vez con el medio. La
incertidumbre que se obtiene por este método es de aproximadamente 1.69 anos
[66].

En comparacion, el analisis de 14C en esmalte dental es una técnica relativamente
nueva (descrita por primera vez en 2005 [67]). El analisis de esmalte proporciona
informacion sobre la fecha de nacimiento de una persona. El carbono que pueda

extraerse para su analisis es el que se fij6 al momento en que se formaron los
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dientes. Las formas en que el carbono se encuentra en los dientes van desde
carbonatos atrapados en la estructura cristalina de la bioapatita o como sustituyente
en este cristal. La incertidumbre a través de este método es similar al de un analisis
de dentina, aunque un ultimo reporte menciona que se obtuvieron 1.7 +/- 1.4 afios
de error [68].

Cuando se analiza un diente a través de la técnica de EMA surge una ambiguedad,
que el resultado se encuentre en la parte creciente o decreciente del pico de la
bomba. Para establecer cual de las dos fechas es la mas acertada, es necesario
realizar un analisis tanto de esmalte como de dentina. El criterio es el siguiente: si
existe mayor concentracion de "C en dentina que en esmalte, el diente corresponde
a la parte creciente de la curva; en tanto que, si la dentina muestra una menor
cantidad de "C que en esmalte, la muestra pertenece a la parte decreciente de la

curva.
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5. Contexto social sobre el analisis de restos quemados

1. Accidentes.

Un accidente es un inesperado y catastrofico evento que resulta en heridas o la
muerte de una o muchas personas [69]. Cuando sucede un evento de este tipo es
necesario identificar a las victimas con el fin de proveer la dignidad de un nombre a
una persona fallecida, para permitir que los familiares comiencen procesos

funerarios, para facilitar el proceso de investigacion judicial, entre otros.

Un accidente puede ser por causas naturales (meteorolégicas o eventos
geoldgicos), de tipo tecnolégico o causado por los seres humanos (fallas
estructurales, fallas en medios de transporte, estampidas de gente, incendios,

guerras y terrorismo).

Los accidentes pueden ser abiertos o cerrados, incluso una combinacion de estos.
Un accidente abierto es una situacion donde no es posible identificar de manera
inmediata a las victimas, la unica forma de obtener datos es por medio de registros
ante-mortem. Un accidente cerrado es aquel dénde se tiene a la mano una lista de
las posibles victimas (por ejemplo, un accidente aéreo donde existe una lista de
pasajeros) y, generalmente, los datos ante-mortem son mas faciles de obtener. Una
combinacion de accidentes cerrados y abiertos se da cuando el escenario donde se
presenta el incidente es complicado, por ejemplo, un avién que se estrella en una

zona residencial. Este tipo de eventos dificulta la recoleccion de datos ante-mortem.

En México las causas de muerte por accidentes ocupan mas del 50% cuando se
trata de defunciones accidentales y violentas, en esta categoria se incluyen
homicidio con un 30% de incidencia en los ultimos cinco afios, y suicidio con una
incidencia del 9% en los ultimos dos afos [70]. Cuando se trata de muertes por
quemaduras es importante determinar si se produjeron pre o postmortem, la
existencia de trauma previo a las quemaduras, por asfixia de gases o por aspiracion

de CO o por otra causa.

Las quemaduras pueden producirse por llama, por liquidos hirviendo, por contacto
con un solido, vapor o gases calientes, asociadas a explosiones o a sustancias
quimicas. Los eventos que presentan fuego de por medio van desde incendios
forestales, casas en llamas, accidentes de automovil hasta la incineracion del

cuerpo de una victima. Las temperaturas que se alcanzan en cada una de las
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situaciones van de 400 hasta los 1000°C, dependiendo de las condiciones de

oxigeno y combustible presentes durante el fuego [71].

Cuando ocurre un incidente donde exista calor, ya sea por contacto directo con una
flama o por la transferencia de energia a través de distintos medios, un cuerpo
humano presenta cambios en su estructura. Los cambios van desde la
deshidratacion de los tejidos, desnaturalizacion de las proteinas hasta la combustidon
de las moléculas que conforman al individuo. Uno de los componentes del cuerpo
humano que resiste a los efectos del calor son los dientes. Los dientes se
componen principalmente de minerales, esta caracteristica los hace resistentes, no

solo al calor, sino también a alcalis y acidos débiles.

2. ldentificacion de restos.

Las quemaduras son las lesiones producidas por la accién de una llama sobre los
tejidos humanos. La etiologia de las quemaduras habitualmente es accidental,
siendo menos frecuente la causa homicida. Segun Juan Lopez-Palafox [72], algunos
de los cadaveres carbonizados de etiologia homicida fueron asesinados mediante
otros procedimientos, antes de ser incinerados. Con frecuencia se investigan
victimas que han sido rociadas con gasolina, muriendo por la accién del fuego. Este
procedimiento lo usan grupos delincuenciales concretos con el objetivo de borrar

cualquier dato de identificacion de las victimas.

La dificultad que encierra la investigacion de cuerpos carbonizados obliga a ensayar
procedimientos especificos, destacando estudios dentales, ya que son los

elementos que se recuperan sin haber sufrido cambios estructurales tan drasticos.

Los cuerpos carbonizados presentan ciertas caracteristicas que de alguna manera

dificultan el analisis en el proceso de identificacion. Estas caracteristicas son [72]:

e Reduccién de volumen de 6rganos y miembros que les hace parecer mas

jovenes.

e Los huesos se separan a nivel de las articulaciones, hallandose

frecuentemente fracturados y carbonizados.

e Los miembros y manos se acortan, de dos a tres veces con respecto a su

tamano natural.

e La cabeza de un adulto llega a revestir la apariencia de la de un nifio de siete

a doce afnos.
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e Cuando la intensidad del fuego es alta, al intentar examinar los restos, estos
pueden convertirse en cenizas. En estos casos desaparecen datos de

informacion, como son ropa, documentacion y otros objetos.

Algunos reportes mencionan que la identificacién basada en la odontologia, va del
43 al 83% de efectividad [69]. La odontologia forense contribuye en el proceso de
identificacion como método secundario o de soporte donde los registros de las
personas son inadecuados o no existen. La identificacién se basa en la comparacion
de los registros dentales post-mortem con los registros ante-mortem que se tengan.
Sin embargo, cuando no hay registros iniciales disponibles, como cuando no hay un
nombre para un individuo, entonces las caracteristicas de las estructuras oro-
dentales se pueden utilizar para indicar la edad, el sexo, la historia médica o dental,

etc.

En accidentes donde se presenta fuego la escena se modifica, asi como también se
modifican los restos que pueden ser utilizados para determinar la edad de una
persona. Los dientes, especialmente los molares, tienen una alta resistencia y sus
materiales se preservan incluso tras un evento donde haya fuego moderado. Los
meétodos morfoldgicos pueden ser aplicados solamente en casos donde el diente se
ha preservado por completo. EI método de racemizacion del acido aspartico no
puede utilizarse en accidentes que involucran fuego ya que el proceso de
racemizacion es dependiente de la temperatura: el calor induce a una mayor

produccion de acido aspartico dando lugar a falsos positivos.

Se estan desarrollando métodos que apoyen a las técnicas habituales de
identificacion y determinacion de la edad . El contenido de los dientes, colageno en
dentina, bioapatita en esmalte o proteinas de la pulpa, ha comenzado a ser usado
para determinar la edad o el parentesco de las personas por medio del analisis de
'“C o del DNA, respectivamente [73]. El andlisis de restos que fueron sometidos al
fuego se encuentra poco desarrollado. Existe la posibilidad de analizar DNA de una
muestra quemada pero soélo hasta cierta temperatura, la razén es que la pulpa
dental contiene informacién genética termolabil que se encuentra protegida por la
dentina y ésta a su vez por los tejidos en los que se encuentra inmerso el diente.
Cuando las temperaturas a las que fue sometido un cuerpo sobrepasan los limites
para realizar un analisis de DNA, es necesario acudir a otros compuestos quimicos
que soporten la energia calorifica y que puedan ser utilizados para proporcionar

informacion forense.
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3. Pregunta de investigacién y objetivos

Pregunta de investigacion

¢De qué manera influyen factores como la temperatura de calcinacion y tipo de
diente en la determinacion de la fecha aproximada de nacimiento de una persona

por medio del contenido de *C?

Objetivo General

Reproducir la fecha de nacimiento de diferentes personas de edades conocidas a
través del contenido de "C en piezas dentales con la técnica de Espectrometria de

Masas con Aceleradores.

Objetivos particulares

e Desarrollar la metodologia a seguir para analizar el esmalte dental dafado

por el fuego, y asi, obtener la fecha de nacimiento.

e Determinar el limite de temperatura hasta el cual es posible obtener

resultados confiables por medio de la técnica EMA.

e Determinar cuales piezas dentales son las que proporcionan resultados mas

exactos de acuerdo a su tiempo de formacién y contenido de "C.

Hipotesis

Si la concentracion de '“C se distribuye en todo el mundo de acuerdo a las
investigaciones realizadas y, ademas, se metaboliza de la misma manera que el
'2C, sera posible determinar la edad de las personas nacidas entre 1950 y 1990 por
el contenido de 'C en tejidos blandos, asi como en minerales como el esmalte

dental.
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4. Materiales y métodos

Muestras dentales

Los dientes utilizados fueron donados por la Facultad de Medicina de la UNAM, a
través de la carrera en Ciencia Forense por el laboratorio de antropologia vy
odontologia forense. A las muestras se les asigné un numero de registro y se
incluyo en el inventario del LEMA para darles rastreabilidad. La informacion de las

muestras se muestra en la Tabla 2.

Registro LEMA Tipo Aio de nacimiento
831 Tercer molar 1974
832 Tercer molar 1974
833 Tercer molar 1974
834 Primer premolar 1991
835 Primer premolar 1991
836 Primer premolar 1991
837 Tercer molar 1976
838 Tercer molar 1976
839 Tercer molar 1976

Tabla 2. Registro de las piezas dentales con clave asignada en el LEMA. Se muestra tipo de diente y fecha de
nacimiento real.

Todas las muestras se limpiaron con ultrasonido utilizando un sonicador marca
Cole-Parmer modelo 08895-02 en agua desionizada durante 15 minutos hasta que
los restos de suciedad, por sangre, residuos de tejido y materiales organicos e

inorganicos adheridos se elimino.

Tratamiento de muestras

Para someter las muestras a las condiciones de temperatura de analisis, se utilizd
un horno eléctrico cilindrico. El horno consta de un tubo ceramico rodeado de una
resistencia. La resistencia esta cubierta con fibra de vidrio. Tanto el tubo ceramico
como resistencia y fibra de vidrio, las envuelve una estructura de aluminio

(Fotografia 1).

En un costado del horno se colocd una pieza de material refractario, que funcioné

como aislante entre el horno y un tubo de vidrio el cual se alimentd con nitrégeno
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Fotografia 1. Horno eléctrico cilindrico. Se observa el tubo ceramico al centro en el cual se

introdujeron las muestras para su calcinacion.

gaseoso marca Infra con una pureza del 99.995% con el objetivo de mantener una

atmosfera inerte durante el proceso de calcinacién.

Para controlar la temperatura del horno se utilizé un redstato marca TENMA modelo
72-110. Con él era posible alcanzar temperaturas de hasta 1100°C. La temperatura
se monitored con la ayuda de un termopar, el cual se conecté al médulo National
Instruments FP-1000. El modulo se conectdé a una computadora y se visualizo la
temperatura con el software LabView 2009.

Las temperaturas experimentales fueron 500, 600 y 700°C. En la Tabla 3 se

muestra el disefio experimental.

Muestra Condiciones
831 500°C
832 500°C
833 Control
834 Control
835 700°C
836 700°C
837 Control
838 600°C
839 600°C

Tabla 3. Diseno experimental para cada pieza dental.
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Las muestras se colocaron sobre una pieza de alumina para evitar el contacto de las
piezas dentales con las paredes internas del horno y que resultaran contaminadas o
se adhirieran a las mismas. Para cada temperatura ensayada, se introdujeron dos
muestras. En cada una de las temperaturas se utilizaron rampas de calentamiento
de 9°C/min para llegar a 500°C, 12°C/min para alcanzar 600°C y 13°C/min para
llegar a los 700°C. Una vez alcanzada la temperatura, esta se mantuvo durante 30
minutos. Transcurrido el tiempo, se apagd el horno y se dejo enfriar hasta la
temperatura del ambiente. Las muestras se almacenaron en bolsas de plastico con

cierre hermético y se llevaron al laboratorio de preparacién de muestras.

Corte de piezas dentales

A los controles se les realizé un corte transversal, con ayuda de un micromotor
(MDC modelo dental 3) y disco de diamante de una luz (modelo NTI) de modo que
la corona se separo de la raiz. A las muestras quemadas se les separd la corona de
la raiz con ayuda de pinzas de diseccion. La raiz de todas las muestras se guardo.
Las muestras tanto quemadas como controles se depositaron en tubos de
polipropileno de fondo cénico. Todas las coronas dentales se sonicaron en agua
desionizada durante 15 minutos. Posteriormente fueron ingresadas en una estufa
Barnstead (Lab-Line modelo 3512) a 65°C durante aproximadamente 48 horas, para

que se secaran por completo.

Tratamiento de muestras

A las muestras secas se les agregaron 7 mL de NaOH 10M. Los tubos se colocaron
en un bloque de calentamiento a 65°C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, las
muestras se sonicaron a 60°C durante 30 minutos. La solucion de cada tubo se
decant6. Posteriormente se afadieron 7 ml de NaOH 10M y se dejo, nuevamente,
en el bloque de calentamiento. Este procedimiento se repitié durante una semana.
Luego, las muestras se lavaron varias veces con HCl| 0.2M y agua desionizada
hasta que se alcanz6 un pH neutro. Los tubos se ingresaron en la estufa Barnstead
a 65°C durante 48 horas, para secar las piezas dentales. Con ayuda de una
espatula, se eliminaron los restos de dentina que quedaban adheridos a la superficie
del esmalte. Las muestras se llevaron a sonicar en agua desionizada durante 15

minutos. Posteriormente, se dejo secar las muestras a 65°C durante 48 horas.

50



Digestion de carbonatos

El siguiente paso consistio en pesar las muestras y colocar las muestras de esmalte
dental en tubos de borosilicato con tapa septum (Labco Exteiners). La cantidad

minima necesaria para obtener 1mg de grafito debe ser de 300 mg de esmalte.

Los tubos se colocaron en el bloque de calentamiento del equipo para la hidrolisis
de carbonatos (Carbonate Handling System: CHS; lonPlus). El equipo consta de un
muestreador automatico, trampa de agua y adaptador de flujo de helio mostrado en
la Fotografia 2. Este sistema CHS esta acoplado a un equipo de grafitizacion

automatizado (AGE lll; lonPlus) como el que se muestra en la Fotografia 3 [74].

A los tubos con las muestras de esmalte se les agregé 1mL de disolucion de H3;POq4
al 85%. Se dejo reaccionar durante una hora a una temperatura de 80°C. La

reaccion que describe el proceso anterior es la siguiente:
2Hs;PO4 + 3CaCO3; = 3CO, + 3H,0 + Ca3(PO4)2

El CO2 que se generd se desplazé al reactor del grafitizador AGE 11 utilizando helio

como gas acarreador [74].

Grafitizacion

El CO; que se obtuvo de cada muestra se transporté desde el sistema CHS hasta el
AGE Ill con ayuda de helio marca Infra con una pureza del 99.999%. Durante el
proceso los gases son adsorbidos en una trampa de =zeolita tipo 13X
(Nasgs[(AlO2)s6(SiO2)106]*H20). Para que el CO; se libere es necesario calentarla a

490°C, posteriormente se limpia y se enfria con Hy para que el proceso se lleve a

cabo nuevamente.

El sistema AGE Ill cuenta con siete reactores, en cada uno se encuentra un tubo al

que se deben

agregar aproximadamente 4.5mg de hierro metalico en polvo marca Alfa Aesar con
numero de malla 325. La superficie del hierro es oxidada utilizando oxigeno e
incrementando la temperatura, con el propdsito de eliminar cualquier contaminante
organico adherido. Posteriormente es reducido nuevamente a hierro utilizando una

corriente de Hy (marca Infra y con pureza del 99.999%) y temperatura.
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Fotografia 2. Equipo automatizado para la hidrdlisis
de carbonatos CHS lonPlus.

Fotografia 3. Equipo automatizado de grafitizacion
AGE lll lonPlus.
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El hierro en su forma elemental sirve como catalizador en una reaccion de reduccion
del COy) obtenido de las muestras de esmalte y H> Las condiciones para que se
lleve a cabo la reaccién son 580°C durante dos horas. El producto principal de la
reaccion es grafito, el cual es analizado en el separador isotopico. La reaccion
anterior se conoce como reaccion de Bosch [75], [76] y la ecuacion que la describe

es la siguiente:
COz2+Hy; > CO+Hy+H,O > C+HO

Para que la reaccion sea mas eficiente es necesario desplazar el equilibrio hacia la
formacion de productos. Una manera de hacerlo es congelando el agua a -10°C por
medio de enfriadores tipo Peltier [76]. De esta forma se hace mas eficiente la
obtencion de grafito. El proceso de tratamiento de las muestras de dientes y de

grafitizacion se esquematizan en el diagrama de la Figura 18.

Tratamiento de
muestras

C

Registro d Tratamiento neutalisar don
egistro de Tabla de datos NaOH 10M
muestras HCl 0.2 M
\—l—) \_/\
p ( p Reposo en : :
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muestras Controles calentamiento muestras

- Remocion de
o Muestras Corte de piezas Sonicacion No dentina
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Enjuague con
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:
1

. Decantar
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muestras
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-
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Secado de Secado

muestras

Hidrolisis y
grafitizacion

Figura 18. Diagrama de flujo para el pretratamiento
y grafitizacion de carbonatos.

Prensado de muestras

El carbono en forma de grafito se deposita en el hierro; para introducirlo al

separador isotopico es necesario introducirlo a un catodo de aluminio. Con ayuda de
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una prensa hidraulica la cual ejerce una presién de 150 psi, el grafito se coloca en
un catodo de aluminio. Esto se hace para obtener una superficie lisa y homogenea.
Una vez que el catodo contiene el grafito, este se coloca en un portacatodos y a
continuacion se introduce en un carrusel que sera analizado en el espectrometro de

masas con aceleradores.

Reporte de medidas de '“C

Los resultados que arroja el espectrometro de masas con aceleradores son

reportados como la razon entre *C/"?C y "*C/'C.

Es indispensable tener en cuenta el fraccionamiento isotépico, ya que de aqui se
pueden realizar correcciones en la muestra medida, asi como identificacién de la

dieta, incluso de la zona geografica donde vivia el organismo.

Calibracion de resultados

Para las muestras modernas, es decir, las muestras analizadas despues del pico de

la bomba es posible procesarlas con un software en linea llamado Calibomb.

Calibomb es una herramienta de uso no comercial disponible en linea a través de la
pagina http://calib.qub.ac.uk/CALIBomb/ desarrollada por Reimer [44], en donde se
debe elegir una de las zonas de distribucion de 4C [32], de acuerdo al origen de la
muestra; para las muestras recolectadas en México les corresponde la zona 2.
Gracias a que se han hecho mediciones de '*C en anillos de crecimiento de arboles,
el programa Calibomb es especial para muestras que se formaron afios antes,

durante y despues de las pruebas nucleares que dieron lugar al pico de la bomba.

La precisidon en la calibracion depende de la calidad de los resultados obtenidos por
EMA, asi como de la correpondencia entre la cantidad de ™C y la pendiente de la

curva de calibracion.

Para conocer la edad calendario de las muestras es necesario introducir la cantidad
de "C en al muestra en unidades de fraccién moderna (Fm). También se necesita
introducir el error, este tambien posee unidades de fraccion moderna. Basta con
presionar el boton de “Calibrate”, en la interfaz grafica, para obtener las posibles
edades calendario de las muestras, asi como un grafico que muestra la distribucion

de probabilidad de los posbles afios que corresponden al nivel de "*C medido.
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5. Resultados y discusién

Tratamiento de muestras

Las condiciones de temperatura a las que se sometieron los las piezas dentales, se
eligieron tomando en cuenta dos criterios; uno social y otro fisicoquimico. Desde el
puento de vista social el rango de temperatura elegido, es decir, de los 500°C a los
700°C comprende situaciones que van desde desde una fogata, una casa en llamas

y un automovil incendiandose, segun describe Ellingham [71].

Fisicoquimicamente, como describe Reyes-Gasga [77] y Munro et al. [78], desde los
275°C y hasta los 500°C se pierde toda la materia organica presente en las piezas
dentales. Desde los 100°C y hasta los 600°C el agua que que forma parte de las
piezas dentales se pierde. A los 700°C comienza la perdida de carbonatos tanto los
gue se encuentran adsorbidos como los que forman parte de la estructura cristalina

de la bioapatita.

Con estas condiciones se intentd comprobar el maximo de temperatura a la cual es
posible obtener resultados confiables en cuanto a fechas de nacimiento de personas
a través de la concentracion de "C en dientes. En el aspecto social se intentaron
abarcar los escenarios mas recurrentes cuando se presenta un accidente que
involucre fuego. Desde el puento de vista fisicoquimico se elegieron los rangos de
temperatura donde se presenta la mayor cantidad de cambios macroscopicos y

quimicos.

Descripcion visual de las muestras carbonizadas

Una vez incineradas las piezas dentales, se corroboré lo descrito segun Sandholzer
[79]. El autor menciona que es posible determinar las temperaturas aproximadas a
las que fueron sometidas las muestras con la coloracion de estas. Un color café y
negro, indica que las muestras se sometireron a temperaturas alrededor de 400°C.
Una coloracién café con una dismunucion del negro, indica que las muestras fueron
expuestas a 500°C. Conforme el color café disminuye y, a su vez, aumenta una
coloracion grisacea blanca, indica un aumento en la temperatura. Lo anterior se
explica por la disminucion del contenido de material organico; paralelmente la

estructura cristalina de la bioapatita se ve detriorada al aumentar la temperatura.

Para confirmar lo anterior se recurrié al uso de espectroscopia Raman. Esta técnica

se basa en la dispersidn de la luz por accién de las especies presentes. El hindu C.
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V. Raman descubri6 que la longitud de onda de una pequefia fraccion de la
radiacion dispersada por ciertas moléculas, difiere del haz incidente y los
desplazamientos de longitud de onda dependen de la estructura quimica de las
moléculas responsables de la difraccion. Esta técnica comparte longitudes de onda
del infrarrojo medio y en ocasiones los espectros de absorcion se parecen para
algunas especies; no obstante, una de las ventajas de los espectros Raman
respecto al infrarrojo es el hecho de que el agua no interfiere, de este modo se

pueden obtener espectros Raman de disoluciones acuosas.

El analisis espectroscopico se realizé en el laboratorio de Espectroscopia Optica
ubicado en el Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada en Juriquilla,

Querétaro. En el anexo 1 se encuentran los resultados del analisis.

Las piezas dentales se muestran en la Tabla 4. Se nota cdmo a mayor temperatura,

la coloracion café disminuye vy, a su vez, las piezas adquieren un color grisaceo.

Tratamiento quimico y grafitizacion

El tratamiento en hidroxido de sodio 10N se realizd con la finalidad de eliminar todo
rastro de materia organica remanente en las muestras. En el caso de los controles,
la disolucion de NaOH contribuyé a remover el colageno presente en la corona
dental. La hidroxiapatita que conforma a la corona, es insoluble a pH basicos. En la
Fotografia 4 se muestra un tubo de plastico con muestra dental y que ya fue tratada

con hidréxido de sodio 10M.

Las ventajas del uso del equipo para la hidrdlisis de carbonatos son que permite
adicionar de manera automatizada acido fosférico a las muestras. El uso de trampas
de Sicapent con indicador marca Merck permite eliminar la humedad. EI CO,

generado no requiere de tratamientos extra.

El CHS se opera a través de una computadora con el software proporcionado por la
empresa fabricante lonPlus. El software permite controlar la adicién del acido
fosforico, asi como la recoleccion del gas generado con ayuda de una aguja de
doble pared, que por una parte inyecta helio como gas acarreador y por otra,
recolecta el gas generado por la reaccion. También es posible monitorear el proceso
de la reaccion de Bosch, desde el acondicionamiento del equipo hasta la obtencién
de grafito. En la Figura 19 se muestra el proceso de recoleccion de dioxido de

carbono, acondicionamiento con hidrogeno y su grafitizacion.
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Fotografia 4. Tubos de plastico con una pieza dental cada uno. La pieza se traté quimicamente y el

siguiente paso es la hidrolisis para su posterior grafitizacion.

1700
1600

1500-]

1400-]
13004
12007

11004

pressure / mbar

TN TR TN PR TN PR TN PRTE FRTE CRTN PR T Ry

S, 38855888888

8
8

time

1
05:07

Figura 19. Proceso de grafitizacion en el software proporcionado por IONPlus. Se observan tres

etapas, la primera es el acondicionamiento del hierro. En la segunda etapa se cargan los reactores
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con el diéxido de carbono recolectado. En la tercera etapa se observa la disminucion de la presién

por el proceso de grafitizacion.

TEMPERATURA MUESTRA
500°C
600°C
839
700°C
835 836

Tabla 4. Dientes calcinados a diferentes temperaturas. Se observan fotografias de las piezas

dentales después de haber sido tratadas con calor.

Cantidad de '“C en las muestras

Tras el analisis del grafito a través del espectrometro de masas con aceleradores,

se obtuvieron los siguientes resultados de *C para cada una de las muestras:
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Muestra Tipo de diente Fm  Error Fm
831 Tercer molar 116.00 0.41
832 Tercer molar 115.10 0.80
833 Tercer molar 117.36 0.47
834 Primer premolar 115.95 0.45
835 Primer premolar 114.81 0.47
836 Primer premolar 47.09 0.23
837 Tercer molar 101.58 0.39
838 Tercer molar 112.49 0.39
839 Tercer molar 112.87 0.38

Tabla 5. Resultados de la concentracion de "*C dada en Fm.

Se realiz6é una prueba ANOVA para establecer si existe diferencia significativa entre

la concentracion de '*C de cada tratamiento de temperatura. Los datos se

consideraron de la siguiente manera:

Tratamiento 500 700 600 Control

M1 116.01 114.82 112.49 117.36

M2 115.10 112.87 115.95

M3 101.58

cﬁ:g}z :35 231.11 114.82 225.37 334.90
Muestras 2 1 2 3

Tabla 6. Tabla de datos para ANOVA. Se presenta la concentracién de C de cada tratamiento.

Para el tratamiento de 700°C solo se tomd en cuenta un dato, debido a que la

diferencia a simple vista es muy grande. El analisis de varianza, por tanto, se realizo

con los resultados que se comportan de manera normal; en el analisis se incluyeron

los controles para determinar si existe diferencia significativa.

Fuente de
variacion
Entre
tratamientos

Dentro de
tratamientos

Total

SC GL Media C F °calc.
21.58 3 719 0.28
152.98 6 25.49
174.55 9 F. de tablas: 4.76

Tabla 7. Tabla ANOVA
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La hipotesis nula para este analisis es: no hay diferencia significativa en la cantidad

de "C en las muestras, tanto control, como tratadas.

La hipotesis alterna es: existe diferencia significativa en la concentracion de '*C

tanto en controles como en muestras tratadas.

El resultado muestra que la F calculada es menor a la F de tablas, por tanto, la
hipotesis alterna se rechaza y se concluye que no hay diferencia significativa en la

concentracion de "C en las muestras.

Las unidades que con que se reporta la cantidad de C en las muestras es la
fraccion moderna, esta unidad permite comparar los registros de carbono
atmosférico y realizar una calibracién para conocer el periodo de tiempo al que

pertenecen las muestras.

Calibracion de las muestras

Con la concentraciéon de 'C de cada una de las muestras, expresada en Fm, es
posible obtener el periodo en el que a las muestras dentales se formaron. Para esto
es necesario utilizar el software en linea Calibomb. Una vez introducidos los datos
requeridos por el programa, se muestran intervalos de tiempo, asi como la

probabilidad de que la muestra pertenezca a alguno de los intervalos calculados.
De las muestras dentales se obtuvieron los siguientes intervalos de tiempo:

En las Figuras 20 a 28, se presentan los intervalos calculados por Calibomb de

acuerdo a la Fm, de cada muestra.
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Figura 20. Intervalo calibrado
de la muestra 831.
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Figura 23. Intervalo calibrado
de la muestra 834.
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Figura 26. Intervalo calibrado
de la muestra 837
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Figura 21. Intervalo calibrado
de la muestra 832.
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Figura 24. Intervalo calibrado
de la muestra 835.
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Figura 27. Intervalo calibrado
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Figura 22. Intervalo calibrado
de la muestra 833.
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Figura 25. Intervalo calibrado
de la muestra 836.
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de la muestra 839.
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Muestra Fm Error Fm Periodo de tiempo calibrado Probabilidad

(%)

1958.86 — 1959.01 9.8

1987.93 — 1987.95 0.1

831 1988.81 — 1990.99 86.2
1991.41 — 1991.95 3.9

1958.11 — 1958.94 8.2

832 | 11510  0.80 1988.84 — 1988.93 0.6
1989.19 — 1993.53 91.2

1958.40 — 1959.11 8.0

1985.83 — 1985.91 0.7

833 | 11736 047 1986.24 — 1986.33 0.8
1986.94 — 1987.38 5.6

1987.76 — 1990.11 85.0

1958.18 — 1959.02 9.9

1987.93 — 1987.96 0.1

834 | 11595 045 1988.36 — 1988.37 <01
1988.81 — 1991.15 84.2

1991.38 — 1991.98 57

1958.18 — 1958.83 6.9

835 EEEES v 1989.90 — 1993.04 93.1
836 47.09 0.23 5053 AC- 4900 AC 100
837 | 10158  0.39 1955.45 — 1956.16 100
1957.92 — 1958.56 538

838 | 11249 039 1992.09 — 1992.22 1.0
1993.06 — 1996.20 93.2

1957.96 — 1958.61 6.2

839 | 112.8741 038 1992.05 — 1992.38 41
1992.90 — 1995.95 89.8

Tabla 8. Intervalos de tiempo calibrados. Se muestran las muestras, asi como la Fm y los intervalos
de tiempo calibrados a través del software en linea Calibomb.

Como se observa en la tabla 8, se obtienen intervalos de tiempo cercanos para cada
muestra; para algunas muestras la probabilidad es de 100%. La probabilidad de que
la muestra pertenezca a cierto periodo depende de la pendiente de la curva; cuando
la pendiente es mas alta para cierta concentracién, la probabilidad de que sea el
intervalo aumenta, por el contrario, cuando la pendiente es cercana a cero existe

una mayor incertidumbre sobre el periodo correcto al que pertenecen las muestras.

La muestra 836 presenta resultados anormales. La edad que calcula el software
Calibomb, la hace de acuerdo a la cantidad de *C presente en la muestra. Este
resultado anémalo puede generarse por la pérdida de gas durante la transferencia
desde el sistema de manejo de carbonatos (CHS) hasta los reactores del sistema

automatizado de grafitizacion (AGE). Los otros resultados, no presentan diferencia
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significativa en la concentracion de '*C; aun cuando la temperatura maxima

alcanzada fue de 700°C, punto en el cual la hidroxiapatita comienza a recristalizar y

a perder carbonatos que son parte de la red cristalina, asi como de carbonatos

adsorbidos en la superficie.

La siguiente Tabla (9) muestra la edad de nacimiento real, obtenida por parte de los

donadores, asi como la edad calculada a través del contenido de "C en las piezas

dentales.

Muestra Tratamiento Ao de nacimiento Periodo de tiempo calibrado Probabilidad

(%)

1958.86 — 1959.01 9.8

1987.93 — 1987.95 0.1
831 >00 1974 1988.81 — 1990.99 86.2
1991.41 — 1991.95 3.9

1958.11 — 1958.94 8.2

832 500 1974 1988.84 — 1988.93 0.6
1989.19 — 1993.53 91.2

1958.40 — 1959.11 8.0

1985.83 — 1985.91 0.7

833 Control 1974 1986.24 — 1986.33 0.8
1986.94 — 1987.38 5.6
1987.76 — 1990.11 85.0

1958.18 — 1959.02 9.9

1987.93 — 1987.96 0.1

834 Control 1991 1988.36 — 1988.37 <0.1
1988.81 — 1991.15 84.2

1991.38 — 1991.98 5.7

835 200 1501 1958.18 — 1958.83 6.9
1989.90 — 1993.04 93.1

836 700 1991 5053 AC- 4900 AC 100
837 Control 1976 1955.45 — 1956.16 100
1957.92 — 1958.56 5.8

838 600 1976 1992.09 — 1992.22 1.0
1993.06 — 1996.20 93.2

1957.96 — 1958.61 6.2

839 600 1976 1992.05 — 1992.38 4.1
1992.90 — 1995.95 89.8

Tabla 9. Fechas de nacimiento real y fechas calibradas.

En la siguiente Tabla (10) se muestra el tipo de diente, afio de nacimiento real y la

edad calculada con la mayor probabilidad:

63



Muestra Tipo de diente Ano de nacimiento Periodo de tiempo calibrado

831 Tercer molar 1974 1988.81 — 1990.99
832 Tercer molar 1974 1989.19 — 1993.53
833 Tercer molar 1974 1987.76 — 1990.11
834 Primer premolar 1991 1988.81 — 1991.15
835 Primer premolar 1991 1989.90 — 1993.04
836 Primer premolar 1991 5053 AC- 4900 AC
837 Tercer molar 1976 1955.45 — 1956.16
838 Tercer molar 1976 1993.06 — 1996.20
839 Tercer molar 1976 1992.90 — 1995.95

Tabla 10. Comparacion entre la edad real y el intervalo de tiempo con mayor probabilidad.

En la Tabla 10, se observa como pareciera no corresponder el afio de nacimiento de
la persona que dond las muestras, con la edad calculada. Sin embargo, es
necesario considerar el tiempo de retraso de formacion conforme a la pieza dental.

De acuerdo con N. Ash [54] el retraso de formacién dental es de la siguiente

manera:
Muestra Tipo de Aiio de Retraso de Periodo de tiempo
diente nacimiento formacion calibrado
831 Tercer molar 1974 12 — 16 afios 1988.81 — 1990.99
832 Tercer molar 1974 12 — 16 afios 1989.19 — 1993.53
833 Tercer molar 1974 12 — 16 anos 1987.76 — 1990.11
i 5 — 6 afios
834 Primer 1991 1988.81 — 1991.15
premolar
Primer 5 —6 afios
835 1991 1989.90 — 1993.04
premolar
Primer 5 —6 afios
836 1991 5053 AC- 4900 AC
premolar
837 Tercer molar 1976 12 — 16 afios 1955.45 — 1956.16
838 Tercer molar 1976 12 — 16 afos 1993.06 — 1996.20
839 Tercer molar 1976 12 — 16 anos 1992.90 — 1995.95

Tabla 11. Intervalo de tiempo que debe considerarse de acuerdo al tipo de diente.
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Considerando la informacion anterior es posible generar un intervalo de tiempo por

efecto del retraso en la formacion dental:

Muestra Ao de Retraso de Intervalo Periodo de tiempo
nacimiento formacion generado calibrado
831 1974 12 — 16 afios 1986 - 1990 1988.81 — 1990.99
832 1974 12 — 16 afios 1986 - 1990 1989.19 — 1993.53
833 1974 12 — 16 afios 1986 - 1990 1987.76 — 1990.11
834 1991 5 — 6 afios 1996 - 1997 1988.81 — 1991.15
835 1991 5 -6 afos 1996 - 1997 1989.90 — 1993.04
836 1991 5 — 6 afios 1996 - 1997 5053 AC- 4900 AC
837 1976 12 — 16 afios 1988 - 1992 1955.45 — 1956.16
838 1976 12 — 16 afios 1988 - 1992 1993.06 — 1996.20
839 1976 12 — 16 afios 1988 - 1992 1992.90 — 1995.95

Tabla 12. Ajuste de la edad calibrada

Con la informacién de la génesis de esmalte, los intervalos calculados son mas
cercanos a la edad real de la persona. Sin embargo, la diferencia entre la edad real
y la edad calculada es amplia. El hecho de tener como muestras piezas dentales
anteriores, aumenta la incertidumbre de la determinacion de la edad. Para minimizar
el error, es recomendable utilizar dientes con periodo de formacion de la corona
cortos; por ejemplo, primeros molares e incisivos centrales y laterales. Aunque
existe un inconveniente, estas piezas dentales son pequefas y la cantidad de
carbono total podria no ser suficiente para tener resultados satisfactorios. La
recomendacion es usar dientes con tamano suficiente, pero que no tengan
intervalos de formacién amplios; tales muestras serian primeros molares y primeros
premolares. En un caso real es dificii que se recuperen las muestras que
proporcionan mejores resultados, sin embargo, hay que adecuarse a las

circunstancias y tener bien identificadas los tiempos de formacion de las muestras.

En la Figura 29, se muestra la correlacion entre la edad calculada y la edad real de

las muestras.
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Correlacion de fechas

2000

1990
1980
1970
1960
1950
1940
1930

1988 1988 1988 1990 1990 1990 1996 1996
(831)  (832)  (833)  (837)  (838)  (839)  (834)  (835)

Figura 29. Correlacién de fechas. La correlacion entre las fechas de nacimiento real y calculada son
altas; excepto para la muestra 837, la cual presenté problemas durante el proceso de hidrdlisis y

grafitizacion.

Las muestras sometidas a 500°C presentan resultados muy cercanos a los reales,
se observa en la Figura 29 que la variacion entre las muestras y el control es
minima. La desviacidon estandar entre muestras es de 1.03 afos, mientras que el
resultado calculado se encuentra dentro del intervalo ajustado. Por lo que los
resultados son confiables.

Las muestras sometidas a 600°C presentan una anomalia. El control arroja
resultados fuera de especificacion; sin embargo, las dos muestras tratadas tienen
una desviacién de dos afios entre la edad real y la edad calculada a través de *C.
Para evitar resultados fuera de especificacion es necesario cerciorarse de que todos
los equipos se encuentren funcionando de manera correcta y no presenten fugas,
asi como las agujas que recolectan el gas, que estas no se encuentren tapadas por
restos de septum. Aunque la desviacion estandar entre muestras es de 0.14, el
resultado calculado se encuentra por debajo del intervalo ajustado presentando una
diferencia de 2 anos.

Las muestras tratadas a 700°C presentan muchas anomalias que pueden deberse a
la influencia de factores como la temperatura y los equipos. En cuestion de
temperatura, a partir de los 700°C la concentracidn de carbonatos presentes en el
esmalte, tanto adsorbidos como parte de la estructura cristalina de la hidroxiapatita,
se pierden.
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En un principio la bioapatita se dana y al aumentar la temperatura favorece la
recristalizacion del mineral, haciéndolo mas estable y llegando a la estequiometria
de una hidroxiapatita pura. Sin embargo, en este estudio, se comprobd por medio de
la técnica de espectroscopia Raman que Ila hidroxiapatita no alcanzé a

recristalizarse.

Tratando el tema de los equipos, es conveniente realizar algunas pruebas de
recoleccion del gas, asi como la limpieza antes y después de utilizar las agujas y

jeringas que conforman el equipo de manejo de carbonatos.

Para las muestras tratadas a 700°C se toman en cuenta el control y s6lo una
muestra. En estas se observa una diferencia de casi cinco afos por debajo del

intervalo ajustado.

Los resultados de las muestras tratadas a mas de 600°C comienzan a ser menos
confiables. La cantidad de '*C se modifica in situ, es decir, durante el proceso de
calcinacion se producen una serie de fendmenos fisicoquimicos que modifican la

cantidad de carbono en el esmalte.

Existen factores de fondo, tales como el fraccionamiento isotdpico debida a la dieta,
asi como la region donde vive cada individuo. La dieta modifica la cantidad de
isotopos que ingresan al cuerpo humano, si la ingesta de comida es principalmente

del mar, la cantidad de atomos pesados como "*C y "C se favorece.

La region donde vive una persona influye de manera tal que, si es de ciudad, el
efecto Suess se hace presente en mayor medida y diluye la concentracion de
atomos de "C; por el contrario, el hecho de vivir en el campo mantiene constantes
las concentraciones isotdpicas del carbono. Aunque existan zonas internacionales
de distribucion de '“C, es necesario tener datos de subregiones para obtener
resultados mas precisos. En México existen diversos ambientes, que son de interés
forense. Tanto en zonas rurales como en ciudades se han cometido delitos en los
que es necesario determinar la edad de las personas. De este modo se hace

necesario estudiar la distribucién de "*C en el pais.

Cada vez que se encuentre una muestra quemada o calcinada es necesario obtener
informacion sobre las condiciones en que se llevo a cabo el incendio con el fin de
encontrar y tener identificadas las fuentes de variacion. Los resultados de la
determinacion de edad por medio del '*C pueden verse afectadas por efecto de

combustibles fésiles; ya que estos envejecerian las muestras por el contacto e

67



intercambio idnico entre el esmalte dental y el medio. Si los combustibles son de
naturaleza organica como madera, la edad se afecta haciendo que sea menor a la
real. La atmdsfera en la cual se desarrolld el incendio es otro factor que modifica la
concentracion de C y, por tanto, la edad de la muestra. En este experimento se
utilizé una atmaosfera inerte la cual previene el intercambio de iones entre el esmalte
y los gases presentes. En una atmosfera rica en CO, el esmalte es susceptible a

adsorber carbono y por tanto la edad de la muestra se modificaria.

La temperatura, como se demostro en este experimento, afecta la concentracion de
'“C. Si esta aumenta, el carbono, en forma de carbonatos, tanto adsorbidos como
los que son parte de la estructura cristalina, se pierden dando lugar a resultados
mas jovenes, en algunos casos se presentan resultados antiguos. La temperatura
tedrica maxima a la cual son confiables los resultados es hasta los 750°C, momento
en el cual los carbonatos presentes comienzan a perderse. En este estudio se
comprobd que a partir de los 600°C los resultados son menos exactos. Debe
tomarse en cuenta que, en este experimento, las piezas dentales fueron expuestas
directamente al calor, es decir, no fueron protegidas por tejidos como la lengua,
encias o mejillas. Los tejidos antes mencionados ofrecen proteccion ante altas
temperaturas a las que pueden estar expuestos los dientes, de ahi que las piezas
dentales mas protegidas son las anteriores, donde la lengua y la encia ofrece

humedad para evitar un aumento de temperatura repentino.

Se sabe por medios de comunicacion que los delincuentes tratan de borrar toda
evidencia que lleve a reconocer a las personas desparecidas. Es entonces cuando
los pocos restos que se recuperan, desde trozos de prendas, huesos, dientes e
incluso material que rodea la zona, son de gran importancia para reconstruir la
escena del delito. Un aspecto a considerar es la temperatura que pueden alcanzar
las diversas escenas que involucren fuego, asi como la duracién de las mismas.
Para que un cuerpo desaparezca en un incendio al aire libre, es necesaria la
cantidad equivalente a 700 Kg de madera [80]. Con esta cantidad de combustible es
posible alcanzar temperaturas de hasta 800°C; sin embargo, el tiempo que se
requiere para calcinar un cuerpo, sin desintegrar los huesos, es de seis horas [80].
Puesto que este tipo de incendios es controlado, las piezas dentales, aunque llegan
a resistir las altas temperaturas, son destruidas por otros medios vy

desafortunadamente la evidencia desparece dejando de lado la posibilidad de usar
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la técnica de espectrometria de masas con aceleradores como apoyo a las ciencias

forenses.

Por otra parte, cuando el incendio es provocado de manera accidental el tiempo que
transcurre desde que se genera hasta que es sofocado puede ser menor, del mismo
modo las temperaturas que pueden alcanzarse no superan los 700°C. Considerando
que los tejidos que rodean a los huesos y dientes funcionan como aislantes, la
temperatura alcanzada y el tiempo que dura un incendio accidental no es suficiente
para modificar la estructura de la hidroxiapatita y, por tanto, es posible determinar la
edad de una persona por medio del contenido de '*C siempre y cuando sea posible

recuperar las piezas dentales indicadas.

El analisis de cada elemento encontrado en un contexto forense es de suma
importancia y cabe resaltar que cada analisis se hace en funcion del atomo de
carbono. Ya sea por medio de concatenacion, de manera combinada con otros
atomos o en su forma elemental, el carbono ofrece informacién muy valiosa que

puede conducir al conocimiento de la verdad.

Los dientes, por su comportamiento fisicoquimico, pueden resistir altas
temperaturas, asi como ciertos tratamientos quimicos extremos. Es entonces
cuando la espectrometria de masas con aceleradores y el tratamiento de
recuperacion y preservacion del esmalte, juega un papel crucial como auxiliar en la

ciencia forense.
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6. Conclusiones

La técnica de Espectrometria de Masas con Aceleradores permite determinar con
muy buena aproximacion la fecha de nacimiento de las personas. Para tener mas
exactitud en las mediciones es necesario considerar factores como el efecto Suess
y el fraccionamiento isotopico. Deben tenerse mas datos sobre la cronologia de

formacion y erupcidn dentaria en poblacion mexicana.

Se desarrollé un procedimiento que permite la limpieza dental para su analisis por
EMA; con ella es posible remover el material organico que interfiere en la

determinacion de la cantidad de '*C en el esmalte.

El fuego deteriora las piezas dentales y dificulta determinar con exactitud la cantidad
de "C. En este experimento las muestras que presentaron medidas mas cercanas a
las reales son las que se sometieron a 500°C. A partir de los 600°C las medidas se
volvieron mas lejanas a los resultados reales. Esto concuerda con la pérdida de
agua, la remocién de carbonatos adsorbidos y que son parte de la bioapatita y, en
un primer momento el dafo, asi como la posterior recristalizacion de la

hidroxiapatita en el esmalte dental.

Las piezas dentales que ofrecen mejores resultados son los primeros molares y
primeros premolares. Dientes con el tamafio adecuado para el analisis y con un
periodo de formacién de la corona corto. Ademas, se encuentran protegidos por
tejidos como la lengua y las mejillas, los cuales evitan que el *C se desprenda y se

modifique la edad.

La incertidumbre de las mediciones disminuye cuando las muestras se acercan al
periodo en que se formo el pico de la bomba; es decir, durante el periodo de 1950 a
1990.
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7. Apéndice

Andlisis Raman de muestras de esmalte dental tratado a diferentes

temperaturas

El espectrémetro Raman utilizado fue un Raman dispersivo Senterra de Bruker,
equipado con un laser de 785 nm y un microscopio Olympus. Todas las muestras
fueron observadas bajo las mismas condiciones de operacion del espectrometro. Se
utilizé6 una apertura de 50 p con el objeto de disminuir la fluorescencia, la cual
estuvo presente para todas las muestras excepto para la muestra de control y un
objetivo de 20 X. Los espectros se adquirieron en un intervalo espectral de 70 a
3500 cm™, con una resolucion de 3 a 5 cm™. La potencia del laser fue de 100 mW,

con un tiempo de integracion de 1 seg y 15 repeticiones, para cada espectro.

Las muestras analizadas fueron las siguientes:

Muestra Temperatura
de tratamiento (°C)
834 control
831 500
839 600
835 700

Otras muestras no se analizaron debido a que las superficies no eran planas por lo

qgue el enfoque al microscopio era dificil.

Conforme la temperatura de tratamiento de las muestras aumento, se aprecio al

microscopio que aumentaba el dafio al esmalte, como se observa de las fotografias.
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(d)

(c)

Fotografias tomadas con objetivo 20 X de las muestras tratadas térmicamente: (a) muestra control;
(b) 500 °C; (c) 600 °C; (d) 700 °C.

Espectros Raman

Para cada muestra se adquirieron nueve espectros y utilizando el software OPUS
del equipo se obtuvieron para cada espectro la posicion y ancho de banda para la
banda mas intensa de la hidroxiapatita, que es la banda v4 del fosfato,

aproximadamente en 960 cm™.

Los resultados obtenidos se muestras en las siguientes figuras.
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Fig. A1. Espectros Raman de muestras sometidas a diferentes tratamientos térmicos: (a) muestra
control; (b) 500 °C; (c) 600 °C y (d) 700 °C.
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Fig. A2. Cambio del ancho de la banda v, del fosfato, para muestras seleccionadas sometidas a los

diferentes tratamientos térmicos.

De la grafica anterior se observan, tanto el aumento en el ancho de banda conforme
aumenta la temperatura de tratamiento, como el corrimiento de la posicién de la

banda v1 del fosfato hacia frecuencias mas bajas.
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Fig. A3. Cambio en la posicion de la banda v con los tratamientos térmicos.
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Fig. A4. Cambio en el ancho de banda promedio con respecto a la temperatura de tratamiento.
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