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Abstract

A capillary electrophoresis method was developed to analyze simultaneously 11 organic and 10 inorganic components of gunshot residues
as a cheaper and possibly more specific method comparing to traditional techniques. Pre-capillary complexation and simultaneously a micellar
phase were combined to determine not only the metal but also the organic residues from a firearm. In order to test the possibility to apply
the developed method to real cases, residues from shot samples from different firearms were analyzed and their results were compared with
those obtained with electrothermal atomic absorption spectroscopy, an established technique for gunshot residue analysis. Good agreement

between both techniques for lead was found.
© 2004 Published by Elsevier B.V.

Keywords: Capillary electrophoresis; Gunshot residues; Explosives; Metal complexes; Micellar electro-kinetic chromatography

1. Introduction

Gunshot residues are produced when a firearm is dis-
charged; these residues can be deposited on the hands of
the perpetrator. In targets and weapons, these residues cor-
respond to unburned powder, particles from the primer and
case of the cartridge and also, metals from the barrel of the
gun [1-4].

The analysis of gunshot residues is one of the most im-
portant tests in forensic science. It has been used to esti-
mate firing distances, to identify bullet holes and the most
important task, to determine whether or not a person has dis-
charged a firearm [1—4]. Nevertheless, the results from those
tests have been controversial because of the lack of speci-
ficity in most of the traditional techniques used to do it. Since
the work of Harrison and Gilroy, gunshot analysis has been
based on the determination of heavy metals (usually lead,
barium and antimony), which originate from the primer of

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56 232003; fax: +52 55 58 682491.
E-mail address: almarv@servidor.unam.mx (A.L. Revilla Vizquez).

0021-9673/$ - see front matter © 2004 Published by Elsevier B.V.
doi: 10.1016/j.chroma.2004.10.083

the cartridge. Several techniques of elemental analysis have
been used such as color reactions, neutron activation analysis
(NAA), electrothermal atomic absorption spectroscopy (ET-
AAS), and inductively coupled plasma mass spectroscopy
(ICP-MS) [1-4]. The most accepted technique at the mo-
ment is scanning electron microscopy with energy dispersive
X-ray analysis (SEM-EDX), which combines a morpholog-
ical (SEM) and elemental (EDX) identification of the metal
residues [1]. Although it is considered specific, heavy metal
analysis offers a moderate diagnostic sensitivity, requires ex-
pensive instrumentation and is highly demanding in terms of
professional skills, manpower, maintenance and service. Asa
result of this, its application as a routine technique is difficult.
Besides, it has been recently found that some particles can
be misidentified with gunshot residues, decreasing the speci-
ficity of (SEM-EDX) analysis [S]. Additionally, an emerging
problem is given by the modern trend to produce primers free
of heavy metals; this would lead to obtain false negatives [6].
For the reasons described above, there is a need of a fast,
cheap and specific technique that can be used routinely in
laboratories with high load of work.



Resumen

Se desarrollé un método por electroforesis capilar capaz de detectar once residuos
organicos y diez residuos inorganicos provenientes de disparar un arma de fuego, afin de
estudiar la posibilidad de utilizarlo como una alternativa mas barata y posiblemente mas
especifica a las técnicas actualmente utilizadas en los laboratorios forenses. Complejacion
pre-capilar de los residuos inorganicos y una fase micelar fueron utilizadas
simultdneamente, para lograr la separacion de todos los residuos estudiados en una sola
corrida. Para poder aplicar el método desarrollado a casos reales se estudiaron factores
como: toma y procesamiento de las muestras asi como la presencia de residuos en personas
que no han disparado el arma y el depdsito de los residuos en las manos del perpretador. Se
encontrd que algunos residuos estudiados pueden ser utilizados como marcadores de haber
disparado un arma bajo las condiciones en las que se realizaron las pruebas. Finalmente se
compararon los resultados obtenidos con técnicas mas tradicionales para analizar los

residuos, encontrandose una buena correlacion entre ambas técnicas.



Abstract

A capillary electrophoresis method was developed to analyze simultaneously eleven
organic and ten inorganic components of gunshot residues as a cheaper and possibly more
specific method comparing to traditional techniques. Pre-capillary complexation and
simultaneously a micellar phase were combined to determine not only the metal but also the
organic residues from a firearm. In order to test the possibility to apply the developed
method to real cases, residues from shot samples from different firearms were analyzed and
their results were compared with those obtained with electro-thermal atomic absorption

spectroscopy, an established technique for gunshot residue analysis. Good agreement

between both techniques for lead was found.



Antecedentes

1.-Introduccién

La investigacion de los residuos generados al disparar un arma un arma de fuego es
una de las actividades mas importantes en el drea forense; el estudio de estos residuos se ha
utilizado para determinar distancias de disparo, si una herida u orificio fue producido por
disparo de arma de fuego y, lo mas importante, para determinar si una persona acciono
dicha arma [1]. Estos residuos, por su naturaleza quimica, se dividen en residuos organicos

€ Inorganicos.

En los laboratorios de quimica legal usualmente se considera como mas
significativa la busqueda de residuos inorganicos siendo los mas especificos los
provenientes del iniciador del cartucho como son plomo, bario y antimonio [2], aunque
también se pueden encontrar otros metales como aluminio, calcio, hierro, silicio, potasio,
zirconio, magnesio, titanio, zinc, niquel cobre, etc, los cuales se consideran menos
significativos ya que no se producen en todas las armas y a que pueden provenir de del

medio ambiente {1,3].

Las técnicas mas utilizadas [4] para realizar este analisis son: a).- microscopia
electronica de barrido con difraccion de energia de rayos X (MEB/DEX), la cual es una
técnica muy sensible y especifica; sin embargo, su aplicacion en el analisis rutinario estd
limitada por su alto costo y por sus elevados tiempos de anélisis, b).- analisis por activacion
neutrénica (AAN), cuyo uso ha decaido, debido a que s6lo identifica bario y antimonio y a
la necesidad de contar con personal altamente entrenado y c).- espectroscopia de absorcion
atomica electrotérmica (EAA-ET), que es la técnica mas utilizada en el andlisis rutinario,
las dos ultimas técnicas se consideran poco especificas, debido a que son incapaces de
distinguir entre los residuos provenientes de un arma de fuego y la contaminacion
ambiental (falsos positivos). Un problema adicional que afecta a todas las técnicas es la
tendencia entre los fabricantes de municiones, por cuestiones ambientales, a eliminar el uso

de metales en sus productos (falsos negativos). Todo esto ha llevado a aplicar ciertos



criterios para aumentar la especificidad del analisis, los que involucran la toma de muestra,
presencia de ciertos metales, aunque también se ha propuesto el anlisis simultineo de los
residuos organicos e inorganicos [1]. Se ha propuesto diversas metodologias para el analisis

de los residuos organicos pero ninguna de ellas ha logrado aceptacion dentro de los

laboratorios forenses.

En este estudio se propone el analisis simultineo de los residuos organicos e
inorganicos por electroforesis capilar como una opciéon de bajo costo, rdpida y con

adecuada especificidad.

2.-Eventos ocurridos al disparar un arma de fuego

Para conocer la naturaleza quimica de los residuos generados al disparar un arma de
fuego es necesario conocer los eventos que suceden al disparar una de ellas. Al accionar el
gatillo, se libera el seguro del arma provocando que el martillo se dirija hacia delante para
golpear la aguja de disparo, la cual a su vez golpea el iniciador de la municién, este al ser
hecho de un material suave se deforma y es empujado al interior del cartucho hasta chocar
con una parte inamovible y dura del iniciador llamada yunque (Fig. 1), esto provoca que el
explosivo que se encuentra en el iniciador explote, provocando que la presién y la

temperatura pasen de condiciones ambientales a 1000 kPa y 2000 °C respectivamente en

unos segundos.

Copa del
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Yunque -~
Vaina--+
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Corte transversal dal fultminante

Figura 1 Partes de un iniciador [5].



El calor de esta explosiéon hace que la pdlvora que se encuentra en el cartucho
deflagre (arda muy rapidamente) provocando otro aumento en la presién y la temperatura;
es ésta la energia que expulsa a la bala del arma junto con una gran cantidad de gases y
pélvora sin quemar. Este calor provoca también que los componentes inorganicos del
iniciador vaporicen, los que con la posterior expansion y el enfriamiento subsiguiente al

dejar el arma recondensan en forma de gotas (Fig. 2) [2, 3, 5].

Wi s BX Y Pruekes 6@ pA

Figura 2 Imagen por MEB/DEX de un residuo generado por disparar una pistola
Pietro Berreta calibre 7.65 mm, con municion Fiocchi [3].

Estos productos son los que se conocen colectivamente con el nombre de “residuos
generados por disparar un arma de fuego” o “residuos por descarga de casquillo”. Estos
residuos pueden seguir la trayectoria de la bala en cuyo caso se llaman residuos anteriores
(downrange residues) y estan formados usualmente por pélvora sin consumir y metales
provenientes de la bala y/o el casquillo, o pueden salir de la parte trasera del arma (Fig. 3),
conociéndose como residuos posteriores (uprange residues), los que provienen del iniciador
del cartucho [2]. Estos ultimos residuos se depositan en pequefias cantidades en el dorso de
la mano, pelo, cara y ropa de la persona que disparé y si la distancia de disparo no es muy

grande se depositan en la piel y ropa de la persona que recibe el disparo.



Figura 3 Secuencia de un disparo de un arma de fuego [S].

Estos residuos son utilizados en la criminalistica para estimar distancias de disparo,
identificar si un orificio fue producido por un disparo de arma de fuego (residuos
anteriores) y, sobre todo, para determinar si una persona disparé o no un arma de fuego

(residuos posteriores). [1,2].



3.- Fuentes de los residuos generados por disparar un arma de fuego

Los residuos por disparar un arma provienen de los distintos compartimientos de la
municién (Fig. 4). La fuente mds importante de estos residuos es el iniciador de la
municién; estos contienen cuatro componentes bdsicos: el explosivo iniciador, un agente
oxidante, combustible y un sensibilizador (Tabla 1). Cada uno de ellos contribuye a los
residuos una vez que se ha disparado un arma. El explosivo iniciador mas usado es el

estifnato de plomo; aunque se han utilizado azida de plomo y fulminato de mercurio.

Los agentes oxidantes se utilizan en los iniciadores para incrementar el calor de la
explosién. El nitrato de bario es el mds utilizado pero también se han utilizado peréxido de
bario, nitrato de plomo o perdxido de plomo [1]. Como combustible se utiliza comtinmente
sulfuro de antimonio, pero también pueden usarse silicato de calcio, tiocianato de plomo,
aluminio, zirconio, magnesio y titanio en polvo. El agente sensibilizador més utilizado es

pentaeritrol tetraceno; el tetril y el trinitrotolueno son menos utilizados.
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Casquillo " ;
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Figura 4 Partes de una municion y un proyectil de perdigones.

Otra fuente muy importante de residuos es la pélvora (Tabla 1); la pélvora utilizada
en las municiones es la llamada pélvora sin humo la cual se clasifica en 1.- pélvora de base
sencilla cuando contiene nitrocelulosa, 2.- p6lvora de base doble cuando contiene

nitrocelulosa y nitroglicerina y 3.- pélvora de base triple cuando a la de base doble se le



agrega nitroguanidina, esta ultima es de menor relevancia en México ya que solo se
comercializa en Europa. Ademas de los componentes explosivos, la pélvora sin humo
contiene una serie de aditivos, los cuales cumplen diversas funciones, ya sea como
estabilizadores, lubricantes, inhibidores de la flama, enfriadores, etc. Estos aditivos se
encuentran en bajas concentraciones pero pueden ser importantes en el analisis de los
residuos generados por disparar un arma de fuego o para distinguir entre distintos tipos de

municiones.

Los estabilizadores mas comunes son la difenilamina, las centralitas (derivados de la
difenil urea) y el resorcinol. La difenilamina se encuentra formando el 1% de la pdlvora sin
humo y pueden encontrarse productos de descomposicion de ésta como N-
nitrosodifenilamina y 2-nitrodifenilamina y 4-nitrodifenilamina aunque su importancia es
muy pequefia dada la baja concentracion en la que se encuentran. Entre las centralitas la

mas utilizada es la etil centralita aunque también se usa la metil centralita.

Tabla 1 Componentes de las municiones [1].

PARTE DE LA |USO COMPONENTE
MUNICION
Iniciador Explosivo iniciador Estifnato de plomo, azida de plomo,
fulminato de mercurio
Agentes oxidantes Nitrato de bario, peroxido de bario,
nitrato de plomo, peroxido de plomo etc. ||
Combustible Sulfuro de antimonio, tiocianato de
plomo, aluminio, magnesio, zirconio,
titanio '
Sensibilizador pentaeritrol tetranitrato
Pélvora sin | Pélvora Nitrocelulosa, nitroglicerina,
humo nitroguanidina
Plastificadores Ftalatos, triacetina
Estabilizadores Difenilamina, centralitas
Lubricantes Grafito
Inhibidores de la flama | Trinitrotolueno
Bala Plomo, antimonio, cobre, etc.
Casquillo Cobre, zinc

En el proceso de la fabricacion de la pélvora se agregan otras sustancias como son:

los plastificadores, para poder manejarla mas facilmente; entre los plastificadores mas



utilizados se encuentran los ftalatos y la triacetina. A manera de lubricante los granos de
pélvora se encuentran recubiertos de grafito. Aparte de las substancias anteriores, ciertas

polvoras especiales incorporan trinitrotolueno como supresor de flama.

Otra fuente de residuos es el casquillo, el cual estd compuesto usualmente de cobre,
niquel, hierro, aluminio, zinc y la bala de la municion (Tabla 1) la cual es de plomo

pudiendo estar recubierta de cobre y zinc [1].

4.- Técnicas para analizar los residuos generados por disparar un arma

de fuego.

El primer método utilizado para analizar los residuos generados por disparar un
arma de fuego fue la prueba de la parafina o la prueba dérmica de nitratos, la cual fue
introducida en los Estados Unidos en 1933 por Teodoro Gonzélez de los Laboratorios de
Identificacion Criminal en la Ciudad de México; esta técnica buscaba nitratos en la mano
de los sospechosos de haber disparado un arma, en ella se hacia un molde vertiendo
parafina derretida en las manos de los sospechosos, cuando la parafina solidifica se retira el
molde de la mano y se agrega en €I, una solucién 0.2% de difenilamina en acido sulfurico

al 70%, la presencia de residuos se hace evidente mediante una coloracion azul, debida a la

formacion de la N',N’-difenilbenzidina.

CLO) + & @
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(0]
Difenitamina Nitratos Azul

Sin embargo, esta prueba producia una gran cantidad de falsos positivos dada la
amplia distribucion de nitratos en la naturaleza y a que diversas sustancias oxidantes dan la

reaccion positiva; ademads, se demostrd que algunas personas que habian disparado un arma



de filego daban la prueba como negativa; debido a ello esta prueba cay6 pronto en desuso
[2,3].

Para superar las deficiencias de la prueba de la parafina se implementé la prueba de
Greiss, la que en vez de buscar nitratos determina nitritos, los cuales, al estar menos
distribuidos en la naturaleza que los nitratos hacen la prueba un poco mas especifica que la
prueba de la parafina; la prueba de Greiss consiste en un acoplamiento diazo entre sulfonato

aminobenceno y naftilamina, mediante la siguiente secuencia de reacciones:

Una variante de la prueba de Greiss, la prueba de Walker, se utiliza cominmente

para identificar si un orificio o herida fue producida por un arma de fuego [2].

El primer estudio sistematico para la determinacién de los residuos lo llevaron a
cabo Harrison y Gilroy en 1959. Llegaron a la conclusion de que los residuos que daban
una evidencia mas contundente eran los metales provenientes del iniciador, es decir, plomo,
bario y antimonio e implementaron una técnica para su deteccion mediante una reaccion

con desarrollo de color utilizando como reactivos rodizonato de sodio y yoduro de

trifenilmetil arsonio.

0
o) ‘ ONa Ba (il o) | o\ . 0 O\Pb
+ pPo(y & Ba +
o ONa o o~ o o~
o} o) o)

Rodizonato de Sodio Rojo Rojo

Esta prueba es mas especifica que las anteriores, pero tiene la desventaja de requerir
personal debidamente adiestrado, de no poder contar con un registro del analisis, de buscar

el metal total y ser una prueba cualitativa y, por tanto, no poder distinguir entre niveles de
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fondo normales y los niveles asociados con un disparo. En relacién con los problemas
anteriores se sabe que las manos de personas con ciertas ocupaciones tienen niveles
elevados de plomo, bario y antimonio dado el uso que hacen de ciertos materiales (Tabla 2)

[1-3, 51.

No obstante, la prueba de Harrison y Gilroy, al establecer claramente la busqueda de
plomo, bario y antimonio como los componentes mas significativos para el andlisis de los
residuos, permitié que bajo sus mismos criterios se pudieran utilizar técnicas de analisis

instrumental.

Tabla 2 Fuentes normales de bario, antimonio y plomo [2].

BARIO ANTIMONIO PLOMO

Pintura Pintura Pintura

Grasa Lacas Vidrio

Hule Enameles Gasolina

Papel Baterias Baterias

Veneno de Ratas Pewter Pewter

Fotoceldas Aleaciones de niquel, plomo, cobre, etc. | Velas

Madera Tipos de Imprenta Tinta de impresién
Fuegos ratificales | Cerillos Ceramica vidriada
Aceite Lubricante | Maquillaje Soldadura

Tinta de impresion | Mezclas pirotécnicas Filtro de carros
Frenos de autos Plomos de carros
Vidrio Tuberia
Protectores solares

La primera de estas pruebas es el analisis por activacion neutrénica (AAN), sin
embargo, estd técnica fue utilizada por poco tiempo debido a que requiere de un reactor
nuclear, radioisdtopos y todo lo que esto conlleva para su implementaciéon ademads, carece
de la sensibilidad adecuada para el plomo, por lo cual se utiliza para identificar inicamente

bario y antimonio [2-3,5].

En la actualidad las técnicas instrumentales mas utilizadas en los laboratorios
legales para el andlisis de los residuos del iniciador son la espectrofotometria de absorcién
atémica electrotérmica (EAA-ET) y la microscopia electronica de barrido con dispersion de

energia de rayos X (MEB-DEX); en ambas técnicas se busca plomo, bario y antimonio [4].
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La EAA-ET permite la deteccion de concentraciones muy pequefias de metales por
lo que es adecuada para este analisis, sin embargo, en la EAA-ET se determina el metal
total, por lo que tiene problemas de especificidad por la contaminacién ambiental y como
se menciond anteriormente, ciertas actividades provocan que las personas que las llevan a
cabo tengan rastros de metal en las manos. Sin embargo, al ser una técnica ampliamente
utilizada existen valores de referencia para cada metal y para distintos tipos de arma. Singer
et. al. recopilaron los valores de referencia utilizados en los laboratorios forenses de los
Estados Unidos para la técnica de EAA-ET, encontrando distintos criterios en su estudio
[4]. Otros estudios realizados con otros métodos de analisis y diferentes técnicas de

muestreo proporcionan valores de referencia diferentes (Tabla 3).

Tabla 3 Valores de referencia®* de plomo, bario y antimonio en personas que han
disparado un arma de fuego, por EAA-ET y AAN.

ARMA Plomo (ug) Bario (1g) Antimonio (1g)
+ - + - + -
0.38 revdlver [6]| 13-326 1-100 0.2-1.4 0-0.45 0.35-5.9 0-0.5

0.22 revélver [6]| 3.8-10.5 | 0.94-9.9 0-0.2 0-0.08 | 0.01-0.02 0-0.02
0.45 pistola [6] 23-66 3.6-30 0.32-16 0-0.3 0.12-0.42 0-0.35

Varias [5] >0.8 >0.15 >0.035

Varias [2] 49 20 1.8 0.8 0.22 0.08
Varias (NAA) [3] 4 0.1 1 0.03
Varias (ET-AAS)| >0.5 >0.3-0.5 >0.05

[4] en mg/L

*Valores obtenidos bajo distintas condiciones de muestreo.

La microscopia electronica de barrido tiene la ventaja de que ademés de identificar a
los residuos metélicos del iniciador, por un anélisis por dispersién de energia de rayos X
(DEX) también los identifica por su forma, con la ayuda de la microscopia electronica
(MEB). Esta forma es caracteristica y consiste en esferas con un diametro de 0.1 a 35
micras, y es debida al proceso de calentamiento y enfriamiento sibito que sufren los
metales del iniciador durante el disparo, esto le da a esta técnica una especificidad de la que
carecen las otras técnicas al poder discriminar entre el metal proveniente del iniciador y el

de otras fuentes [3]. El principal problema de esta técnica es el tiempo que requiere para dar

12



un resultado (hasta 8 horas), lo que la hace poco practica en laboratorios con grandes cargas
de trabajo, ademas es una técnica muy costosa que requiere de personal adiestrado para su
uso y no se cuentan con criterios claros para dar un dictamen. Por si esto fuera poco,
recientemente se han encontrado residuos de otras fuentes, principalmente provenientes de

automoviles que pueden ser confundidos con los residuos provenientes de un disparo [7,8].

Se han utilizado otras técnicas para el analisis de los residuos del iniciador como
espectroscopia de emision atdmica con plasma acoplado por induccion (EEA-PAI), PAI
acoplado a espectrometria de masas (PAI-EM) y voltamperometria anddica de pulsos pero
ninguna de estas a encontrado aceptacién en los laboratorios forenses; en los dos primeros

casos por el alto costo operativo de la técnica y en el tercero porque no puede identificar
bario [2, 3].

Todas las técnicas que se abocan a la busqueda de plomo, antimonio y bario
enfrentan en la actualidad el problema de que los fabricantes de municiones en el mundo
tienden a eliminar por cuestiones ambientales el uso de estos metales en sus iniciadores lo

cual llevaria a una gran cantidad de falsos negativos [9].

A diferencia de lo anterior la composicion de la pélvora sin humo no ha cambiado
con el tiempo; se han implementado métodos para buscar los residuos organicos producidos
por el disparo usando diferentes técnicas como cromatografia de gases, cromatografia de
gases-espectrometria de masas, cromatografia de liquidos-deteccion electroquimica y
electroforesis capilar. De los estudios anteriores se concluye que los residuos organicos
consisten en polvora sin quemar, y por tanto, tienen la misma composicion; por lo que
podrian utilizarse para identificar la marca del cartucho con el que se efectud el disparo. De
lo anterior se deduce que el componente que se encuentra en mayor cantidad es la
nitrocelulosa, sin embargo, al usarse esta ampliamente en lacas y pinturas y al degradarse
con el tiempo la hacen poco adecuada para el analisis, por lo cual se considera como mas
significativa la presencia de la nitroglicerina; ya que su Ginico uso comercial es en productos
farmacéuticos. Otros componentes importantes son los estabilizadores de la polvora, como

la etil centralita y la difenilamina acotando que en la pélvora solamente se encuentra uno de
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ellos; también se ha mencionado la presencia de los isémeros del dinitrotolueno como un

componente importante para esta prueba [1].

5.- Depdsito de los residuos

Cuando un arma es disparada, los residuos se depositan en los objetos cercanos al
perpretador. La cantidad de estos residuos depositada depende de muchos factores:
a.- Tipo de arma (revélver, pistola, arma larga, etc.)
b.- Calibre y puerto de eyeccion del arma.
c- iistado del arma.
d.- Mano que realizé los disparos.
e.- Numero de disparos efectuados.
f.- La cantidad de aceite y humedad en la zona de maculacion.

g.- Direccién y fuerza de las corrientes de aire.

Estos residuos provienen de:
a.- Fugas de huecos en el mecanismo de disparo. .
b.- Emision y expulsion del cartucho

c.- La nube del disparo.

Los residuos se depositan, en el caso de revélveres y pistolas preferentemente en el
area de la red de la mano que disparé el arma; cuando se disparan armas largas los residuos
se encuentran en el 4rea del brazo y cara. La presencia de éstos residuos en la palma de la
mano es indicativo de haber manipulado un arma; Todo lo anterior se debe tomar en cuenta

para implementar la metodologia de toma de muestra [1, 10].

El efecto de los factores anteriormente mencionados es tal que a pesar de efectuarse
un disparo, puede no encontrarse residuos bajo ciertas circunstancias o encoiirarse en

cantidades muy disimiles, esto Ultimo dificulta el establecer valores de referencia.
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Por otro lado si el arma se encuentra lo suficientemente cerca del blanco, los
residuos se depositaran en el blanco en un circulo alrededor del orificio de entrada, estos
residuos se utilizan para determinar si un orificio proviene de un arma de fuego y
determinar distancias de disparo, dado que el radio de este depdsito depende de la distancia
de disparo. Estos residuos no aparecen cuando la distancia de disparo es menor a 1.2 cm.
debido a que no hay espacio para su depdsito o bien cuando la distancia de disparo es muy

grande y los residuos se dispersan en un radio muy amplio.

6.-Persistencia de los residuos

Los residuos no persisten mucho tiempo en las personas vivas y se pierden
continuamente como resultado de las actividades normales de una persona, pero
permanecen mas tiempo en las manos de una persona fallecida. Esto aumenta la dificultad

en la interpretacién de los resultados e impide la generalizacion de los casos.

Se ha reportado que la actividad normal de una persona lleva a una pérdida
significativa de estos residuos al cabo de dos horas. Otras actividades como lavarse las
manos con agua y jabon, meter las manos en los bolsillos del pantalon, restregarse las
manos en la ropa, etc. llevan a la pérdida parcial o total de estos residuos. En ropa, cara y
manos de personas fallecidas estos residuos persisten por mds tiempo, todo lo anterior
indica que la pérdida de estos residuos es debida a la actividad fisica y no a la degradacion
quimica; lo anterior determina la importancia del muestreo, el cual debe hacerse lo mas

rapido posible [1, 2].

7.- Toma de muestra

Existen diferentes métodos para efectuar la toma de muestra; los cuales dependen

del tipo de residuos que se van a analizar y la técnica para realizar el analisis.
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La pérdida de residuos con el tiempo obliga a que la toma de muestra sea rapida y
sencilla, a fin de tener mayores probabilidades de capturar los residuos. Por lo que personal

con poco entrenamiento pueda tomar llegar a tomar la muestra.

Las formas de muestreo mas comunes son:
a.- Cinta adhesiva. Esta técnica de muestreo se utiliza cuando la técnica de anélisis es
microscopia electrénica de barrido (MEB/DEX), en ella la cinta adhesiva se presiona en el
area de interés. Esta técnica también se ha utilizado para tomar la muestra para analizarla
por electroforesis capilar, después de recuperar los residuos con un disolvente adecuado,

evaporacién de este y disolucion en el buffer de corrida [1,10-11].

ki

b.- Frotamiento. Usando comt’mmenté tela de algodoén, cotonetes de algoddn, papel filtro,
etc. Para el andlisis de metales por EAA-ET la toma de muestra se hace usualmente
frotando tela de algodon embebida en 4cido nitrico diluido en el area de interés, cuando se
buscan los residuos organicos se utilizan disolventes organicos o incluso agua. El método
mds comun para recuperar los residuos de la tela es lixiviacion con un disolvente adecuado;
esto puede realizarse mediante 1.- Extraccion directa, 2.- Constriccién con un tubo, 3.-
Exprimiendo 4.- Compresion en una jeringa, 5.- Centrifugacion y microfiltracion [1,6,12-
13].

c.- Agitar la mano que efectu6 el disparo en bolsa llena con un disolvente adecuado. Esta

técnica se ha utilizado para buscar metales usando acido nitrico diluido [6].

d.- Levantamiento por vacio. Se utiliza para levantar residuos organicos de la tela, los

residuos posteriormente son extraidos por un disolvente adecuado [1].

e.- Parafina y otros levantamientos con peliculas. En esta técnica se aplica una pelicula o un
molde en la mano que efectud el dispard y los residuos se adhieren a la pelicula, la cual es
levantada y analizada. Las sustancias mas utilizadas en estd técnica son la parafina,
colodidn, acetato de celulosa, etc. Estos métodos han caido en desuso debido a que son muy

tardados y dificultan el analisis [6].
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Debido a todo lo anterior, la toma de muestra para el analisis de estos residuos
implica cinco tomas, las cuales se toman en la palma y en la parte de atras de cada mano,
ademas de un blanco (Fig. 5). La prueba se interpreta en funcidn del analisis de las cinco
muestras a fin de diferenciar un resultado positivo de la contaminaciéon ambiental, de la
manipulacion de un arma, etc. Ademds, cada caso se maneja de manera individual, todo
esto debido a todos los factores descritos con anterioridad y que impiden una interpretacién

directa [5].

Figura S Zona de friccién en (A) el dorso de la mano y (B) palma de la mano

[5].

e
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8.- Electroforesis Capilar

Las técnicas de separacion de electroforesis se basan en las distintas movilidades de
sustancias con carga eléctrica, bajo la influencia de un campo eléctrico, en un medio
conductor. Cuando se aplica un campo eléctrico a una solucién de iones, cada uno de ellos
se dirige al electrodo de carga opuesta con una velocidad que depende no solo del campo
eléctrico aplicado sino también de la carga del ién, su tamafio y la forma del mismo; las
diferencias en estos factores determinan la movilidad y, por tanto, la separacién de las

sustancias.

Historicamente la electroforesis fue introducida en 1937, por Tiselius [14]. Hasta la
fecha es ampliamente utilizada para el analisis de proteinas utilizando para ello medios de
soporte como geles, papel, celulosa, etc. Este material de soporte provee de soporte fisico y
estabilidad mecanica al buffer. Sin embargo, estos medios de soporte limitan la intensidad
del campo eléctrico que se puede aplicar, debido a que la cantidad de calor producida al
manejar voltajes elevados (calor de Joule) puede llegar a derretirlos. Esto restringe a la

electroforesis en gel en cuanto a resolucion y eficiencia y con ello a su aplicabilidad.

Para superar estos problemas se busco realizar la técnica en un sistema que
eliminara el calor eficientemente. En 1967 Hjerten [15], propuso realizar la electroforesis
en tubos, debido a que esta forma geométrica disipa mejor el calor, ademas las paredes del
tubo proveen el soporte necesario al electrolito, lo que permite eliminar el uso de los geles.
Sin embargo, los tubos utilizados no eran lo suficientemente delgados para disipar el calor
eficientemente y no fue hasta la década de los ochentas, cuando estuvieron disponibles

capilares de silice fundida, que la técnica de electroforesis capilar pudo ser implementada.

La técnica de electroforesis capilar provee de ciertas caracteristicas que la hacen
muy atractiva como son: alta resolucién y eficacia (hasta millones de platos tedricos),
rapidez de andlisis, uso de poca muestra (nanolitros), capacidad de miniaturizacién y
automatizacion. Debido a ello se han desarrollado gran variedad de aplicaciones, siendo su
principal problema los limites de deteccidon, problema inherente al uso de capilares y

detectores espectrofotométricos en linea [16].
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9.- Instrumentacion de la Electroforesis capilar

Como se menciond anteriormente, la aparicion de los capilares de silice fundida
permitié la posibilidad de construir aparatos comerciales de electroforesis capilar. Estos
esencialmente consisten de un deposito para la muestra, dos depdsitos que contienen la
solucion conductora; en cada uno de estos depdsitos se encuentran sumergidos los
electrodos y los extremos de un capilar de silice fundida, un sistema de deteccion con la
sensibilidad adecuada, un sistema de refrigeracion adecuado, una fuente de poder de alto

voltaje y por Gltimo un sistema para procesar los datos (Fig. 6).

Integradoro
Computadora
Capilar \

DETECTOR

Vial Fuente Vial de la muestra Vial Destino

Fuente de Poder de
Alto Voltaje

Figura 6 Componentes basicos de un equipo de electroforesis capilar [17].

La electroforesis capilar se lleva a cabo siguiendo los siguiente pasos: a).- Llenar el
capilar con la solucién conductora, b).- Introducir la muestra en un extremo del capilar, c).-
Sumergir los extremos del capilar en los reservorios de la solucién conductora y d).-
Aplicar un campo eléctrico por medio de los electrodos. Los solutos, entonces comienzan a
migrar hasta llegar al detector cuya sefial es. transformada por el sistema procesador de

datos en una grafica conocida con el nombre de electroferograma [17].
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9.1 Inyeccion de la muestra

Debido al volumen manejado, uno de los problemas mas importantes en el disefio
de los aparatos de electroforesis capilar, es la precision y reproducibilidad de la inycceion,
las formas de inyeccién mas usadas son la inyeccion hidrodindmica, la que puede hacerse
por sifoneo, presion y vacio, y la inyeccion electrocinética en la cual se aplica un campo

eléctrico al vial de la muestra por un pequefio periodo de tiempo (Fig. 7).

Piesion

8) - ¢
Presion

bl

e
I

=
Figura 7 Modos de Introduccion de muestra en la electroforesis capilar. a.-

Hidrodinamica (presion), b.- Hidrodinamica (vacio), c.- Hidrodinamica (sifoneo), d).-
Electrocinética [18].

9.2 Capilares

Se han probado capilares de distintos materiales, pero los de silice fundida son los
mas utilizados. Las dimensiones de estos capilares van de 20 a 150 micras de didmetro
interno y se encuentran cubiertos por una capa de poliimida para darles flexibilidad; una
ventaja adicional de los capilares de silice fundida es que pueden utilizarse como celda de
deteccion espetrofotométrica dado que la silice es transparente a la luz ultravioleta y visible

lo que permite la deteccidn en la columna; para ello es necesario eliminar la poliimida en el

sitio de deteccidn.

9.3 Detectores

Una desventaja de la electroforesis capilar respecto a otras técnicas mas establecidas

es el limitado numero de detectores disponibles en los aparatos comerciales.
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Los detectores mas utilizados son los de ultravioleta y fluorescencia inducida por
laser (FIL) aunque pueden acoplarse otros como el de espectrometria de masas, cuando se
necesita informacién sobre la estructura de los analitos. En la actualidad se busca acoplar

otros detectores sin embargo, la mayoria se encuentran en etapa de experimentacion.

9.4 Fuentes de Poder

La fuente de poder debe proveer un campo eléctrico estable a lo largo del capilar; se
pueden aplicar voltajes de hasta 30 kV y corrientes de 300 puA [17-19]. En condiciones
normales (polaridad normal) el anodo se encuentra del lado donde se inyecta la muestra.
Sin embargo, es posible cambiar la polaridad de los electrodos (polaridad reversa). Esto se
lleva a cabo mediante una fuente de poder dual, en éstas fuentes de poder, los electrodos de
alto voltaje y tierra permanecen fijos; el cambio de polaridad se efectia por medio del
electrodo de alto voltaje, que puede ser positivo (polaridad normal) o negativo (polaridad

reversa, es decir, el catodo estara del lado de introduccion de la muestra).

10.- Clasificacion de los modos de electroforesis capilar.

En un principio la electroforesis capilar solamente se aplicaba para el analisis de
sustancias con carga eléctrica sin embargo, con el tiempo se han implementado distintos

modos de operacidon que han aumentado el espectro de sustancias que se pueden analizar.

La manera mas aceptada de clasificar estos modos se basa en la naturaleza del
electrolito. Con base en lo anterior los tipos de electroforesis capilar se dividen en: sistema
continuo y discontinuo. En los sistemas continuos, el electrolito soporte provee un medio
conductor a lo largo del capilar; la composicidn del electrolito puede ser constante, lo que
implica un campo eléctrico constante y movilidades individuales iguales, dando como
resultado un proceso cinético; si la composicion del electrolito no es constante a lo largo
del capilar, el campo eléctrico y las movilidades de las sustancias varian a lo largo del

capilar hasta llegar a un estado estable y se clasificara como un proceso estable (Tabla 4).
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En los sistemas discontinuos las muestra migra en una zona, entre dos distintos

electrolitos (Tabla 4).

Tabla 4 Clasificacién de modos de electroforesis capilar segin el tipo de electrolito.

Electroforesis
capilar

Electromigracion (EM)
Electroforesis capilar de zona (ECZ)

EM-+Particion
Cromatografia micelar capilar

Proceso |electrocinética (CMCE)
Sistema cinético Electrocromatografia capilar (ECC)
Continuo Electroforesis capilar quiral (ECQ)
Tamizado
Electroforesis capilar de geles
(ECG)
Proceso |Diferencias en punto isoeléctrico (pl)
estable Enfoque isoeléctrico capilar (EIC)
%Iisst:getlinuo Isotacoforesis Capilar (ITC)

Otra clasificacién se basa en el aporte del flujo electroosmoético al proceso de

separacion (Tabla 5) [16]. En la electroforesis capilar hay dos fuerzas que contribuyen al

movimiento de las sustancias, una es la movilidad de las sustancias en un campo eléctrico y

la otra es el flujo electroosmotico, el cual puede seguir la misma direccién de la sustancia

bajo el campo eléctrico, la direccién contraria o no existir.

Tabla S Clasificaciébn de los modos de electroforesis capilar segin el flujo

electroosmotico.

Electroforesis capilar

Coelectroosmosis

ECZ
CMCE
ECC

Contraelectrosmosis ECZ, CMCE

Sin electrodésmosis

ECZ
EIC
ECG

Otra clasificacion se basa en la aplicacion de cada modo de operacién [16] (Tabla

6).
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Tabla 6 Clasificaciéon de la electroforesis capilar por su aplicacion.

MODO DE ELECTROFORESIS CAPILAR | APLICACION
Electroforesis capilar de zona (ECZ) lones, etc.
Cromatografia micelar electrocinética (CMCE) | Substancias neutras
Electroforesis capilar quiral (ECQ) Moléculas quirales
Electro cromatografia capilar (ECC) Moléculas pequefias
Electroforesis capilar en gel (ECQ) Moléculas grandes
Enfoque isoléctrico capilar (EIC) Proteinas, péptidos
Isotacoforesis capilar (ITC) Iones

11.- Conceptos basicos de electroforesis capilar

11.1 Movilidad electroforética

Cuando se aplica un campo eléctrico sobre una substancia con carga eléctrica ésta
migrard hacia el electrodo con el signo contrario; este movimiento depende de la carga de
la sustancia (q) y de la intensidad del campo aplicado (E); a este movimiento se opone una
fuerza de friccidon, que es proporcional a la velocidad de la particula (Vef), el radio

hidrodindmico (r) y la viscosidad del medio (7).

Fuerza eléctrica =Eq

Fuerza de friccion =6mnrVef
Cuando las dos fuerzas se igualan, la particula viaja a una velocidad constante.

Eq= 6mnrVef
Vef=Eq/6mnr

Si definimos la movilidad electroforética (ug) como:

HE=q/6TtNC
Vef= pgE= pgV/L dado que E=V/L

Donde V es el voltaje aplicado y L la longitud total del capilar.
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Cada particula cargada en solucién estd rodeada por una esfera ionica que se
encuentra ordenada en dos capas, una compacta e inmoévil y otra difusa. La capa compacta
esta formada por los contraiones que rodean la particula en cuestién, mientras que la capa
difusa esta compuesta de contraiones solvatados. El potencial eléctrico que se produce entre
la particula cargada y la interfase de las dos capas estd dado por el potencial zeta (C). La

movilidad del ion esta relacionada con el potencial zeta por la ecuacion:

ug =e5/4mm

Donde 1 es la viscosidad del electrolito y € la constante dieléctrica del medio. La

ecuacion anterior puede expresarse en términos de velocidad como:
Vef= eCE/4mn

El potencial zeta esta directamente relacionado con la anchura de la doble capa (rp)

por medio de la ley de Debye-Huckel [20].
ro =(ek T/8me’T)""

Donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura, e la carga del protén e I la
fuerza i6nica de la solucidén. Por lo que la anchura de la doble capa disminuird a medida que

aumenta la fuerza 16nica (concentracion del electrolito soporte).

Por tanto, los principales factores que determinan la movilidad de una sustancia son:

la carga y tamafio de esta, y la viscosidad, la constante dieléctrica y la fuerza idnica del

medio.
11.2 Flujo Electroosmoético (FEQ)

Uno de los factores mas importantes en la electroforesis capilar es el flujo
electroosmético (FEO). El fendmeno de la electro6smosis en capilares de silice fundida se
refiere a la propulsion del disolvente en un tubo bajo la influencia de un campo eléctrico,

este se debe a que los capilares de silice fundida, tienen paredes con grupos silanol los que
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a valores de pH mayores de 3 se encuentran ionizados mediante el equilibrio acido-base:

[16-20] (Fig. 8)

M ALCALIRO

0O O
.
- é 1 g 1

pH ACIDO

OH OH OH OH

§ &

Figura 8 Equilibrio acido base grupos silanol [19].

Cuando se agrega un electrolito en condiciones alcalinas, dentro del capilar, la carga
eléctrica de la pared del capilar producird que los cationes del electrolito se ordenen en
forma de una doble capa; al aplicarse un campo eléctrico, los contraiones del grupo silanol
en la capa difusa de carga positiva se dirigiran al catodo arrastrando al grueso de la solucion

con ellos (Fig. 9).

NN N NI
s sios s
> & O O
s ® ® @
Plano dewnibn—y E
Anodo Capa wmovil —> @ @ ) @ _ @ Catodo

. Flujo Electroosmotico ' ——)

Figura 9 Representacion del flujo electrosmoético [17].

El flujo electroosmotico puede ser utilizado para arrastrar particulas con carga
negativa hacia el citodo y asi analizarlas simultdneamente con sustancias con carga

positiva.

Las ecuaciones del flujo electroosmdtico son equivalentes a las de movilidad

electroforética expuestas anteriormente.
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En la presencia de flujo electroosmético la movilidad aparente es la suma de la
movilidad de este, mas el de la sustancia, en consecuencia la ecuacion de la velocidad es

equivalente [16].

Map =HEeTUFEO
V=V¢rt+VEeo

Esta movilidad aparente se puede medir experimentalmente mediante la ecuacion:
Uap=1L/tV

Donde 1 es la distancia al punto de deteccion, L es la longitud total del capilar, V el
voltaje aplicado y t el tiempo que la sustancia tarda en llegar al detector. En los métodos

donde se anula el flujo electroosmético, la movilidad aparente es igual a la movilidad

electroforética de la sustancia.

La velocidad del flujo electroosmoético depende de varios factores entre los que se

encuentra:

a.- La magnitud del potencial zeta, el cual estd dado por la ecuaciéon de Helmbholtz-

Smoluchowski:

C=47T,T] U-FEO/ €

Por lo que, la magnitud del potencial zeta depende de la viscosidad y la constante
dieléctrica del medio, pero, también depende, por la ley de Debye- Huckel de la anchura de
la doble capa, la cual depende de la fuerza idnica del medio, es decir la concentracion del
electrolito soporte y la temperatura.

b.- Al depender de las propiedades 4cido-base de los grupos silanol el flujo electroosmético
depende del pH. A valores de pH bajos donde los grupos silanol no se encuentran
disociados, no hay flujo electroosmético y comienza a aparecer conforme estos grupos se
ionizan.

c.- La presencia de disolventes organicos como metanol y acetonitrilo disminuye el flujo

electroosmotico al cambiar la constante dieléctrica y viscosidad del electrolito.
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d.- Debido a que la capa compacta de la doble capa estd formada por los contraiones de los
grupos silanol, la naturaleza de estos y en especifico su tamafio, alteraran el grosor de esta
capa, el flujo electroosmético aumenta de manera inversa al tamafio de los contraiones.

e.- La velocidad del flujo electroosmotico varia de manera proporcional al voltaje aplicado.

Los factores anteriores pueden ser manipulados para aumentar o disminuir el flujo
electroosmoético pero éste también puede eliminarse si se requiere bajo las siguientes
condiciones:
a.-Usar pH acidos en el electrolito soporte.

b.- Recubrir los grupos silanol con polimeros como metilcelulosa o poliacrilamida
c.- Derivatizar los grupos silanol de la pared del capilar.

d.- Agregar surfactantes catiénicos [16].
11.3 Eficiencia y Resolucion

Al ser la electroforesis capilar una técnica de separacion, la mayoria de los

conceptos utilizados en esta area pueden aplicarse a ella, como son: la resolucion, platos

tedricos, etc.

Uno de los factores que tienen mas efecto sobre la eficiencia es el flujo
electroosmotico, el cual se caracteriza por presentar una forma plana, a diferencia del flujo
laminar producto de los liquidos movidos por presion (Fig. 10), consecuentemente el flujo
electroosmotico tiene un efecto minimo en la resistencia de transferencia de masa, dando
como resultado una menor difusién del analito y, por tanto, un mayor numero de platos

tedricos, y en consecuencia una mayor eficiencia que en los sistemas cromatograficos.

De acuerdo a la ecuacién de Einstein si una banda infinitesimal difunde por un

tiempo (t), la varianza espacial (0’2]_,) estara dada por:
o’1=2Dt

Donde D es el coeficiente de difusién del soluto. La eficacia en la separacion de un

sistema electroforético se expresa en funcién del numero de platos tedricos (N) por:
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N=L%c*,
Combinado las ecuaciones anteriores tenemos:

N=L*/2Dt
Como t=L*/pV N =uV/2D

PERFIL DEL FLUJO
ELECTROOSMOTICO

PERFIL DEL FLUJO
LAMINAR

Figura 10 Perfil del flujo de fluidos bajo distintos tipos de flujo [19].
El numero de platos tedricos se determina experimentalmente mediante la ecuacion:
N=16(t/w)*
Donde t es el tiempo de migracion y w 1a anchura del pico en su base.

Otros factores que intervienen en la difusion de las sustancias son:

a.- Volumen de inyeccion. Para reducir al minimo el efecto de este parametro en la difusion
se considera que se debe de inyectar menos del 1% de la longitud del capilar.

b.- Difusién. En electroforesis capilar la principal fuente de difusion es la longitudinal

c.- Dispersi6n por electromigracion. Es tipica de la electroforesis capilar y ocurre cuando la
movilidad electroforética de la sustancia es diferente a la del electrolito conductor. Esta
puede ser mayor (lo que produce picos “cabeceados”) o menor (dando lugar a picos
“coleados”). La electrodispersion es un proceso de dispersiéon que ocurre por los cambios

en los campos eléctricos locales en la zona de migracion respecto al electrolito conductor.
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Puede ser minimizado disminuyendo la diferencia en movilidades entre el analito y el
electrolito conductor o disminuyendo la concentracion de las zonas de migracion

d.- Calor de Joule o calentamiento 6hmico es el nombre dado a la generacidén de calor
causada por las colisiones entre particulas de soluto y electrolito como resultado de las
corrientes de conduccién eléctricas. Este calor se produce al aplicar voltajes elevados y
produce ensanchamiento de las zonas de migracion debido a gradientes de temperatura y
cambios locales de viscosidad. Debido a que el calor se disipa mejor en la superficie del
capilar, la temperatura en el centro del capilar es mayor a la de la superficie por lo que la
viscosidad del electrolito serda menor y los solutos migraran mas rapido en el centro del
capilar que en la superficie; como consecuencia se producira un ensanchamiento de la
banda. Por ello es importante contar con un sistema que disipe bien el calor producido.

e.- Interacciones pared-soluto. Las interacciones entre la pared del capilar y el soluto,
producirdn un ensanchamiento de la banda, picos coleados y baja reproducibilidad. Estas
interacciones se dan principalmente entre la pared del capilar cargada negativamente y
solutos cargados positivamente como las proteinas. Para evitar éste fendémeno se puede
cambiar el pH del electrolito, aumentar la concentracion del electrolito conductor; pero con

mas frecuencia lo que se hace es recubrir la pared del capilar mediante polimeros de

poliacrilamida o metilcelulosa.

La resolucion entre dos sustancias esta en funcién de sus tiempos de migracion (t) y

la anchura de los picos obtenidos (w), desde el punto de vista cromatografico la resolucién

(Rs) esta dada por:
Rs = (tp-t1)/0.5(w1+w>)

Tomando en cuenta los factores de dispersion anteriores y las ecuaciones de
eficiencia se puede llegar a una ecuacion que nos describa la resolucion en términos

electroforéticos [ 16]. Donde 1 con gorro representa a la movilidad promedio de las

sustancias separadas

(Meo- e )N V2
4(pi-pireo)
Rs=0.177(pg,- I-LEI)(

Rs=

D(p-prs o))
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12.- Estrategias para el analisis de los Residuos Organicos generados por

disparar un arma de fuego por Electroforesis Capilar

En la electroforesis capilar, como en cualquier otra técnica analitica, es importante
conocer las propiedades fisicoquimicas de las sustancias a analizar para de esta manera
saber cual de los distintos modos de electroforesis capilar proporcionard los mejores
resultados y predecir el resultado del analisis. En el caso de la electroforesis capilar los

factores mas importantes a tomar en cuenta son la carga del analito y su tamafio.
12.1 Propiedades Fisicoquimicas de los Residuos Organicos.

Como se puede ver en la tabla 7, la mayoria de los residuos organicos carecen de
protones ionizables, con la excepcién de la difenilamina (pKa =0.78) y el resorcinol (pKa,
=945 y pKay= 10.63), por lo que, con la excepcion del resorcinol, carecen de carga

eléctrica en el intervalo de pH en el que se trabaja la electroforesis capilar.

Otras propiedades importantes para el analisis son el peso molecular (P.M.) ya que
esté determina el tamafio de la molécula. La densidad (0), la solubilidad en distintos
disolventes y los puntos de fusion (P.F.) y ebullicion (P.E) son importantes para la
preparacion de la muestra y estandares [13, 21] (Tablas 8 y 9). Ademas, es importante

mencionar que muchas de estds sustancias se descomponen por la accion de la luz o el calor

(ej. Nitroglicerina).

12.2 Estrategia utilizada para analizar los residuos organicos generados por disparar

un arma de fuego.

Como se mencioné anteriormente se han aplicado diferentes técnicas para analizar
los residuos orgéanicos generados por disparar un arma de fuego sin embargo, ninguno de
estos métodos ha encontrado aceptacién dentro del area forense [1], no asi en el ambiental

donde existe el método EPA 8330 que utiliza cromatografia de liquidos [22].
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Tabla 7 Estructura Quimica de los residuos orginicos* por disparar un arma de

fuego.

2,3- Dinitrotolueno

(2,3- DNT)

CHy |c|>
N+\o‘
N’&O
|

2,4- Dinitrotolueno

(2,4- DNT)
CH, ﬁ
N+
~o
N
o \o

2,6- Dinitrotolueno
(2,6 - DNT)

CHj

Z—O
+

Z2—O0
+

Dimetil Ftalato (MF)

Dietil Ftalato (EF)

Dibutil Ftalato (BF)

HSC\ 0 0
HsC 0 0 | HyesE
0 o\ T\ . -\_\0 2
Nitroglicerina (Ng) Metil Centralita (MC) Etil Centralita (EC)
/7 o
o—N"
\ ?45 ?45 (% (%
0 '\\H/
= N
/ O
O o ©/ 0
-
O—N
\\O
Difenilamina (DPA) Resorcinol (res)

oC

OH

OH

* Entre paréntesis, abreviatura utilizada para cada residuo.
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Esto no ha impedido que se hayan aplicado otras técnicas para su estudio, entre ellas
se cuenta la electroforesis capilar. Dado que la mayoria de los residuos organicos son
sustancias neutras la técnica de electroforesis capilar a elegir para su andlisis es la
cromatografia micelar electrocinética. Se ha encontrado en todas las técnicas utilizadas que
la separacion estd condicionada por la separacién de los isomeros del dinitrotolueno puesto
que tienen el mismo peso molecular (tamafio), sin embargo, las estructuras tienen formas
diferentes (Tabla 7) lo que sugiere que pueden ser separados. De hecho, el anélisis de estos
residuos se ha llevado a cabo previamente por cromatografia micelar electrocinética en
muestras de origen ambiental {22, 23] y forense [24]. Para ello, usualmente se han
utilizado micelas anidnicas de dodecil sulfato de sodio (SDS) y una solucién reguladora de
boratos o fosfatos con pH alcalino y polaridad normal para que el flujo electroosmético
arrastre las micelas anidnicas hacia el detector. Bajo estas condiciones se logra la

separacion de los isomeros del dinitrotolueno; una opcion para mejorar la separacion es el

uso de aditivos quimicos (ej. Ciclodextrinas) [25].

Tabla 8 Propiedades Fisicoquimicas de los residuos organicos [21].

Sustancia No.CAS| PM. | §(gml) | PF.(°C)| P.E.(°C) S:lr;sizf
Nitroglicerina 35-63-0 | 227.09 1.599 2.8/13.5 | 50-60 (desc.) X
Resorcinol 108-46-3 | 111 1.272 109.11 280 N
2,4- dinitrotolueno | 121-14-2 | 182.14 | 1.321 71 300 (desc.) X
2,6 - dinitrotolueno | 606-20-2 | 182.14 | 1.283 66 260 (desc) X
2,3- dinitrotolueno | 602-01-2 | 182.14 63 X
Dimetil Ftalato 194.19 | 1.196 5.5 283.7 X
Dietil Ftalato 84-66-2 | 222.44 | 1.232 -40.5 295 X
Dibutil Ftalato 84-74-2 | 278.35 | 1.046 -35 340 X
Difenilamina 122-39-4 | 169.22 1.16 52.9 302 v
Dimetil centralita | 611-92-7 | 240.3 122 350 X
Dietil centralita | 85-98-3 | 268.35 79 X

Northrop [10, 26] demostré la posibilidad de analizar los residuos organicos dejados
por disparar un arma de fuego por electroforesis capilar. Entre los hallazgos mas
importantes que reporta, se encuentra que la técnica posee limites de deteccién adecuados y

la ausencia de estas substancias en personas que no han disparado un arma; lo que permite
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omitir el establecer valores minimos para cada residuo a diferencia del andlisis de los

residuos metalicos. Esto sugiere que la electroforesis capilar puede ser un método de

analisis més especifico que el andlisis elemental.

Tabla 9 Solubilidad de los residuos organicos en diferentes disolventes [13, 21]

SUSTANCIA H,0 R-OH | (C;H5)20 (C(:I‘-g)z C¢Hg | CHCIl; | CS, | CTC
Nitroglicerina 2 3 > 4 3 4 2
troglicen (1/300) | (1/118)
Resorcinol 3 3 3 2 2 >
‘ (1/0.9)
2,4~ dinitrotolueno 1 3 3 4 3 3 3
2,6 — dinitrotolueno 1 3 3
2,3- dinitrotolueno 1 3 3 2
.. 1 5 5 3 2
Dimetil Ftalato (1/233)
Dietil Ftalato 1 5 5 3 3 3
o 1 3 5 5 3
Dibutil Ftalato (1/2500)
o 1 4 3 4 4 2 4
Difenilamina (12.2)
Dimetil centralita 4 4 2 4 2 4 2
Dietil centralita 1 4 3

Nota: 1 Insoluble, 2 Ligeramente insoluble, 3.- Soluble, 4.- Muy Soluble, 5.- Miscible.

Por ualtimo, la electroforesis capilar ofrece sobre otras técnicas utilizadas para
determinar los residuos generados por disparar una arma de fuego, la posibilidad de
utilizarse para realizar otros andlisis dentro del 4rea forense, por lo que no es necesario
adquirir un aparato para realizar un analisis en especifico, como sucede con EAA-ET y
MEB-DEX, lo que contribuiria a disminuir los costos de operacion de los laboratorios
forenses. La electroforesis capilar ha encontrado gran aplicacion en diferentes ramas de las
ciencias forenses como son: la genética forense, andlisis de drogas e iones en muestras
bioldgicas, andlisis de explosivos, droga requisada [27, 28] por mencionar algunos. Esto
aunado a ofras ventajas inherentes a la electroforesis capilar‘ como son [18]: aplicabilidad,
alta eficiencia en la separacién, tiempos de andlisis cortos, posibilidad de analizar
volumenes muy pequefios de muestra, instrumentacion y desarrollo de métodos simple,

costos de operacion bajos, ayudaria a incrementar la productividad del laboratorio. Ademas
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se encuentra la posibilidad a futuro de automatizacién y miniaturizacion (Chips) lo que
llevaria a tener instrumentos muy rapidos, pequefios y capaces de funcionar sin atencion y

directamente en la escena del crimen,

Por Gltimo se ha establecido dentro del marco legal la necesidad de realizar un analisis
por dos técnicas confirmativas con fundamentos diferentes para tener la seguridad de tener
un resultado sostenible dentro del marco legal (analisis ortogonales), en esta situacion la
electroforesis capilar al tener un mecanismo de separacién diferente a las técnicas
cromatograficas cominmente utilizadas dentro de los laboratorios forenses permite su uso

en analisis ortogonales complementarios.

13.- Cromatografia micelar capilar electrocinética (CMCE)

En el presente trabajo se empleara la cromatografia micelar capilar electrocinética
para separar los residuos organicos. Por lo que a continuacion se describirdn los factores

mas importantes para el desarrollo y aplicacion de la técnica.

La cromatografia micelar capilar electrocinética (CMCE) es un modo de
electroforesis capilar utilizado para separar sustancias neutras en la cual se agregan
surfactantes al electrolito soporte para formar dos fases: una pseudo estacionaria e
hidrofobica formada por las micelas y otra mévil e hidrofilica. La separacién de las
sustancias neutras se lleva a cabo por medio de la particién de la sustancia neutra entre

estas dos fases de un modo similar a los procesos cromatograficos.

Los agentes surfactantes son moléculas con una parte hidrofébica y una hidrofilica;
cuando se colocan en un medio acuoso las moléculas del surfactante orientan sus partes
hidrofilicas hacia el medio acuoso y esconden su parte hidrofébica, de ésta manera forman
diversas estructuras (monocapas, bicapas, etc.). Cuando el agente surfactante se adiciona al
electrolito soporte en una concentracién superior de su concentracion micelar critica
(CMC) la parte hidrofébica del surfactante se orienta hacia el interior formando asi un

nucleo hidrofébico y sus partes hidrofilicas se orientan hacia el medio acuoso, formandose
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asi una micela (Fig. 11). Estas micelas pueden tener distintas formas, tamafios, carga, los

cuales dependen del agente surfactante utilizado para formarlas (Tabla 10).

Figura 11 Micelas aniénicas y catiénicas [18].

Cuando se aplica un voltaje positivo, las micelas anionicas y neutras no migraran
hacia el detector del equipo, y no podrian ser analizadas, por ello es necesario utilizar un

pH alcalino con el fin de que el flujo electroosmético las arrastre hacia el detector (Fig. 12).

En la cromatografia micelar capilar electrocinética todos los analitos migran en un
tiempo (t) que esta entre aquellos que al ser muy polares no interactiian con la micela y que
equivalen a un marcador de tiempo cero (to) (¢j. Etanol) y aquellos que al ser muy afines a
la micela (ej. Sudan III),migran al mismo tiempo que las micelas (tm); el tiempo entre
ambos extremos es conocido como la ventana analitica y es uno de los pardmetros mas

importantes en CMCE.

Al tener la CMCE un mecanismo de separacion semejante a la cromatografia, la
teoria de ambas es muy parecida, agregdndose unicamente un valor correspondiente al

tiempo de migracién de las micelas (tm).

Para particulas neutras el factor de capacidad k” esta dado por:
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"= t- to/ to (1-t/tm)
y la resolucién (Rs) por:
Rs = (N"4/4)(o—1/00)(k'/1+k ) {1-( to/tm)/ 1+( to/tm)k "}

Donde N representa el nimero de platos tedricos como medida de la eficiencia de la

separacion y a la retencion relativa.

Tabla 10 Caracteristicas mas importantes de algunos surfactantes.

SURFACTANTE CMC (mM) | NUMERO DE
AGREGACION

Aniodnico
Dodecil sulfato de litio 8.77
Dodecil sulfato de sodio 8.10 62
Tetradecil sulfato de sodio 2.20 138
Dodecanato de sodio 24.00 56
Colato de sodio 14.00 3
Deoxicolato de sodio 5.00 4-10
Taurodeoxicolato de sodio 3.00 8
Cationico
Cloruro de cetiltrimetil amonio (CTAC) 1.3
Bromuro de cetiltrimetil amonio (CTAB) 0.92 23
Cloruro de dodecil amonio 15.00 55
Zwitter i0nicos
N-dodecil-N,N-dimetilamonio -3- propano sulfonato 3.3 55
(sulfobetaina SB 12)
3-(3-colamidopropil) dimetilamonio —3- propano _ 4.2-6.3 9-10
sulfonato (CHAPS)
No ionico
Octil glucosido 25.00 27
Digitonina 0.67-0.73 60
n- dodecil glucosido 0.19
n- dodecil maltosido 0.19 98
Dodecil polietilenglicol eter (BR1J 35) 0.09 40
Polioxietileno 20 sorbitano monooleato (TWEEN 20) - 0.01
Polioxietileno 20 sorbitano monolaurato (TWEEN 20) 0.01
Triton X-100 0.24
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Para poder ser utilizados en la electroforesis capilar los surfactantes deben de reunir
ciertas caracteristicas:
a.- Ser solubles en el buffer.
b.- Producir soluciones con baja viscosidad.

c.- Ser invisibles al detector utilizado.

Los surfactantes no deben utilizarse a concentraciones elevadas debido al aumento
en viscosidad y corriente producido, ademas la concentracion del buffer debe ser al menos

10 mM mayor para asegurar el pH del electrolito.

En CMCE un factor importante es la concentracion de surfactante ya que este
determina la relacion de fases: a medida que se aumenta la concentracion de surfactante
aumenta la ventana analitica y el factor de capacidad de los analitos lo que mejora las

separaciones, en detrimento esto aumenta el tiempo de analisis.

Figura 12 Representacion del proceso de separacion por cromatografia micelar
electrocinética [18].

Otro factor que puede aumentar la ventana analitica es la disminucién del flujo

electroosmoético.

Para mejorar las separaciones se pueden agregar disolventes organicos y urea, los
cuales ademas de ayudar a disolver analitos no polares, cambian el flujo electroosmético, y

la naturaleza de la fase acuosa cambiando por lo tanto el fenémeno de particion [16, 18].
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14.- Estrategias para el analisis de los Residuos Inorganicos generados

por disparar un arma de fuego por Electroforesis Capilar

Como los iones metéalicos poseen carga eléctrica, pueden ser analizados por
electroforesis capilar de zona, por tanto las propiedades mas importantes a considerar, para

realizar su separacion son la carga y el tamafio del i6n metalico. (Tabla 11) [3].

Tabla 11 Propiedades Fisicoquimicas de los elementos presentes con mayor frecuencia
en los residuos generados por disparar un arma de fuego.

Elemento y grado | Simbolo | Nimero | Masa | P.F.(°C) | P.E.(°C) | Radio
de oxidacién Quimico | atdmico | atomica I6nico (A)
Aluminio II1 Al 13 26.98 660 2519 0.5
Antimonio I1I Sb 51 121.75 631 1587 2.45

Bario 11 Ba 56 137.34 727 1897 1.35
Calcio II Ca 20 40.08 842 1484 0.99
Cobre 11 Cu 29 63.54 1085 2562 0.69
Hierro 111 Fe 26 55.85 1538 2861 0.64
Plomo II Pb 82 207.19 328 1749 1.2
Magnesio [1 Mg 12 24.31 650 1090 0.65
Niquel II Ni 28 58.71 1453 2730 0.72
Zinc 11 Zn 30 65.37 420 907 0.74
Estafio 11 Sn 50 118.69 232 2602 1.12
Mercurio II Hg 80 200.59 -39 357 1.10

15.- Electroforesis capilar de zona (ECZ)

Dado que los residuos metalicos van a ser analizados por electroforesis capilar de

zona es necesario describir cuales son los pardmetros experimentales determinantes para el

desarrollo del método.

La electroforesis capilar de zona (ECZ) es el modo de uso clasico de la
electroforesis capilar y los conceptos antes descritos se desarrollaron a partir de ella. En
este modo de uso se separan las sustancias sobre la base de las diferencias en sus

movilidades bajo un campo eléctrico.
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En la electroforesis capilar de zona la composic‘i()n del electrolito permanece
constante a lo largo del capilar; el electrolito provee un medio conductor de la electricidad
y un medio tamponado. Cuando se introduce la muestra al capilar, las sustancias con carga
eléctrica migran en zonas discretas bajo un campo eléctrico hacia el electrodo con carga
opuesta a diferentes velocidades las cuales dependen de su movilidad, esto permite su
separacion; sustancias neutras no son afectadas por el campo eléctrico y por ello no es

posible separarlas con esta técnica.

De acuerdo a las ecuaciones anteriormente descritas, los principales factores que
pueden manipularse para mejorar una separacion son: el pH, viscosidad y concentracion del
electrolito soporte, ademas de la presencia de aditivos; estos parametros tienen un efecto

directo ya sea sobre la movilidad del analito o sobre el flujo electroosmético.

El primer paso en el desarrollo de métodos con ECZ consiste en asegurar una fuerza
i6bnica adecuada, para evitar la absorcion del analito en las paredes del capilar, a medida
que se aumenta la fuerza idnica, la eficiencia de los picos obtenidos aumenta, debido a que
disminuye esta absorcién, hasta llegar a un punto Optimo, a partir del cual la eficiencia

disminuird producto de la dispersién producida por el calor de Joule.

El pH al cual se lleva a cabo la separacion es muy importante dado que determina,
las interacciones analito - pared del capilar, la velocidad del flujo electroosmético vy,
sobretodo, la carga de los analitos. En efecto, la separacion de especies ionizables como
4cidos y bases débiles es dependiente del pH, pues éste determina el grado de ionizacién de
cada soluto y, por tanto, la movilidad de cada analito. En consecuencia, substancias con

diferencias minimas en su pK, pueden ser separadas.

Otro factor importante a optimizar es el tipo y concentracién de solucién reguladora;
el tipo de solucion reguladora tiene un efecto directo sobre el flujo electroosmotico. La
concentracion de buffer, por otra parte modifica la movilidad de flujo electroosmético y
regula las interacciones de los analitos con la superficie del capilar, lo que produce cambios
en la eficiencia del sistema y en consecuencia en la resolucién. Ademas de que también

modifica la corriente generada y €sta, a su vez, influye en la cantidad de calor producido.
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Para lograr la separacion de dos sustancias se pueden usar modificadores quimicos,
que pueden ser organicos, inorgénicos. Estos modificadores interactian con diversos
componentes del sistema electroforético (capilar, muestra, etc.), y de esta manera cambian
la selectividad de la separacién. De entre estos modificadores, destacan los quirales (ej.
Ciclodextrinas), debido a su capacidad de separar sustancias con centros quirales. Otros
modificadores se utilizan para disolver substancias no polares, mientras que otros sirven

como electrolito de fondo en la deteccion indirecta.

La longitud (L) y el diametro interno (D.1.) del capilar afectan la separacion debido
a que una mayor longitud determina mds platos tedricos, lo que mejora la separacidn; a
menor diametro interno el sistema puede disipar mejor el calor de Joule producido lo que

mejora la eficiencia y la resolucién obtenida.

Por ultimo, la temperatura y el voltaje tienen un efecto sobre la separaciéon que
depende en el primer caso, por su efecto sobre la viscosidad, y en el segundo caso,

directamente en la ecuacion de la resolucion [20].
15.1.-Electroforesis Capilar de Zona de Iones metalicos.

Aunque en un principio la electroforesis capilar se utilizd para el analisis de
macromoléculas, sus ventajas llevaron a su aplicaciéon a moléculas pequefias. Sin embargo,
su aplicacion al andlisis de iones metalicos estaba limitada por la poca diferencia en las
movilidades de iones metalicos con la misma carga y porque los cationes no absorben luz
en la regién del ultravioleta del espectro electromagnético. Estos problemas se superaron
mediante la introduccién de un agente complejante, lo que permite manipular la
selectividad y facilitar la deteccién. Por ello, las separaciones de iones metédlicos por
electroforesis capilar se dividen de acuerdo a la estabilidad termodindmica de los complejos

formados; los complejantes utilizados se dividen en complejantes débiles y fuertes [29-30].

Se utiliza un complejante débil (Kmy<5) como tartrato, ftalato, lactato, etc., para

manipular la selectividad de la separacion; para ello es necesario que existan equilibrios
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rapidos. En esta técnica, el complejante se agrega al electrolito soporte. Es decir, la
reaccién de complejacion se lleva a cabo en el capilar. En estas separaciones el ién metalico
se encuentra con carga positiva y es separado en condiciones coelectroosmdticas; el orden
de elusion va del analito con mayor carga positiva al que tiene menor. La selectividad de la
separacion estda dada porque cuando hay varias formas del metal y existen equilibrios
rapidos entre ellos, la movilidad del analito esta definida como el promedio en peso de las
movilidades de cada una de las formas; bajo éstas condiciones la selectividad puede ser
manipulada al cambiar la concentraciéon de complejante y el pH del electrolito de corrida
dado que esto provoca cambios en los equilibrios de complejacién y por lo tanto en la carga
global del analito [30]. Sin embargo, debido a que la mayor parte del i6n metélico se
encuentra sin complejar, la deteccién por espectroscopia ultravioleta seria imposible, por lo
que se utiliza deteccidn UV indirecta, mediante un electrolito soporte que absorba en el UV
(Tabla 12) [30]. Esto ultimo ha limitado su aplicaciéon debido a la pobre sensibilidad
inherente a los métodos de deteccion indirecta, junto a la dependencia de la matriz y del
catién en el electrolito soporte, pues el cation debe tener una movilidad semejante a la del

analito para lograr las condiciones de sensibilidad adecuadas [29].

Los complejantes fuertes (Kmy>10) usualmente forman complejos con carga
negativa (aunque existen neutros y catidénicos) por lo que usualmente se analizan en forma
contraelectroosmética. En este caso la complejacion se lleva a cabo antes de introducir la
muestra al capilar, es decir, complejacion precapilar, aunque en funcion de la fuerza del
complejante es necesario agregar una pequefia cantidad de complejante al electrolito

soporte para evitar la disociacién del complejo en el capilar [29-30].

El reactivo utilizado para la complejacion precapilar debe reunir las siguientes

caracteristicas:

1.- Pureza elevada

2.- Debe formar complejos estables con relacion 1:1 con la mayoria de los metales

3.- Los complejos formados deben ser estables el tiempo que dure la corrida

4.- La longitud de onda de absorcién del complejo y el complejante debe ser diferente,
ademas de poseer elevados valores de absortividad molar para obtener asi los mejores

limites de deteccion [29].
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Al estar todo el ién metalico complejado, no es necesario utilizar deteccion
indirecta, lo que mejora los limites de deteccion de esta técnica. Sin embargo, esto puede
complicar la manipulacion de la selectividad de la separacién, esto puede llevarse a cabo
por disociacion de grupos funcionales del ligando, intercambio de moléculas de agua en el
complejo, asociaciéon o intercambio de iones en el electrolito de corrida. Otra manera de
manipular la selectividad es por medio de aditivos como surfactantes, por medio de
interacciones par ionico o de particion. Entre los surfactantes, el mas utilizado es el SDS y
sales de amonio de cadena larga, aunque estos solamente producen cambios en la
selectividad cuando el agente complejante es hidrofobico; cuando es altamente cargado no
produce cambios en la selectividad, de lo que se deduce que actia por un mecanismo de
particiéon y, cuando los complejos y las micelas tienen carga opuesta, por formacién de
pares i6nicos. Otras estrategias utilizadas para manipﬁlar la selectividad es agregando
disolventes organicos al electrolito soporte lo que tiene efecto sobre el flujo
electroosmotico, la adsorcion de los metales en el capilar y solubilizacion de complejos

hidréfobos (Tabla 12) [30].

Tabla 12 Caracteristicas de las separaciones de iones metdlicos por electroforesis
capilar [30].

COMPLEJANTE |COMPLEJANTE FUERTE
DEBIL
Ejemplo de Ligandos ac. citrico, lactico, | Cianuro, acidos aminocarboxilicos,
ftlatos etc. Colorantes azo, quinolina,
ditiocarbamatos etc.
Grado de Complejacion Parcial Total
Método de formacién del|En el capilar Antes del capilar, usualmente se usa
Complejo con complejacién en el capilar
Deteccion Indirecta Directa
Manejo de la selectividad Complejacion con | -Influencia del metal en el pKa del
el ligando ligando
-Formacion de complejos mixtos,
metal-hidroxo-ligando
-Asociacién de iones
-Intercambio idnico
Voltaje de la Separacion + +,-
Cinética de la complejacion | Rapida Rapida, lenta
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Los factores que tienen un efecto mas importante en la movilidad electroforética de
los complejos metalicos son: la carga del complejo (determinado por el pH), el tamafio del
complejo, constante de estabilidad del complejo (los complejos mas estables son mas

lentos), concentraciéon y pH del electrolito soporte [29].

Una de las preocupaciones mas importantes en el andlisis de iones metalicos en
particular y en la electroforesis capilar en general, son los altos limites de deteccidon
inherente al uso de capilares. Para superar este problema se han implementado varias
estrategias (Tabla 13), entre las que se encuentra el uso de agentes complejantes con alta
absortividad molar, elegir la longitud de onda de lectura éptima, usar métodos de deteccion
mas sensibles que el ultravioleta, celdas con mayor paso dptico y aplicacion de técnicas de
preconcentracidn en el capilar como el apilamiento y la amplificacién de campo y técnicas

de preconcentracion fuera del capilar como la extraccion en fase sélida, etc [29-34].

Tabla 13 Sensibilidad obtenida por distintos métodos de deteccion y por técnicas para
aumentar la sensibilidad para el andlisis de metales por electroforesis capilar (31-32).

METODO SENSIBILIDAD (M) AUMENTO RESPECTO A
DETECCION CON UV

Fluorescencia directa. 10°-107 10

Fluorescencia Indirecta 10°-10"

Quimioluminiscencia 10°-107* 10-10°

Espectroscopia de emisién|10°-107 10-100

atomica

Conductividad 10°-10" 5-10

Amperometria 107-10°° 10-100

Potenciometria 10°-10° 0

PAI-EM 10°-10"" 10-10

Espectrometria de Masas-|107-10° 0

Electrospray

Apilamiento 30-100

Amplificacién de campo 50-1000

Isotacoforesis transitoria 10-500

Extraccion en fase s6lida 100-1000

Membranas 50-500

Derivacién quimica 10°-107 10

Ultravioleta 10°-10° 0
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Dentro de las técnicas de preconcentracion tienen especial importancia los métodos
de concentracion en el capilar ya que son caracteristicos de la electroforesis capilar; el mas
simple de ellos, el “apilamiento”, ocurre cuando la zona donde se encuentra la muestra se
coloca entre dos zonas de buffer y tiene una fuerza ionica menor a la del buffer de corrida,
cuando se aplica el voltaje la fuerza del campo eléctrico en la zona de la muestra es mayor
que en el resto del capilar esto provoca que los iones de la muestra se muevan mads rapido

hasta alcanzar la frontera entre las dos zonas donde se concentran (Fig. 13).

ZONA DE LA MUESTRA

o

Buffer

ALTA

ALTA
CONDUCTIVIDAD

Figura 13 Esquema del proceso de apilamiento [19].

Otra técnica de concentracidn que puede utilizarse para el estudio de iones metalicos
es la isotacoforesis transitoria, en esta técnica la zona de la muestra se inyecta entre dos
zonas, una con un electrolito lider de alta movilidad y otra con un electrolito terminal de
baja movilidad, al aplicarse el voltaje, los iones en la muestra se separan de acuerdo a su
movilidad y se mueven como zonas sin diluirse con el electrolito de corrida, por lo que, en
un principio se concentran y, posteriormente al dilurse los electrolitos lider y terminal en el

“electrolito soporte empieza la electroforesis de zona, con los iones ya concentrados.

La técnica de preconcentraciéon que proporciona los mejores factores de
enriquecimiento es la amplificacién de campo (Tabla 13); en ella el capilar se llena por
presiéon con la muestra en una solucién con baja fuerza idnica, al aplicarse un voltaje
negativo, los aniones se dirigen a la frontera entre la zona de la muestra y el electrolito
soporte, donde se concentran; mientras que la matriz y los cationes son expulsados del

capilar, por accién del flujo electroosmoético producido, procediéndose asi hasta eliminar la
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matriz, entonces se cambia la polaridad del voltaje para comenzar la separacion (Fig. 14).
Para cationes es necesario el uso de capilares modificados para cambiar la direccion del
flujo electroosmatico. Debido a que se puede llenar el capilar entero con esta técnica se

pueden lograr factores de enriquecimiento hasta de 1000 (32-34).
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Figura 14 Representacién esquemética del proceso de la técnica de preconcentracion
por amplificacién de campo. A.- inyeccién hidrodinamica B, C.- Bombeo del agua D.-
separacién bajo polaridad normal. ES Electrolito Soporte.

15.2 Estrategia utilizada para analizar los residuos metalicos generados por disparar

un arma de fuego.

Los residuos metalicos pueden ser analizados por electroforesis capilar de zona
utilizando un agente complejante para manipular la selectividad de la separacion y facilitar

la deteccion [29].

De entre los dos tipos de complejacién existente (en capilar y fuera del capilar) se
eligi6 la complejacion fuera del capilar debido a que los residuos buscados se depositan en
las zonas de maculacién en cantidades de micro a nanogramos por lo que es necesario

contar con los mejores limites de deteccion posibles; ademas, dado que la complejacién en
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el capilar proporciona limites de deteccion menores que fuera de la columna, su uso fue

desechado.

Los reactivos utilizados para realizar la complejacion fuera de la columna deben
tener ciertas caracteristicas como la de formar complejos estables con estequiometria 1:1
con todos los metales bajo estudio, ser lo suficientemente estables como para no disociarse

durante al analisis (cinética de disociacion lenta) y formar complejos solubles en agua [30].

De entre los factores anteriores se consideré como mas importante la capacidad de
formar complejos estables con todos los metales bajo estudio ya que estos metales
provienen de distintas bloques de la tabla periddica (metales alcalino-terreos, de transicion,
de no transicién y el antimonio como no metal), lo que implica distintas propiedades
quimicas, y dificulta encontrar un complejante para todos. Una familia de agentes
complejantes que forma complejos estables con todos los metales presentes en los residuos
metalicos generados por disparar un arma de fuego son los acidos aminopolicarboxilicos
(Tabla 14); este grupo de reactivos cumplen con los requisitos antes descritos, con el tnico
inconveniente de tener coeficientes de absortividad molar (10> M'*cm™) menores en
comparacion con otros reactivos. Entre los reactivos mas utilizados se encuentran el EDTA,
CDTA, DTPA, NTA y TTHA [29, 35]. Estos complejantes reaccionan con los iones
metéalicos formando complejos 1:1 con carga usualmente negativa, estos pueden ser
analizados de diferentes maneras; con polaridad normal o reversa y tanto de manera

coelectroosmotica, como contraelectroosmotica.

Dado que el andlisis de los residuos organicos se realiza usando cromatografia
micelar electrocinética usando SDS a un pH alcalino y polaridad normal, si se quiere hacer
el andlisis conjunto de residuos organicos y metalicos es necesario utilizar electroforesis de
zona contraelectroosmotica para el analisis de los residuos metalicos. Esto limita el uso de
algunos de los reactivos anteriores como el DTPA y el TTHA pues forman complejos con
carga negativa muy elevada con los iones metalicos bajo estudio, los que serian atraidos
fuertemente hacia el 4nodo, lo que en las condiciones anteriores se traduciria en tiempos de

analisis elevados. El uso de NTA se deseché dado que formaria quelatos sin carga con los
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metales con carga +3 (hierro, antimonio y aluminio) y por ello no podrian ser resueltos por

electroforesis capilar de zona.

Tabla 14 Caracteristicas de algunos Acidos aminopolicarboxilicos utilizados como
agentes complejantes [35].

Reactivo Abreviatura | No. de grupos | No. de grupos No. de
carboxilo metileno nitrégenos
(ncoon) - (ncm) terciarios (ny)
Ac. Etilen diamino EDTA 4 6 2 '
tetracético .
Ac. Ciclohexano CDTA 4 10 2
diamino tetracético

Ac. Dietilen triamino DTPA 5 9 3
pentaacético

Ac. Trietilen tetramino TTHA 6 12 4
hexaacético

Ac. Nitrilo triacético NTA 3 3 1

De lo anterior, se deduce que los acidos aminopolicarboxilicos que pueden utilizarse
para hacer la complejaciéon son el EDTA y el CDTA [35]. Los factores que determinan la
movilidad electroforética de estos complejos son [36]:

a.- La carga del quelato.
b.- El tamafio del quelato.

c.- La constante de formacion del complejo.

Como el factor mas importante es la carga del quelato es necesario elaborar los
diagramas de distribucion de especies de los metales bajo estudio con CDTA y EDTA
(Figuras 15-16) para conocer la carga del quelato en diferentes condiciones de pH, tipo de
quelato, etc., y encontrar las condiciones 6ptimas para separar los residuos metalicos. Para
ello se utilizaron las constantes de complejacion y acidez reportadas por Sucha y Kotrly
(Tabla 15) [37], éstos diagramas de especie se elaboraron para una concentracion de metal
5x10™ M en solucién acuosa en cada caso y una concentracion de ligante de 5x10° M por

lo que se puede asumir que el sistema se encuentra amortiguado por las especies CDTA y
EDTA.
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Tabla 15 Constantes de complejacion de los metales bajo estudio con acidos
aminopolicarboxilicos (fuerza iénica 0 a 0.1).

ELEMENTO EDTA CDTA
Hidr(')geno K]-nl 1.014, KH26.32, KH32.66, KH42, K]-n 12.4, KH26.15, KH33.53,
Kusl.5 Kya2.42
Tipo de MY MHY/ |MOHY/| M(OH) .Y/ MY MHY/ | MOHY/
Complejo MY.H |[MY.OH | MOHY.OH MY.H | MY.OH
Aluminio Il | 16.3 2.5 8.06 3.98 19.5 2.00 6.37
Antimonio I11| 31.54 1.02 8.24 7.46 29.5
Bario Il 7.78 4.57 8.69 6.86
Calcio II 11.00 3.18 13.20
Caobre [1 18.80 3.0 2.5 22.00 3.1
Hierro 111 25.00 1.3 6.46 4.54 30.00 4.25
Plomo II 18.04 2.8 20.38 2.8
Magnesio I | 9.12 3.85 11.02
Niquel 11 18.62 3.2 1.8 20.03 2.74
Zinc 11 16.5 3.0 2.1 19.37 2.9

Estas condiciones pueden no coincidir con las condiciones experimentales que se

puedan utilizar, puesto que se usaron solamente para establecer las condiciones iniciales de

pH, y concentracion de CDTA y EDTA.

Diagrama de Predominio de Especies Fe/EDTA
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Figura 15 Diagramas de distribucion de especies de EDTA con los metales bajo
estudio (continua).
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Diagrama de Distribuciéon de Especies AI/EDTA
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Figura 15 Diagramas de distribucién de especies de EDTA con los metales bajo

estudio (continua).
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Figura 15 Diagramas de distribucién de especies de EDTA con los metales bajo
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Diagrama de Distribucién de Especies NI/EDTA
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Figura 15 Diagramas de distribucién de especies de EDTA con los metales bajo

estudio.
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Diagrama de Distribucién de Especies Fe/CDTA
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Figura 16 Diagramas de distribucién de especies de CDTA con los metales bajo
estudio (continua).
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Diagrama de Distribucién de Especies Mg/CDTA
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Figura 16 Diagramas de distribucién de especies de CDTA con los metales bajo
estudio (continua).
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Diagrama de Distribucion de Especies Zn/CDTA
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Figura 16 Diagramas de distribucién de especies de CDTA con los metales bajo
estudio.

El hecho de que los complejos con CDTA son mas estables que los de EDTA se
traduce en mejores limites de deteccion, ya que la cantidad de complejante que se pondra
en el electrolito soporte serd menor y se disminuira el ruido de fondo. Sin embargo, €l
CDTA no forma complejos del tipo M(OH)Y con la mayoria de los metales bajo estudio
por lo que el manejo de la selectividad serd mas dificil que con el EDTA donde a pH
elevados se forman estos complejos, lo que cambia la carga del complejo y de esta manera

la selectividad de la separacion.

14

Para que una sustancia pueda ser analizada por ECZ debe de poseer carga eléctrica,
debido a ello el intervalo de pH donde existan especies sin carga no es utilizable; la
presencia de los metales como quelatos permite su deteccidon por espectroscopia
ultravioleta, que es el detector mas comun en los equipos de electroforesis capilar, por lo

que es deseable que los metales se encuentren en esta forma.

De los diagramas de distribucion de especies se concluye:
1.- El pH minimo en el cual se debe de realizar la separacion de los metales bajo estudio es
entre 7 y 8 dado que a valores menores la fraccién del complejo BaY disminuye, a favor del
16n metélico lo que impediria su deteccion por espectroscopia ultravioleta.
2.- El pH maximo donde se puede llevar a cabo la separacion es de aproximadamente 10;

este valor se debe a que a valores mayores de pH, la fraccion de los complejos de metales .
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con carga III con CDTA y EDTA disminuyen a favor de complejos M(OH)y, los cuales son
invisibles a la deteccion por espectroscopia ultravioleta, lo que impediria su deteccion.
3.- Los metales mas dificiles de separar son plomo, niquel, zinc y cobre, debido a que

poseen los diagramas de especies mas parecidos.

Lo anterior determina que el pH de trabajo esté entre 8 y 10, por lo que para efectuar
la separacion de los residuos metalicos se debe utilizar la electroforesis capilar de zona con

polaridad normal y condiciones contra electroosmaéticas.

Los amortiguadores mas utilizados en estas condiciones son boratos, TRIS (Tris-
[hidroxi-metil] amino meteno), tricina HEPES (4cido N- 2- hidroxi-etil piperazina- N’-2-
etan-sulfonico), fosfatos, entre otros. Se ha reportado que usando boratos como electrolito
soporte el CDTA proporciona mejores separaciones que el EDTA para el caso de los

lantanidos [35].

Dado que el analisis de los residuos organicos, puede realizarse bajo condiciones
semejantes, por medio de cromatografia micelar electrocinética mediante micelas anidnicas
como fase pseudoestacionaria, tedricamente es posible hacer el andlisis conjunto de
residuos organicos y metalicos; siempre y cuando las micelas aniénicas no alteren la

separacion de los complejos, lo que es de esperar, dado el caracter hidrofilico de estos.

Aplicando los principios anteriores se ha reportado [38] la separacion de algunos de
los metales bajo estudio, utilizando un capilar de silice fundida de 75 micras de didmetro
interno y 50 cm de longitud recubierto de poliimida, aplicando un voltaje de 15 kV

utilizando como electrolito soporte una solucién con Boratos 10 mM, CDTA 1mM a un
pH=9.

Las movilidades obtenidas por éste método, se compararon con las movilidades
tedricas obtenidas mediante la férmula de anélisis de regresiéon multi-variable propuesta por
Timerbaev et. al. [36] para el estudio de los lantanidos (Tabla '16), obtenida a partir de
correlacionar factores como la carga del quelato (Z), la constante de formacion del mismo

(B), el pH del electrolito y el tamafio del complejo (determinado por el niimero de grupos
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hidroxilo (ncoon), metilo (ncyz) y amino (nn)), con la movilidad experimental de los

complejos formados entre los 4cidos poliaminocarboxilicos con los lantanidos.

Logpe = -2.575 + 0.51 * Z + 0.0041 * LogP — 0.285 * ncoon - 0.016 * ncuz - 0.141 * ny -
0.077 * Log (1+10°%?H)

La diferencia entre el valor experimental y tedrico revela que en la formula
empleada, no se tomaron en cuenta todos los factores para realizar una mejor aproximacion
para el caso de los complejos utilizados; de entre los factores que no se tomaron en cuenta
para el estudio anterior, se encuentra la naturaleza quimica y concentracion de la solucidn
reguladora, radio i6nicos del metal, los que tuvieron poco peso en el caso de los complejos
formados entre los acidos poliaminocarboxilicos y los metales lantanidos, pero no en el

caso de los metales bajo estudio.

Tabla 16 Movilidad de Complejos metalicos [36, 38].

Complejo (M-CDTA) Movilidad Experimental. Movilidad Tedrica.

(10°.cm?/V*s) [38] (10°.cm?/V*s) [36]
Aluminio III 41.1 79.4
Antimonio III 20.7 29.8
Bario 11 37.4 79.2
Calcio II 38.3 82.6
Cobre II 41.6 89.8
Hierro II1 24.5 35.7
Plomo I1 39.4 88.4
Magnesio 11 39.4 ' 80.9
Niquel 11 41.3 88.1
Zinc 11 43.7 87.6

Los resultados indican que la separacion entre varios de los metales no se lleva a
cabo experimentalmente, por lo que es necesario hacer ajustes al método anterior para tener

un método adecuado para el anélisis de los residuos metalicos.

Sin embargo los datos experimentales como la estimacion tedrica nos permiten
predecir cuales son los metales mas dificiles de separar, entre los que podemos incluir a el

plomo, niquel y zinc. Lo que coincide con lo anteriormente expuesto por los. diagramas de
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distribucion de especies, ademas de que experimentalmente no se logré la separacion entre
los complejos de magnesio y plomo y aluminio cobre y niquel segin las condiciones

reportadas en [38].

Dado que los complejos Metal-CDTA no forman complejos mixtos hidroxo sera
necesario buscar otros medios para manipular la selectividad tales como cambios en la
composicion del electrolito soporte (aditivos, concentracion) o en el equipo (longitud del

capilar, voltaje), etc.
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Objetivo General

Desarrollar un método por electroforesis capilar capaz de identificar y cuantificar en
una sola corrida, los residuos inorganicos y organicos mas comunes generados por disparar

un arma de fuego.

Objetivos Particulares

e Evaluar las ventajas y limitaciones de la electroforesis capilar para identificar y
cuantificar en una sola corrida residuos orgénicos e inorgénicos generados por

disparar un arma de fuego.

e Aplicar el método de Electroforesis Capilar desarrollado a muestras reales y
comparar los resultados con las técnicas utilizadas en la actualidad en las
procuradurias de la Republica

e Optimizar la toma de muestra para el método de electroforesis capilar desarrollado.

e Relacionar los resultados obtenidos al estudiar los residuos orgénicos e inorgéanicos

para proponer un criterio que permita discriminar muestras positivas de negativas.

e Estudiar la posibilidad de utilizar el método por electroforesis capilar desarrollado,
como un método de rutina de bajo costo en los laboratorios de las Procuradurias de

Justicia de México.
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Materiales y Métodos

1.- Instrumentacion
1.1 Electroforesis Capilar

Los experimentos se realizaron en un sistema de electroforesis capilar PACETM
MDQ (Beckman Coulter Fullerton, EUA.) (Fig. 17) equipado con un detector ultravioleta
de arreglo de diodos; capaz de aplicar voltajes de hasta 30 kV e introducir la muestra al

capilar por medio de inyeccidn hidrodindmica y electrocinética.

Figura 17 Equipo de Electroforesis capilar Beckman P/ACE™ MDQ.

Se usaron capilares de silice fundida (Polymicro technologies Arizona, USA) con
distintos didmetros interno (50, 75 y 100 um de D.I.). Los capilares nuevos se condicionan
introduciendo por medio de una presion 13.79 kPa las siguientes sustancias, mediante el
siguiente esquema de lavado [39]:

1.- Etanol grado HPLC por 10 minutos
2.- Acido clorhidrico 0.1 N por 10 minutos

3.- Agua desionizada por 2 minutos
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4.-NaOH 1 N a 40 °C por 5 minutos
5.-NaOH 1 N a 25 °C por 5 minutos
6.- Agua desionizada por 2 minutos

7.- Electrolito soporte por 2 minutos

Entre corridas se utiliza el siguiente lavado:
1.- Agua desionizada por I minuto
2.-NaOH 0.1 N a 25 °C por 1 minuto
2.- Agua desionizada por 2 minuto

3.- Electrolito soporte por 2 minutos

1.2 Métodos Espectrofotométricos

Se utilizaron equipos de espectrofotometria de absorcion atomica Varian Spectra
AA 800 con horno de grafito y sistema de generador de vapor VGA 77 (Palo Alto EUA) y
Perkin Elmer SIMAA 6000 con automuestrador AS-72 y sistema de generacion de hidruros
MHS-10 (Norwalk, EUA) (Fig. 18), y un equipo de plasma acoplado por induccién (PAI)
Thermo Jarrel Ash IRIS Advantage (EUA).

Figura 18 Equipo de Espectrofotometria de Absorcion atomica electrotérmica Perkin
Elmer 6000.
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1.3 Otros

Sonicador Elma Transonic T 570 (Alemania).

Todos los reactivos fueron pesados en una balanza analitica Boeco (Alemania).

2.- Reactivos

2.1 Reactivos y patroﬁes utilizados

Patrones de residuos organicos: Nitroglicerina (se obtuvo a partir de Nitradisc un
medicamento de Searle), resorcinol 99%, 2,4 dinitrotolueno 99.4%, 2,6-dinitrolueno 99.6%,
2,3- dinitrotolueno 99.9%, metil ftalato 99.8%, etil ftalato 99.7%, butil ftalato 99.8%
(Sigma Aldrich, St Louis, EUA) difenilamina ACS., resorcinol 99-100%, (J.T. Baker,

Xalostoc, México) etil centralita y metil centralita.

Patrones 1000 mg/L de plomo, bario, antimonio, cobre, zinc, niquel, hierro,

aluminio, calcio y magnesio (High Purity Standards, Charleston, EUA).

Otros reactivos utilizados: borato de sodio 100.8%, fosfato dibasico de sodio,
hidréxido de sodio, 4cido clorhidrico ééido nitrico reactivos grado ACS, metanol, etanol,
acetonitrilo y acetona grado HPLC (J.T.Baker, Xalostoc, Mexico), SDS 99% (dodecil
sulfato de sodio), 4cido ciclohexano diamino tetracético , CDTA 99% (Sigma Aldrich, St.
Louis, EUA)\.

2.2 Preparacion de soluciones patrén y reactivos.
Se prepararon soluciones patrén 10 mM en etanol, a partir de los patrones

organicos. A partir de estas soluciones y los patrones de 1000 mg/L de los metales se

prepararon los patrones de trabajo en una solucién de boratos y CDTA como agente
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complejante. La concentracién de CDTA fue 2.5 veces la concentracién total de metales,

esto con el fin de asegurar la complejacion total de los residuos metélicos [38].

El electrolito de corrida se prepard disolviendo la cantidad adecuada de borato de
sodio, SDS y CDTA para obtener la concentracion deseada. EIl CDTA se agrega al final con
el fin de que el borato de sodio ayude a su disolucién. El pH del electrolito se mide por
medio de un pH metro Hanna HI 931401 (Sarmeola di Rubano, Italia) y se ajusta cuando
sea necesario por medio de soluciones diluidas de NaOH y HCI. Para la preparacién de

todos los reactivos se utilizo agua destilada y desionizada.

3.- Preparacion de Muestras.

Una vez efectuado el disparo se tomaron muestras por medio de las técnicas de

frotamiento y cinta adhesiva [1] a partir de la zona de maculacién (Fig. 19 c).

En la técnica de frotamiento, los residuos son tomados frotando un pedazo de tela de
algodén de 4 cm’ embebida en un disolvente adecuado en las zonas de muestreo (palma y
dorso de ambas manos). Los residuos (Fig. 19) son extraidos de la tela por sonicacion por 5
minutos en 2 ml de disolvente; cuando el disolvente es una solucién acuosa se incorpora
borato de sodio y el agente complejante como parte de su composicién [38] en una
concentracién 2.5 veces la concentracion de metales esperada. Cuando es un disolvente
organico, se procede a evaporar este, bajo una atmdsfera de nitrégeno, previa adicion de 20
pl de etilenglicol con el fin de evitar la evaporacion total de la muestra. Por tltimo se

reconstituye la muestra con 2 ml de una solucién de 0.005 M de CDTA y 0.004 M de

boratos.

En la técnica por cinta adhesiva, para tomar los residuos, se coloca la cinta adhesiva
en las zonas de muestreo y se retira en un solo movimiento, a continuacién los residuos son
extraidos por sonicacién por 5 minutos en 4 ml de un disolvente orgéanico, a continuacion se
procede a evaporar la muestra en una atmdsfera de nitrogeno previa adicion de 20 pl de

etilenglicol para evitar la evaporacion total de la muestra. Una vez terminada la fase de
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evaporacion se reconstituye la muestra con 180 pl de una solucién 0.005 M de CDTA y

0.004 M de boratos.

Ademas de las muestras anteriores se tomaron muestras del cartucho percutido y de
la zona circundante al orificio producido por el proyectil por medio de un hisopo embebido

en etanol; procesandose las muestras como en el caso de las muestras tomadas por cinta

adhesiva.

Sonicar

E ¥

Figura 19 Secuencia efectuada en la toma de muestra. A.- Equipo necesario para
efectuar el disparo. B.- Disparo. C.- Zona de maculacién. D.- Reactivo y material de la
toma de muestra. E.- Sonicacion. F.- Analisis.

Para comparar las técnicas de electroforesis capilar y EAA-ET, ambas técnicas
fueron utilizadas para analizar muestras provenientes de personas que efectuaron un disparo
con un revolver 38 mm, tomadas mediante la técnica de frotamiento, utilizando los
disolventes que proporcionaron las mejores recuperaciones por la técnica de electroforesis
capilar. Para realizar la cuantificacion de plomo por EAA-ET se prepararon soluciones
patrén de plomo con concentraciones de 0.1 mg/L, 0.5 mg/L y 2 mg/L en 0.2 % de acido
nitrico, a partir de la solucién patron 1000 mg/L de plomo. A continuacién, y con la ayuda
del automuestrador del equipo de EAA-ET se elaboraron los distintos puntos de una curva

de calibracién para plomo(Fig. 20), mediante la mezcla en distintas proporciones de las
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soluciones patrén de plomo preparadas, con una solucion de acido nitrico 0.2 %, ademas,
en cada caso se agregd S pul de fosfato dibasico de amonio como modificador quimico, lo
que equivale a agregar 50 ng de fosfato dibasico de amonio. Cada punto de la curva es
analizado por triplicado utilizando los pardmetros de operacién recomendados por el

manual de operacién del equipo de EAA-ET (Tabla 17) [40].

04

Absorbancia

0.3

0.2

0.1+

y = 0,000
R? = 0.9969

0 500 1000 1500 2000
mg/L de Plomo

Figura 20 Curva de Calibracién de plomo por EAA-ET

Las muestras provenientes de las personas que efectuaron los disparos fueron

analizadas, mediante los mismos parametros de operacion, utilizados para realizar la curva

de calibracion.

Tabla 17 Pardmetro de operacién del equipo de EAA-ET, utilizados para la
determinacion de plomo [40].

PARAMETROS VALOR
Corriente de la lampara 10 miliamperes
Longitud de onda 283.3 nm
Ancho de la abertura 0.7 nm
Modificador Quimico 0.050 mg NH4H,PO4 en 5 pl
Diluyente 13 pl de 0.2 % écido Nitrico
Muestra 2 ul
Temperatura de Pirolisis 850 °C
Temperatura de Atomizacion 1500 °C, por 3 segundos
Limpieza 2600 °C,
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Resultados

1.- Desarrollo del Método Analitico

El desarrollo del método analitico en electroforesis capilar involucra optimizar
distintos parametros con el fin de lograr la separacién de los analitos bajo estudio. Dado
que en el presente trabajo se utilizara la electroforesis capilar de zona (ECZ) y la
cromatografia micelar capilar electrocinética (CMCE), los pardmetros a optimizar se
pueden categorizar en:

A.- Composicion del Electrolito de separacion

A.l.- pH del electrolito.

A.2.- Concentracidn del electrolito.

A.3..- Presencia y concentracion de aditivos (en el caso de CMCE la concentracion

y tipo de surfactante).

B.- Columna capilar

B.1 Longitud del capilar.

B.2. Diametro del capilar.
C.- Voltaje aplicado

D.-. Temperatura
1.1 Composicion del Electrolito de Separacién.
1.1.1 pH del electrolito de separacion.

Previamente, se establecié con lo diagramas de predominio de especies que el
sistema a utilizar involucra el uso de un pH entre 8 y 10 por lo que se iniciaron los
experimentos con un buffer de boratos 10 mM, utilizando CDTA como agente complejante.

Estudios previos [35], indican que una solucion reguladora de boratos es el 6ptimo para la

separacion de cationes bajo las condiciones mencionadas.
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El factor que tiene un efecto mas importante en la selectividad de la separacion en la
electroforesis capilar de zona (ECZ) es el pH del electrolito soporte dado el efecto que tiene

en el grado de ionizacion de los analitos y en el flujo electroosmotico.

Por lo que, se estudio el efecto del pH del electrolito soporte, en la separacién de los
complejos metélicos en el intervalo de pH elegido con un buffer 10 mM de boratos; sin
embargo, no hubo cambio en la selectividad de la separacion (datos no presentados). Esto
puede explicarse a partir de los diagramas de especies de los metales con CDTA (Fig. 16)
donde se puede ver que no hay cambio en la especie predominante en el intervalo de pH
estudiado para los metales con carga +2, en consecuencia €stos mantienen su carga en el
intervalo estudiado y, por tanto, no se afecta su separacion. La unica especie que cambid su
selectividad fue el Fe(III)-CDTA debido a la formaciéon de complejos mixtos del tipo
Fe(OH)CDTA, que provocan un cambio en la carga del complejo de -2 a -1, lo que
produce un aumento en su movilidad aparente debido a las condiciones
contraelectroosmoticas utilizadas. La especie Al(II)-CDTA también forma complejos
mixtos hidroxo, pero no se advirtié cambio en su selectividad. Es importante resaltar que
bajo las condiciones anteriores, solamente se obtienen ocho de los diez picos esperados en
la muestra estandar. Los complejos que “comigran” en las condiciones anteriores son los

complejos de CDTA con plomo, zinc y niquel.
1.1.2 Concentracion del Electrolito

Optimizar la concentracion de boratos en el electrolito soporte es un paso
importante en la electroforesis capilar, pues concentraciones bajas de electrolito llevan a la
absorcion del analito en las paredes del capilar, por otro lado, concentraciones elevadas de
electrolito resultan contraproducentes debido al incremento de la corriente producida y la .
generacion de calor de Joule, lo que implica pérdida en la eficiencia del sistema. Para
encontrar la concentracion dptima se traz6 una curva de concentracién de boratos contra la

eficiencia expresada como el numero de platos tedricos (Fig..20).

De la grafica se puede deducir que la concentracion optima esta entre 25 y 35 mM

de boratos para la mayoria de los complejos. Sin embargo, el hallazgo mas importante es
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que los cambios en la concentracién de boratos producen cambios selectivos en la
movilidad de los complejos metélicos, que no pueden explicarse totalmente por el cambio
en el flujo electroosmético (que influiria por igual a todos los complejos), por lo que la
concentracién de boratos puede ser un factor vital para lograr la separacion de los residuos
metélicos. Para ello se analizé el efecto de la concentracién de boratos sobre la resolucion
de los pares de complejos mas problematicos (Fig. 21) obteniéndose la separacion de

dichos complejos (resolucién mayor a 1) a una concentracién 40 mM de boratos.
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Figura 21 Efecto de la concentracion de boratos en la eficiencia del sistema.
Condiciones de electroforesis capilar: capilar 79.2 cm de longitud total (L), 75 micras
de didmetro interno (D.1.), inyeccién hidrodindmica 3.45 kPa, por 5 segundos,
deteccion UV a 214 nm, voltaje 30 kV, Electrolito pH=9.2.

A fin de mantener esta separacion, en los siguientes experimentos se utilizara un

electrolito soporte de boratos 40 mM a un pH=9.2.

El efecto de los boratos en el cambio de selectividad de los distintos complejos se relaciona
con interacciones entre los boratos con los complejos metdlicos. Este tipo de interacciones
se han reportado entre los boratos y compuestos poli hidroxilados [41]. Esto produce,
aparentemente un cambio en la constante condicional de formacién de complejos y un

consecuente cambio en la relacién carga/ masa del complejo y en su selectividad [36].
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Figura 22 Efecto de la concentracion de boratos en la resolucion de los complejos
metalicos. Condiciones de electroforesis capilar: capilar 79.2 cm de longitud total, 75
micras de D.IL., inyeccién hidrodinamica 3.45 kPa, por 5 segundos, deteccién UV a 214
nm, voltaje 30 kV, Electrolito pH=9.2. Concentracién de Pb, Al y Zn 10 mg/L, Cu y Ni
20 mg/L

1.1.3 Presencia de Aditivos
1.1.3.1 Surfactantes

Dado que los residuos generados por disparar un arma de fuego carecen en su
mayoria de propiedades acido- base, es necesario adicionar al electrolito soporte una fase

micelar para efectuar la separacion por medio de un fenémeno de particion.

Las condiciones encontradas para la separacion de los residuos metélicos coinciden
con las condiciones utilizadas en la cromatografia micelar capilar electrocinética (CMCE)
es decir pH alcalino, flujo electroosmético elevado, etc. Por lo que tedricamente podrian
utilizarse dichas condiciones para separar simultaneamente los residuos organicos e

inorganicos.

Para iniciar los experimentos se utilizd un surfactante anionico ampliamente

utilizado, como el dodecil sulfato de sodio (SDS). En estas condiciones tanto los complejos
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metalicos como las micelas de SDS tienen carga negativa por lo que se analizaran en

condiciones contraelectroosmaoticas.

Se ha reportado que las micelas pueden interaccionar con algunos complejos
metélicos, sobretodo cuando el ligante es lipofilico [29-31]; esto puede ocasionar cambios
en la selectividad de la separacion de los cationes, por lo que es necesario verificar que no
existan interacciones entre las micelas y los complejos con el fin de que no se pierda la
separaciéon de los residuos metélicos. Para ello se corrié la mezcla estindar de los
complejos metdlicos bajo las condiciones de separacion y 25 mM de SDS. Se encontré que
el SDS, no modifica los tiempos de migracion de los quelatos, por lo que no altera la
selectividad de su separacion; esto se debe a que el CDTA es un ligante altamente cargado
y, en consecuencia hidrofilico, por lo que no interactua’ con las micelas. El tnico efecto
encontrado fue un aumento en la eficiencia y, por tanto, en la resolucién de los complejos
metalicos debido al aumento que produce el SDS en la viscosidad del electrolito de corrida.

Esto prueba que los mecanismos de separacion de la ECZ y la CMCE pueden ser utilizados

simultaneamente y de manera independiente.

La separacion de los residuos organicos, incluyendo los isémeros de dinitrotolueno,
se obtuvo a concentraciones de SDS mayores a 15 mM vy la separacion simultinea de todos
los residuos se dio a concentraciones de 16 mM y por encima de 25 mM (Fig. 22). En los

siguientes experimentos, se utilizard una concentracién de 16 mM con el fin de obtener

tiempos de analisis mas cortos.

Dado que las movilidades de los quelatos no se vieron alteradas por las presencia de
los residuos organicos, las interacciones entre éstos y los iones metélicos se consideran

despreciables, en comparacion con la existente con el CDTA.
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Figura 23 Efecto de la concentracion de SDS en la separacion del par de sustancias
mas conflictivo. Condiciones de electroforesis capilar: capilar 79.2 cm de L, D.I. de 75
micras, inyeccion hidrodinamica 3.45 kPa, por 5 segundos, deteccion UV a 214 nm,
voltaje 30 kV, Electrolito soporte: 40 mM Boratos, pH=9.2.

1.1.3.2 Otros

Por ultimo, se ha informado [29- 30, 35] la necesidad, cuando se utiliza
complejacion precapilar, de adicionar complejante al electrolito de separacion para evitar la
separacion de los quelatos. Sin embargo, como el CDTA absorbe ligeramente por debajo de
230 nm, es necesario agregar la menor cantidad posible, para que no afecte la deteccién de
los quelatos. Para ello, se estudid el efecto de la concentracion de CDTA en el electrolito

soporte sobre la estabilidad de los quelatos formados (Fig. 23).

Los complejos de bario, calcio y magnesio se disocian dentro del capilar cuando no
se agrega CDTA al electrolito soporte; esto coincide con el hecho de que, estos metales
tienen constantes de complejacion mas pequeiias que las de otros metales (Tabla 15). Como
el bario es uno de los residuos mas importantes, se determind que es necesario agregar
CDTA en una concentracion de 0.5 mM al electrolito de separacion. Esta concentracion es
menor a la utilizada cuando se usan otros agentes complejantes como EDTA (lo que se

explica porque los complejos con CDTA son mas estables).
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Figura 24 Efecto de la concentracién de CDTA en el electrolito soporte en la
estabilidad de los complejos metilicos. A.- 0 mM CDTA, B.- 0.5 mM CDTA, C.- 1.0
mM CDTA. Condiciones 40 mM boratos, 16 mM SDS, pH=9.2, capilar 79.2 cm de L,
D.I de 75 micras, inyeccion hidrodindmica 3.45 kPa, por 5 segundos, deteccién UV a
214 nm. voltaje 30 kV. Concentracion de Pb, Ni, Ca , Mg, Al y Zn 10 mg/L, Ba, Cuy
Ni 20 mg/L

1.2 Columna capilar

Los principales parametros del capilar que se pueden manipular son la longitud y el
didmetro interno del capilar. El tamafio del capilar mejora las separaciones por el
consiguiente aumento en el nimero de platos tedricos; sin embargo esto tiene un efecto
nocivo sobre el tiempo de andlisis. Capilares de SO cm. (longitud de capilar mas utilizada)
no permiten la separacion de las sustancias bajo estudio, debido a que el tiempo de corrida
resulta muy corto para la separacion (alrededor de 5 minutos). Se opté por fijar el tamario
del capilar para obtener la mayor cantidad de platos tedricos, que es el pardmetro mas

importante para la separacion.

Para estudiar el efecto del diametro interno del capilar, se utilizaron capilares con un
diametro interno de 50, 75 y 100 micras. El uso de capilares de 100 micras de diametro fue
descartado dado que produce corrientes elevadas en las condiciones de trabajo utilizadas

(217 pA). De entre el capilar de 50 y 75 micras se eligié este ultimo pues permite mejores

limites de deteccion.
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1.3 Voltaje

En la electroforesis capilar se recomienda utilizar el maximo voltaje posible pues
proporciona mejor resolucion. Sin embargo, aplicar un exceso de voltaje puede resultar en
generacion de calor de Joule y deteriorar la resolucion obtenida. Para estudiar esto se
realizé una grafica de corriente en funcién de voltaje (Fig. 24). En condiciones optimas la
relacion es lineal; la generacién de calor de Joule se visualiza cuando se pierde la linealidad

en la relacion.

120

A @ corriente experimental .
—— corriente téorica

Figura 25 Relacion voltaje — corriente. Electrolito soporte 40 mM Boratos, 16
mM SDS, 0.5 mM CDTA pH=9.2, capilar: Longitud total de 79.2 cm, D.I. de 75
micras, inyeccion hidrodinamica 3.45 kPa, por 5 segundos, deteccién UV a 214 nm

De la figura 24 se puede deducir que el voltaje 6ptimo de la separacion es de 20 kV,
sin embargo, experimentalmente un voltaje de 30 kV produjo mas platos tedricos, y en
consecuencia mejor resolucion y tiempos de analisis mas cortos, por lo que se utilizara en

los siguientes experimentos.



1.4 Temperatura

La temperatura utilizada fue de 25 °C dado que es la temperatura mas utilizada en la
electroforesis capilar, su valor no se estudié dado el poco efecto que tiene €n la separacion

en comparacion con los pardmetros anteriores.

Bajo las condiciones anteriores se logrd la separacion de todos los residuos bajo
estudio (Fig. 25). La resolucion obtenida fue mayor a | en todos los casos y se obtuvieron
alrededor de 300,000 platos tedricos para la mayoria de los residuos metélicos (excepto

antimonio) y de 100,000 para los residuos orgéanicos (Tabla 18).
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Figura 26 Separacién simultinea de los residuos orgéanicos e inorganicos.
Electrolito soporte: 40 mM Boratos, 16 mM SDS, 0.5 mM CDTA, pH= 9.2, capilar: L
de 79.2 cm, longitud al detector (I) de 69.0 cm, D.I. de 75 pm, inyeccién
Hidrodinimica: 3.45 kPa por S segundos. Deteccion UV a 200 nm. Concentracion de -
residuos (mg/L): A.-Sb: 30, B.-Resorcinol: 11.1, C.- 2,4-DNT: 10.93, D.- 2,6-DNT:
14.57, E.- Fe: 10, F.- 2,3-DNT: 18.2, G.- MF: 6.0, H.- Ba: 30, L.-Ca: 20, J.- Mg: 20, K.-
Al: 20, L.- Ni: 20, M.- Zn: 10, N.- Pb: 10, O.- Cu: 20, P.- EF: 17.78, Q.- DPA: 16.9, R.-
MC: 14.4, S.- EC: 22.56, T.- BF: 10.
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Tabla 18 Pardmetros mds significativos de la mejor separacion obtenida

Residuos T(min.) N Rs Residuos | T(min.) N Rs
9.58

Sb 756 17371 Al 17.54 | 302815

) 1.52

3.30

Nitroglicerina | g 49 80722 Ni 18.03 | 334768
224 1.52

Resorcinol g84 | 107582 Zn 18.21 | 353579
2.11 1.38

2,4-DNT 10.51 | 93558 Pb 18.38 | 326848
3.24 1.71

2,6-DNT 10.99 | 103090 Cu 18.62 | 304752
5.27 6.80

Fe 11.22 | 304570 Etil ftalato 20.34 84355
2.27 9.28

2,3-DNT 11.85 | 111650 Difenilamina | 22.66 | 98536
2.28 7.19%

Metil
Metil ftalato 12.22 | 90088 25.18 | 73111
centralita

6.96 14.52

Ba 15.50 |247131 Etil centralita | 30.13 97675
4.84 6.92

Ca 15.92 |311701 Butil ftalato | 32.45 75554

Mg 16.41 (330500 4.30

* Resolucion respecto al pico de CDTA

1.5 Optimizacion de la detecciéon

Dadas las concentraciones en las que se encuentran los residuos es conveniente
obtener los mejores limites de deteccion posibles para ello se pueden seguir diversas
estrategias como son [42]:

A .- Elegir la longitud de onda de lectura 6ptima.
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B.- Optimizar la introduccién de la muestra al sistema.

C.- Aplicar técnicas de preconcentracion en linea o fuera de linea

1.5.1 Seleccion de la Longitud de Onda

Una de las maneras mas simples de mejorar la sensibilidad del sistema involucra
encontrar la mejor longitud de onda de lectura. Esto se determiné con un detector de arreglo
de diodos. Se encontr6 que la sensibilidad del sistema se incrementa para la mayoria de los
residuos a una longitud de onda de 200 nm (Tabla 19). En estas condiciones se incrementa
la linea base pero en una mayor proporcion la sefial de los residuos. Por lo que se elige
utilizar una longitud de onda de lectura de 200 nm, dado que entre los residuos que
incrementan su sensibilidad en mayor proporcién se encuentran algunos que son

considerados muy importantes (nitroglicerina, antimonio, difenilamina, etc,).

Tabla 19 Sensibilidades relativas de algunos residuos a diferentes longitudes de onda.

Longitudde | Sb |Res|2,6-DNT| Fe | MF | Ba | Al | Pb | Cu [DPA | EC
onda (nm.)
200 6.8 | 1.8 1.5 1 13812632128 1 | 211]19
205 3.7 1.4 1.3 1 12221 (21]22]( 1 1.5 | 1.5
214* 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
254 0 |02 0.6 1 {02] 0 0 [06]1.1] 03 |05

*Sensibilidades relativas a la altura de pico obtenida a 214 nm para cada residuo.
1.5.2 Optimizacion de la introduccién de 1a muestra.

Otra manera para mejorar los limites de sensibilidad es incrementando la cantidad
de muestra introducida al capilar, sin embargo, introducir una cantidad excesiva lleva a una

pérdida en la eficiencia del sistema; esto usualmente sucede cuando se introduce 1% de la

longitud total del capilar.

Idealmente, a un incremento en la cantidad de muestra introducida, le corresponde
un aumento proporcional en las sefiales obtenidas; esto sucede hasta el momento en que, la

zona de inyeccién, se vuelve mayor que la dispersion del sistema, lo que se traduce en la
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pérdida de esta proporcionalidad, y la consiguiente disminucion en la eficiencia del sistema.
Para determinar la maxima cantidad de muestra que se puede introducir al sistema por
medio de inyeccién hidrodinamica se fijo la presion en 3.45 kPa y se cambio el tiempo en

el cual se aplicd ésta presion (Fig. 26).

0.03 1 - - ~

alturg
pico
(aA)

0.02 -

0 > r T
5 15 25 t (segundos) 35
—o—Fe —&—Pb —&—Ba —%—Sb —+—2,6-DNT
——DPA —h&—Res ——12Zn —O—EF ——EC

Figura 27 Efecto del tiempo de inyeccion en la sensibilidad de algunos residuos.
Electrolito soporte: 40 mM Boratos, 16 mM. SDS, 0.5 mM CDTA, pH= 9.2, capilar:
79.2 cm de longitud total, 69.0 cm, de longitud al detector, D.I. de 75 um, inyeccion

Hidrodinamica: 3.45 kPa, Deteccion UV a 205 nm*. Concentracion de residuos
(mg/L): Sb: 30, Resorcinol: 11.1, 2,6-DNT: 14.57, Fe: 10, Ba: 30, Zn: 10, Pb: 10, EF:
17.78, DPA: 16.9 y EC: 22.56.

* Experimentos realizados antes de determinar que la longitud de onda éptima es de 200 nm

En la grafica 26 se puede observar que para los residuos metalicos, existe una
relacidn lineal entre la cantidad de muestra introducida, con la sefial obtenida hasta un
tiempo de inyeccion de 20 segundos, por lo que no se altera en demasia la resolucion de los
residuos metalicos, a mayores tiempos de inyeccion, se pierde esta relacion lineal, debido a
que la muestra introducida ya no produce un aumento en la altura, sino en el ancho de los
picos, con la consiguiente perdida en la eficiencia y resolucion del sistema (Fig. 27). Para
los residuos orgénicos, la eficiencia del sistema se deteriora a menores tiempos de
inyeccion, llevando a una pérdida en la resolucion e incluso, la presencia de picos dobles

(Fig. 27). Por lo que si se quiere realizar la deteccion simultanea de residuos organicos e
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inorgénicos, es necesario limitar el tiempo de inyeccién hidrodindmica a 5 segundos,

cuando se utiliza una presién de 3.45 kPa, esto equivale a inyectar 19 nl de muestra.

4

f /I\ A —e—2,6-DNT/Fe —=—Zn/Pb
Re 4 / \ \ —m—2,4-DNT/2,6-DNT —8—2,3-DNT/MF
*1\/ \\ +— Pb/Cu —&— Fe/2,3-DNT

3 18 3 t(segundos) 48

Figura 28 Efecto del tiempo de inyeccién hidrodinamica en la resolucion de la
separacion. Electrolito soporte: 40 mM Boratos , 16 mM. SDS, 0.5 mM CDTA, pH=
9.2, capilar: 79.2 cm de longitud total, 69.0 cm, de longitud al detector, D.1. de 75 pum,
inyeccion Hidrodindmica: 3.45 kPa, Deteccion UV a 205 nm*. Concentracién de
residuos (mg/L): 2,4-DNT: 10.93, 2,6-DNT: 14.57, Fe: 10, 2,3-DNT: 18.2, MF: 6.0, Zn:
10, Pb: 10, Cu: 20.

* Experimentos realizados antes de determinar que la longitud de onda 6ptima es de 200 nm.

El sistema de electroforesis capilar cuenta ademas con inyeccion electrocinética, por
lo que se exploré la posibilidad de utilizar este tipo de inyeccin. Este tipo de inyeccion de
muestra, no esta recomendado para sustancias neutras, como es el caso de los analitos
orgénicos utilizados; sin embargo los complejos metdlicos al tener carga negativa podrian

ser inyectados aplicando un voltaje negativo.

Al usar voltaje negativo, ningiin residuo fue detectado, esto se piensa es debido al
flujo electroosmético, el cual al ir en direccién contraria y tener una movilidad mayor a los
residuos analizados impide su introduccién en el capilar. Debido a lo anterior se decidié
cambiar la polaridad del voltaje de inyeccién a positivo; para que el flujo electroosmético
introduzca los residuos al capilar, bajo estas condiciones se logré la inyeccién de todos los

residuos; por lo que se estudi6 este tipo de inyeccién fijando el tiempo en 20 segundos y
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cambiando el voltaje de 1 kV a 10 kV (maximo permitido por el equipo), los resultados son
muy semejantes a los obtenidos por inyeccion hidrodindmica caracterizados por una rapida
pérdida de eficiencia y resolucion para los residuos organicos, mientras que los residuos
metalicos pueden ser inyectado en una mayor cantidad sin afectar la eficiencia del sistema

(Fig. 28).
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Figura 29 Efecto del voltaje de la inyeccion electrocinética en A.- Eficienciay
B.- Resolucion de la separacién. Electrolito soporte: 40 mM Boratos , 16 mM. SDS, 0.5
mM CDTA, pH= 9.2, capilar: 79.2 cm de longitud total, 69.0 cm, de longitud al
detector, D.I. de 75 um, inyeccién electrocinética por 20 segundos. Deteccion UV a 214
nm*. Concentracion de residuos (mg/L): Sb: 30, Resorcinol: 11.1, 2,4-DNT: 10.93, 2,6-
DNT: 14.57, Fe: 10, 2,3-DNT: 18.2, MF: 6.0, Ba: 30, Ni: 20, Zn: 10, Pb: 10 y Cu: 20.

* Experimentos realizados antes de determinar que la longitud de onda 6ptima es de 200 nm.

Se eligi6 utilizar en los siguientes experimentos la inyeccion hidrodinamica pues la
inyeccion electrocinética es muy dependiente de la matriz [43], lo que la vuelve poco
reproducible en muestras reales, ademas, la inyeccién electrocinética altera la composicion
de la muestra, cuando las substancias se encuentran en ésta, en bajas concentraciones, lo

que imposibilita inyectar varias veces una misma muestra.

ESTA TESIS NO SALE
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1.5.3 Técnicas de preconcentracion en linea

Una de las principales ventajas de la electroforesis capilar es poder aplicar técnicas
de preconcentracién en linea tales como apilamiento, isotacoforesis transiente y
amplificacién de campo. El apilamiento ocurre de manera natural al introducir la muestra
en una disolucién con menor fuerza iénica que el electrolito de corrida, entre mayor sea la

diferencia, mayor sera el apilamiento (Fig. 29).

En la figura 29 se puede ver que el efecto de apilamiento es visible en todos los
residuos. Sin embargo, como la concentracién del electrolito soporte determina la
separacién de los complejos metdlicos, no es posible cambarla, por lo que no se puede
utilizar el fenémeno de apilamiento para mejorar los limites de deteccién. El dnico factor
que se puede manipular es la concentracién de boratos en la muestra, obteniéndose, el

maximo de apilamiento cuando la muestra se prepara en agua.

S0000
Area —&— Resorcinol 2,6-DNT —e—EF
—e—DPA ——EC —=—Sb —
40000 1 4 —Fe ——Al —=—Cu /ﬁ f
_h—
30000 A

5 2>0 35 boratos (mM) 5,

Figura 30 Apilamiento de algunos residuos a diferentes concentraciones de
boratoes. Electrolito soporte: 16 mM SDS, 0.5 mM CDTA, pH=9.2, capilar: 79.2 cm de
longitud total, 69.0 cm, de longitud al detector, D.I. de 75 pm, inyeccion
Hidrodindmica: 3.45 kPa por 5 s. Deteccién UV a 214 nm. Concentraciéon de residuos
(mg/L): Sb: 30, Resorcinol: 11.1, 2,6-DNT: 14.57, Fe: 10, Al: 20, Cu: 20, EF: 17.78,
DPA: 16.9 y EC: 22.56.
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Sin embargo, con el apilamiento el aumento de la sefial es marginal. Mediante la -
técnica de amplificacién de campo se puede mejorar la sefial hasta en tres Ordenes de
magnitud [32-34]. El principal problema de la amplificacion de campo radica en que
cuando se utiliza de manera convencional solo puede concentrar particulas con carga

eléctrica.

Para realizar el estudio de amplificacion de campo se llend el 50% del capilar
hidrodindmicamente con una solucion patrén de 1 mg/l de metales y 10° M de residuos
organicos, preparada en una solucion 0.4 mM de boratos, 0.05 mM de CDTA, pH=9.2;

Estas condiciones tedricamente proporcionan un factor de enriquecimiento de 100.

Como se esperaba, solamente se concentraron los analitos con carga eléctrica
negativa (quelatos, resorcinol) en las condiciones manejadas (Tabla 20). Los residuos con
menor movilidad se concentran mejor y los que tienen mas movilidad como Sb-CDTA y
resorcinol se concentran menos, debido a pérdidas durante el bombeo del agua fuera del
capilar. Sin embargo, el aumento de la sefial obtenida produce una pérdida en la resolucién
de algunos residuos y una consecuente pérdida en el factor de concentracion obtenido (Ni-
Zn, Zn-Pb). A pesar de esto, la concentracion de campo podria ser una buena opcién para
detectar antimonio. Para estudiar esta posibilidad, se elaboraron curvas de calibracién, de
los residuos que se pueden concentrar y a partir de estas curvas, se calcularon los limites de
deteccion (LD) en base a la ecuaciéon LD = Xp+3se. Cabe mencionar que el aumento en la
sefial obtenida no corresponde con una mejora equivalente en el limite de deteccion. Esto se
debe a una mayor variabilidad en el método lo que aumenta el error de la correlacion (s¢) y
por lo tanto a un consiguiente aumento en el LD. En consecuencia la técnica de
amplificacién de campo tampoco proporciono, la sensibilidad necesaria para detectar la

cantidad de antimonio presente en los residuos por disparar un arma de fuego.

Tabla 20 Grado de concentracion obtenido por amplificacién de campo

Sustancia Sb Rs Fe Ba Ca Al Zn |- Ni Pb Cu

Factor de

com e« | 314 | 882 | 92.4 | 72.8 | 86.6 | 83 | 88.8 | 98.1 | 87.3 | 5.54

LD (mg/L) |1.745]0.346 | 0.04 |0.373 |0.093 [ 0.199 [ 0.142 | 0.080 | 0.087 | 0.035
* Respecto a inyeccion hidrodinamica 3.45 kPa por 5 segundos.
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2.- Validacion del Método analitico

Para efectuar la validacion se realizaron los siguientes estudios [43]:
a.- Selectividad
b.- Reproducibilidad
c.- Linealidad

d.- Limites de deteccidn y cuantificacion.
2.1 Selectividad

La selectividad se estudié mediante el célculo de la pureza de pico, por medio del
detector de arreglo de diodos; para ello se obtuvieron espectros a 1/5 y 4/5 de cada pico y se
compararon con un espectro obtenido en el cenit del pico, dado que la pureza del pico es

mayor a 0.95 para todos los residuos podemos decir que cada pico corresponde a un analito
(Tabla 21).

El detector de arreglo de diodos fue utilizado para obtener los espectros de todos los

residuos bajo estudio (Fig. 30).
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Figura 31 Espectros ultravioleta de los residuos organicos y los complejos
metalicos detectados en las condiciones de separacion (continua).
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Figura 31 Espectros ultravioleta de los residuos organicos y los complejos metalicos en
las condiciones de separacion.

2.2 Reproducibilidad

Para estudiar la reproducibilidad del método, se inyecto el patron de trabajo 6 veces
el mismo dia, el coeficiente de variabilidad obtenida en el tiempo de migracion fue menor
del 1% para todos los residuos y la reproducibilidad obtenida en cuanto al area fue menor gl
5% para la mayoria de los residuos. Valores mayores se obtuvieron cuando —l la |
concentracion utilizada de analito se encontraba cerca de su limite de deteccion o porque

los picos aparecen en zonas donde se presentan fluctuaciones en la linea base (Tabla 21).

2.3. Linealidad, limites de deteccién y cuantificacién del método.

Para realizar la cuantificacion de los residuos es necesario estudiar la linealidad y
los limites de deteccion del método, para ello se trazaron curvas de calibracion de los
distintos residuos a partir del patron de trabajo. Se obtuvo una correlacién mayor a 0.99 a lo
largo de tres 6rdenes de magnitud para la mayoria de los residuos. Valores menores se
deben a la poca reproducibilidad obtenida para algunos residuos por las causas antes
descritas. Los valores de la ordenada al origen fueron cercanos a cero ‘para la mayoria de

los residuos con excepcion de los complejos de antimonio y calcio. El primero se debe a
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que se obtuvo un pico “coleado” el cual dificulta su integracion a bajas concentraciones y el

segundo presumiblemente se debe a la presencia de trazas de calcio en el agua

“desionizada” utilizada.

Tabla 21 Selectividad y reproducibilidad del método (n=6).

ANALITO | TIEMPODE | —ug10”° | CV(%) | CV (%) | PUREZA DE

MIGRACION | (cm%s*V) | TIEMPO | AREA PICO
(MINUTOS)

Sb 7.56 4.328 0,31 12,20 0.9999
Nitroglicerina 8.49 9.379 0.65 2.46 0.9984
Resorcinol 8.84 10.201 0.34 3.85 0.9959
2,4-DNT 10.51 15.743 0.27 5.37 0.9623
2,6- DNT 10.99 17.005 0.30 2.66 0.9980
Fe 11.22 17.576 0.25 2.28 0.9945
2,3-DNT 11.85 19.037 | 032 2.04 0.9897
Metil ftalato 12.22 19.824 | 033 1.66 0.9952
Ba 15.50 25.142 | 0.29 2.27 0.9995
Ca 15.92 25.657 | 0.9 1.78 0.9991
Mg 16.41 26.239 0.29 3.66 0.9998
Al 17.54 27.441 0.35 5.43 0.9999
Ni 18.03 27.916 0.33 1.62 0.9982
Zn 18.21 28.085 0.33 1.42 0.9994
Pb 18.38 28.241 0.34 1.34 0.9867
Cu 18.62 28.455 0.34 1.74 0.9768
Etil ftalato 20.34 29.852 0.52 1.95 0.9965
Difenilamina 22.66 31.395 0.52 17.95 0.9927
Metil centralita 25.18 32.751 0.65 5.08 - 0.9955
Etil centralita 30.13 34754 | 0.73 8.62 0.9969
Butil ftalato 3245 35.483 0.72 13.22 0.9997

87



Los limites de deteccién de los residuos se obtuvieron a partir de las curvas de

calibracion de cada residuo, al aplicar la formula LD = X,+30 [44].
Si se considera que las curvas de calibracion tienen la formula general:
y=mx+b

Donde y representa la variable dependiente, x la variable independiente, m la
pendiente de la curva de calibracion y b la ordenada al origen, entonces X;, corresponde al
valor de la ordenada al origen y G es el error de la correlacion (Se) el cual se calcula a partir

de la curva de calibracion mediante la formula:

_ (Ez'ix)] 2
Tv)2 [(Exy->%
(ZYZ '(—g ) -—2_();Xz_ )
Se= 0

n-2

Donde n es el nimero de niveles de calibracion. Todos los calculos se hicieron con

un 95 % de confianza, usando de 5 a 6 niveles de calibracién segun el residuo.

Los limites de deteccién obtenidos se encuentran en el orden de cientos de

microgramos por litro para la mayoria de los residuos (Tabla 22).

Los residuos mas estudiados corresponden a plomo, bario y antimonio para los
cuales se han determinado valores de corte utilizando EAA-ET; la media de estos valores
de corte son de 0.5 mg/L para el plomo, 0.4 mg/L para el bario y 0.05 mg/L para el
antimonio; la media del limite inferior de calibracion es de 0.25 mg/L para bario y plomo y
0.02 mg/L para antimonio [4]; por tanto, el método desarrollado es adecuado para la
cuantificacion del plomo presente en los residuos dejados por disparar pero no para bario y
antimonio. El valor buscado para bario puede obtenerse inyectando mas muestra con la
consiguiente pérdida en eficiencia para los residuos orgénicos. Para antimonio es necesario
mejorar el limite de deteccion tres 6rdenes de magnitud por lo que se deben de aplicar una

combinacién de diversas técnicas de preconcentracion en linea y fuera de linea.
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Tabla 22 Parametros relativos a la curva de calibracién

Anaiito m b r LD (mg/L)
Sb 921 +/- 127 -11771 +/- 5704 0.9902 10.942
Nitroglicerina 3312 +/- 299 4118 +/-2041 £ 0,9975 1,299
Resorcinol 2518 +/- 68 8§ +/- 375 0.9997 0.109
2,4-DNT 2969 +/- 391 -966 +/- 3033 0.9981 0.702
2,6 DNT 1262 +/- 67 -143 +/- 1044 0.9985 1.770
Fe 4032 +/- 48.5 445 +/- 301 0.9999 0.110
2,3-DNT 1887 +/- 191 -1933 +/- 3309 0.9970 2.782
Metil ftalato 3654 +/- 124 -45 +/- 632 0.9994 0.361
Ba 577 +/- 18 -4 +/-323 0.9995 0.845
Ca 720 +/- 50 1844 +/- 663 0.9975 1.264
Mg 370 +/-20 353 +/-264 0.9985 0.980
Al 737 +/- 17 369 +/- 233 0.9997 0.434
Ni 1087 +/- 34 58 +/- 447 0.9994 0.565
Zn 1600 +/- 65 -23 +/- 407 70.9991 0.370
Pb 5090 +/- 103 39 +/- 606 0.9998 0.186
Cu 2241 +/-71 438 +/- 928 0.9995 0.576
Etil Ftalato 4798 +/- 179 79 +/- 1804 0.9992 - 0.455
Difenilamina 7308 +/- 678 1293 +/- 8277 0.9975 2.387
Metil Centralita | 5852 +/- 246 266 +/- 1223 0.9990 0.553 .
Etil Centralita 5363 +/-204 -488 +/- 2502 0.9992 0.561
Butil Ftalato | 2797 +/-2515.6 | -4567 +/- 15011 0.940 4.083
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2.4 Robustez

Existen diferentes factores que pueden afectar la determinacion de los residuos,
entre los factores mas importantes estan aquellos derivados de la matriz, se observo que
cambios en la viscosidad de las muestras (ej. muestras concentradas), llevan a cambios en
la cantidad de muestra introducida al sistema [39] y en los tiempos de retencion obtenidos;
este efecto se vuelve notorio cuando la muestra se concentra y por tanto, su composicion es
muy diferente a la de las soluciones patron; se ha reportado [45], para el caso de los
residuos organicos, que estos cambios son superados mediante una calibracioén con estandar

interno.

Otro problema puede ocurrir cuando la cantidad total de metal en la muestra supera
la cantidad de CDTA utilizado para realizar la complejacion precapilar. Para estudiar este
efecto, se adiciond a la solucion patron cantidades crecientes de algunos metales
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Para el caso de calcio se pudo analizar
concentraciones de calcio de hasta 300 mg/L, sin presentarse un efecto negativo sobre los
demas residuos metalicos, por encima de este valor se observa la progresiva desaparicion
de la sefial de bario. En el caso de metales como hierro y plomo, puede realizarse la
determinacion de todos los residuos, sin problemas hasta un valor de 200 mg/L, por encima
de esta cantidad, se observa la desaparicion del pico de bario, junto con la aparicién de un

pico a 13.5 minutos para el caso del hierro, o para el caso del plomo, un cambio en la forma

del pico de bario.

Un factor que puede observarse a concentraciones menores es la perdida de la
resolucion obtenida, entre varios pares de picos, principalmente el par zinc, plomo, en este
caso concentraciones de 60 mg/L de cualquiera de los dos metales, lleva a una perdida en la
resolucion entre ambos picos y por tanto, a errores en la cuantificacién. Otros factores que

pueden afectar la cuantificacion se discutirdn mas adelante.
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3.- Aplicacion

Antes de aplicar el método desarrollado al estudio de muestras reales es necesario
optimizar la toma de muestra, de entre las distintas tomas de muestras de los residuos, se
escogi6 la toma de muestras por frotamiento y por cinta adhesiva ya que son las técnicas

mas utilizada para el analisis de los residuos por MEB-DEX y EAA-ET.
3.1 Toma de Muestra

Para optimizar la toma de muestra se estudiaron las recuperaciones obtenidas por
medio de la técnica de frotamiento y por la técnica de cinta adhesiva. Para estudiar la
primera se colocaron en la mano, 50 pg de algunos de los residuos y se calculd la
recuperacion bajo distintos disolventes de acuerdo a la metodologia explicada en materiales
y métodos [12]. Para estudiar la toma de muestra por medio de cinta adhesiva se aplicaron

10 pg de algunos residuos en la mano y se calculd la recuperacion obtenida al utilizar

distintos disolventes orgéanicos [1, 6, 26].

En el caso de la técnica de frotamiento las mejores recuperaciones se encontraron
cuando se utiliz6 CDTA 5 mM con SDS 12.5 mM como disolvente para embeber la tela de

frotamiento y para realizar la lixiviacion (Tabla 23).

Trabajos anteriores mencionan a la acetona como el mejor disolvente para extraer
los residuos organicos por la técnica de frotamiento, seguida de agua, ciclohexano, etanol,
solucion reguladora y detergente [12]. Sin embargo, en este trabajo se obtuvo mejor
resultado con la combinacién de agente complejante y detergente, sobre todo cuando se
utiliza como disolvente en la sonicacion. Para el estudio de metales por EAA-ET se suele
utilizar acido nitrico al 2 % para recuperar los residuos metalicos, pero se encontrd que el
acido nitrico reacciona con los residuos organicos por lo que su uso no es recomendado. El

agua por si sola no extrae los residuos metilicos, pero al incorporar CDTA y SDS se

mejora la recuperacion de los metales.
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Tabla 23 Porcentaje de Recuperacién de los residuos dejados por disparar una arma

de fuego por la técnica de frotamiento.

TOMA DE MUESTRA ETIL 2,3- ETIL Fe | Pb | Ba
Toma Sonicar | FTALATO | DNT | CENTRALITA
H,0 H,0 19 13 - - 7 -
H,0 CDTA 15.0 14.5 2 16 17 15
HNO; CDTA 20 17.6 - 18 | 32 10.
HNO; HNO3 - - - 12 14 8
CDTA CDTA 22 18.6 2 126 | 25 10
CDTA- SDS CDTA 17.5 9.5 1 17 | 36 7
CDTA-SDS | CDTA-SDS 60 - 105 47 | 29 92
CDTA CDTA-SDS 47 - 110 34 | 33 99
HNO3 CDTA-SDS 77 - 144 22 17 5
Acetona Acetona 8.8 1.7 3.5 22 - -

Respecto a la técnica de cinta adhesiva, la extraccion con metanol consigue buenas

recuperaciones tanto para los residuos organicos como para los inorganicos (Tabla 24).

En la técnica por cinta adhesiva, no se recuperaron residuos al utilizar acetonitrilo
como disolvente. Cuando se utilizé cloroformo se obtuvieron buenas recuperaciones para
los residuos inorganicos, pero no con los organicos, esto se debe a que el cloroformo
disuelve el pegamento de la cinta adhesiva, lo que garantiza recuperaciones dptimas para
los residuos hidrofilicos, pero al evaporar la muestra el pegamento vuelve a solidificarse
atrapando a los residuos organicos; el metanol recupera ambos tipos de residuo por lo que
se utilizara para la toma de muestra (Tabla 24). Con esta toma de muestra se identificaron
mas substancias interferentes (aluminio y butil ftalato) que con la técnica de frotamiento,

sin embargo, esta técnica permite concentrar la muestra dentro de su procedimiento.

En situaciones reales, la mano de un sospechoso, puede estar contaminada con
diversas sustancias, como sangre, crema de manos, grasa, etc. Por lo que se estudio el

efecto de dichas sustancias, sobre la recuperacién de los residuos por ambas técnicas (Tabla

25).
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Tabla 24 Recuperacién (ug) de los residuos dejados por disparar un arma de fuego
por la técnica de cinta adhesiva.

TOMA DE ACETONITRILO METANOL CLOROFORMO

MUESTRA - + - + - +
Sb - - - - - -
Fe - - 0.092 0.627 0.048 1.251
Pb - - - 1.341 - 1.963
Cu - - 0.142 1.248 0.250 4.494
Ba - - - 1.160 - 2.118
Nitroglicerina - - - 1.769 - -
23-DNT - - - 1.972 - 0.938
Etil ftalato - - - 5.089 - 0.465
Difenil Amina - - - 1.527 - -
Etil Centralita - - - 5.075 - -

Cantidad aplicada: residuos inorganicos y Nitroglicerina 10 pg, 2,3-DNT 18.2 pg, Etil

ftalato 22.2 ug, Difenil amina 16.9 ug, etil centralita 26.8 pg.

Tabla 25 Efecto de diversos contaminantes, en el porcentaje de recuperacion de las

toma de muestra.

Toma de Muestra | Ba | Fe | Pb | Ng | 2,4-DNT | EF | DPA | EC
Mano Frotamiento 5121406472 0 4.6 21 | 2.8 |235
limpia Cinta adhesiva |[11.6| 6.3 |13.4|17.7 10.8 229 5.2 |[14.8
Mano con Frotamiento 27.3(30.2132.7| O 59 31 12 |53.1
crema Cinta adhesiva |11.2(6.2 (92| 0 0 0 0 0
Mano con Frotamiento 8.7 |24.6|17.6| 2.3 4.6 24 0 1223
aceite Cinta adhesiva 0 (122 15| O 0 46| 0 [15.2
Mano con Frotamiento 13.2120.7)21.5| 3.6 4.7 21.6] 23 (219
sangre Cinta adhesiva 0 |84(173| 0 0 145 0 [125

En los electroferogramas de muestras contaminadas con sangre y con crema
tomadas con la técnica de frotamiento, se observaron picos no identificados, diferentes a los
encontrados en una mano limpia, sin embargo, ninguno interfirié con la determinacién de
los residuos buscados. La presencia de los distintos contaminantes probados tuvo un efecto

adverso para la recuperaciéon de los residuos metalicos, no asi para los orgénicos, que
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tuvieron recuperaciones similares, a excepcion de la mano contaminada con crema, donde

al parecer este contaminante ayudo a la recuperacion de los residuos organicos.

Las muestras tomadas por cinta adhesiva mostraron recuperaciones menores, a las
tomadas por frotamiento, ademés de ser mas afectadas por la presencia de contaminantes,
estos dificultan la toma de muestra, al impedir que la cinta adhesiva se adhiera a la zona de
muestreo, lo anterior coincide con un estudio previo [11], donde se encontré que la sangre
impide la recuperacion de los residuos de muestras de tela. Otro problema observado, es el
cambio en los tiempos de retencion de los residuos, producido por la concentracion de la
muestra y el consecuente cambio en la matriz; esto hace necesario el uso de un estandar

interno, para realizar la calibracion.

En ambos casos se busca obtener las mejores recuperaciones y los mejores limites
de deteccion por lo que en ambos casos se aplicaran técnicas de preconcentracion ya sea

eliminando el disolvente por evaporacion o por medio de técnicas de extraccion.
3.2 Posibilidad de contaminacion ambiental y ocupacional

Como se ha mencionado, uno de los principales problemas dentro del analisis de los
residuos, sobre todo los metalicos, es la posibilidad de contaminacién ambiental y
ocupacional. Para ello, mediante la toma de muestra por frotamiento y el método de
electroforesis capilar desarrollado, se estudi6 la presencia de residuos en las manos (dorso y
palma), asi como de una zona de la piel no expuesta al medio ambiente (blanco), de
personas con diferentes actividades, se hizo énfasis en personas con ocupaciones
consideradas como de alto riesgo de contaminacion para el analisis de residuos metalicos
(Tabla 26). Los residuos organicos, al estar menos distribuidos en la naturaleza, tienen
menos posibilidad de sufrir contaminacién, por lo que su presencia puede ser més

concluyente con el hecho de haber disparado una arma de fuego.

De los resultados anteriores se puede concluir que el analisis de los residuos
metalicos (plomo, bario y antimonio) es susceptible a la contaminaciéon ambiental lo que

hace dificil su aplicacion en personas con ocupaciones que impliquen el uso de metales. Sin



embargo, en ninguna de las muestras analizadas se encontrd la presencia de los residuos

organicos mas importantes (Nitroglicerina, centralitas, difenilamina). Esto puede ser

resultado de que el limite de deteccion del método es insuficiente para detectarlos pero

también puede ser, como se indica en el trabajo de Northrop [26], a que su uso esta

circunscrito a industrias muy especializadas; por lo que su presencia en personas que no

han accionado un arma es minima; en consecuencia, su sola presencia seria un mejor

indicador de haber disparado un arma y aumentaria la especificidad del analisis.

Tabla 26 Presencia de residuos en personas que no han disparado un arma. Muestras

tomadas mediante la técnica de frotamiento.

Residuos Encontrados (mg/L)
TRABAJO| MUESTRA 23-
Fe DNT Ba Ca Mg Al Zn Pb Cu EF DFA
Blanco 1,229 - - 27,122 - 0,274 | 0,611 - 0,493 | 0,513 -
Secretaria Palmar 1,605 - - 27,814 - - 0,747 - 1,839 | 0,933 -
Dorsal 0,767 - - 33,469 - - 1,099 - 0,892 | 0,802 -
Blanco 2,314 - - 25,749 - 1,009 | 2,429 - 2,232 10,459 | 0,866
Pintor Palmar 2,689 - - 15,670 - 0,976 1,132 - 0,907 | 0,521
Dorsal 2,679 - 15,852 - 0,435 1,214 - 0,811 | 0,603 -
Montador Blanco 6,984 - - 36.879 - 1,490 | 2,236 - 8,355 | 0,882 | 0,785
de Palmar 9,762 - 90,654 - 5,212 | 10,008 | 1,795 | 10,034 - -
Anuncios Dorsal 26,820 | 2,387 99,943 7,966 | 7,555 1,290 | 16,326 | 0,697
Blanco 1,667 - - 23,980 - - 0,518 - 1,148 | 0,799
Impresor Palmar 4310 - - 41,411 - - 1,237 | 0,181 | 5,172 - -
Dorsal 3,615 - - 41,424 - - 1,131 0,133 | 4,497 | 0,948
Blanco
Soldador Palmar 25,953 - 5,381 105,966 - 1,718 | 18,177 | 1,340 | 6,238 | 0,601 | 0,732
Dorsal 42,532 - 6,534 83,117 - - 4,994 - 3,634 - -
Repartidor Blanco 4,460 - - 15,892 - - 0,500 | 0,352 | 0,816 | 0,830 -
de metales Palmar 56,611 | 6,422 9,882 41,139 - 3,895 1,406 | 0,151 | 4,441 | 0,767 -
Dorsal 21,202 - 2,303 40,168 - 1,470 1,112 | 0,133 | 4,835 | 0,849 | 1,287
Blanco
Policia Palmar 4,938 - - 40,184 - - 1,846 | 0,128 | 4,806 | 0,892
Dorsal 2,250 - 51,657 1,088 | 0,231 | 9,368 | 0,824
Blanco - 96,669 - 2,883 | 5,751 0,322 0,576
Quimico Palmar 0,111 . - 77,397 - - 4,569 | 0,152 0,663
Dorsal 0,196 - - 109,331 - 3,056 7,41 0,321 -
Blanco 7,104 - - 33,179 | 3,759 | 1,440 | 0,990 | 0,138 | 1,822 | 0,82} 1,099
Electricista Palmar 32,5 3,168 12,334 72,812 | 16,631 | 7,271 - 1,520 | 7,539 | 0,552 | 2,322
Dorsal 31,232 | 2,554 11,061 50,969 | 14,352 | 7,034 | 5,195 | 3,648 | 0,744 - 1,453
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El anélisis de estas muestras, junto con el estudio, sobre el efecto de diversos
contaminantes sobre la toma de muestra, proporciona informacion acerca de que residuos
pueden estar presentes en condiciones normales y de posibles interferencias en el analisis;
en la mayoria de las muestras analizadas se encontré la presencia de calcio, hierro y
magnesio y se encontraron interferencias que afectan la cuantificacion e identificacion de
magnesio, calcio y cobre. La interferencia que afecta al cobre puede ser eliminada con la
ayuda del detector de arreglo de diodos realizando la cuantificacion a 254 nm donde se
encontré que esta no absorbe. Los demas residuos no fueron afectados. En la técnica por
cinta adhesiva se obtuvieron resultados semejantes con la excepcion de la presencia de butil

ftalato y aluminio provenientes de la cinta adhesiva.

3.3. Anilisis de muestras reales

Bajo las condiciones anteriores se analizaron muestras provenientes de disparos de
las zonas de maculacion (dorsal), de la zona palmar y de un blanco (zona de la piel donde
no hubo maculacién), del cartucho y de ser posible de donde incidi6 el disparo.

Las armas utilizadas para realizar los ensayos son:

- Revélver Orbea Hnos. Calibre 32 mm., municién Fiocchi Smith & Wesson,
- Revolver Smith & Wesson calibre 38 mm., municién El Aguila

- Pistola de 22 mm con cartuchos El Aguila.

Se tomaron muestras después de un disparo y a los tres disparos, cuando fue
posible. Las muestras fueron tomadas por medio de las técnicas de frotamiento y cinta
adhesiva, con el fin de encontrar las mas apropiada.

3.3.1.1 Anailisis de muestras reales tomadas por la técnica de frotamiento

Se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 27) por la técnica de frotamiento
(Fig. 31-34).

96



En el caso de la determinacion de los metales alcalino y alcalinotérreos en la
muestra provenientes de los cartuchos, se observo que la cantidad de CDTA utilizada para
complejar los metales fue insuficiente, lo que provoco que los complejos de estos metales
se perdieran dentro del capilar y con ello impidié su determinacion, esto se debe a que la
muestra tiene mas iones metalicos que las provenientes de las manos por lo que si se
requiere hacer el anélisis de los metales del cartucho es necesario realizar la lixiviacion en
una soluciéon mas concentrada de CDTA; de cualquier manera, ninguna de las muestras

provenientes de 1a mano presentd este comportamiento.

Ba Pb

0.02

0.015 -

0.01

0.005

7 9 11 13 15 17 19 21 23 2IS
t (minutos)
Figura 32 Electroferogramas bajo condiciones 6ptimas provenientes del analisis de
muestras de disparo de un arma Orbea Hnos. calibre 32 mm. L.- Blanco, II.- Palmar,
IIL.- Dorsal un disparo, IV.- Dorsal tres disparos. Toma de muestra por frotamiento.
Electrolito soporte: 40 mM Boratos, 16 mM SDS, 0.5 mM CDTA, pH= 9.2, capilar: L

de 79.2 cm, longitud al detector (1) de 69.0 cm, D.I. de 75 pm, inyeccion
Hidrodindmica: 3.45 kPa por 5 segundos. Deteccién UV a 200 nm.
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Figura 33 Electroferogramas bajo condiciones 6ptimas provenientes del analisis de
muestras de disparo de un arma Smith & Wesson calibre 38 mm. A.- Blanco, B.-
Palmar, C.- Dorsal un disparo. Toma de muestra por frotamiento. Electrolito soporte:
40 mM Boratos, 16 mM SDS, 0.5 mM CDTA, pH= 9.2, capilar: L de 79.2 cm, 1 de 69.0
cm, D.I. de 75 pm, inyeccién Hidrodindmica: 3.45 kPa por 5 segundos. Deteccion UV a

200 nm.
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Figura 34 Electroferogramas bajo condiciones 6ptimas provenientes del analisis de
muestras de disparo de un revélver. calibre 22 mm. A.- Blanco, B.- Palmar, C.- Dorsal
un disparo, D.- Dorsal tres disparos. Toma de muestra por frotamiento. Electrolito
soporte: 40 mM Boratos, 16 mM SDS, 0.5 mM CDTA, pH= 9.2, capilar: L de 79.2 em,
1de 69.0 cm, D.I. de 75 pum, inyeccién Hidrodinamica: 3.45 kPa por 5 segundos.
Deteccion UV a 200 nm.
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Estas mismas muestras fueron analizadas mediante la técnica mas aceptada por las
procuradurias de México, EAA-ET para la determinacién de plomo bario y antimonio, los
resultados obtenidos se compararon por las dos técnicas por medio de un estudio estadistico
(Tabla 28), para saber si existe una diferencia significativa entre las dos técnicas y entre las
distintas regiones de la mano analizadas; pues los residuos se depositan preferentemente en
el dorso de la mano. Sin embargo, en el caso de bario no fue posible realizar esta
comparacién, debido a que la técnica de electroforesis capilar no tiene los limites de
deteccion adecuados para su determinacién; la comparacion de antimonio entre las dos
técnicas, no se realiz6 por las mismas causa y porque el volumen obtenido dificulta su
andlisis por medio espectroscopia de absorcién atémica por generacién de hidruros (EAA-
GH).
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Tabla 27 Analisis de residuos encontrados en cartuchos y en personas que dispararon
un revélver 38 mm (n = 9-10).

Residuo Blanco n=10 Palma n=9 Dorso n=9 Cartucho n=9

(mg/L) X Cv X Cv X CcvV X Cv

Sb - - - - - - - -

Ng - - - - - - 7.213 59.6
(66%)

res - - - - - - - -

2,4- DNT - - - - - - - -

2,6- DNT - - - - - - - -
Fe 0.511 | 48.4 | 0.629 63.3 0.613 46.4 | 0.365 61.9

(100%) (100%) (100%) (100%)

2,3- DNT - - - - - - - -
MF - - - - - - - -
Ba - - - - - - ND -
Ca 16.794 | 44.6 |[32.043 | 322 |32.046 | 242 ND -

(100%) (100%) (100%)

Mg - - - - - - ND -
Al 1.629 | 84.3 0.814 83.0 0.63 126.3 | 15.833 65.6
(60%) (78%) (44%) (100%)

Ni - - - - - - - -
Zn 2.172 | 304 | 2.174 12.6 2.070 26.7 | 4.290 37.0
(100%) (100%) (100%) (100%)

Pb 0.498 | 41.7 | 0.703 44.0 0.810 | 409 | 35.735 12.1
(100%) (100%) (100%) (100%)

EF - - - - 0.49 - 2.107 61.2
(22%) (100%)

DPA - - - - - - - -
MC - - - - - - - -
EC - - - - - - 16.138 34.1

' (100%)
BF - - - - - - - -

Numeros entre paréntesis indican la frecuencia de depésito.
ND: No determinado.
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Tabla 28 Comparacion estadistica de la determinacién de plomo (mg/L) provenientes
de disparos de un revélver 38 mm de distintas partes de la mano por EC y EAA-ET.

Cuenta  Promedio Varianza desviacién estandar

Blanco EC 9 0.497778 0.0485579 0.220359
Palma EC 8 0.70325 0.109313 0.330625
Dorso EC 9 0.809889 0.123247 0.351065
Blanco EAA-ET 10 0.5181 0.0703628 0.26526
Palma EAA-ET 8 0.831375 0.182397 0.42708
Dorso EAAET 9 0.975111 0.120791 0.34755

Lectura Minima Lectura Maxima Intervalo
Blanco EC 0.205 0.815 0.61
Palma EC 0.284 1.159 0.875
Dorso EC 0.512 1.502 0.99
Blanco EAA-ET 0.11 1.026 0916
Palma EAA-ET 0.321 1.781 1.46
Dorso EAA-ET 0.661 1.799 1.138

Tabla ANOVA (Nivel de confianza del 95%)

Analisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados Df  cuadrados principales F-Radio  Valor P
Entre grupos 1.61155 5 0.32231 3.02 0.0191
En grupos  5.016 44 0.106723 :

Total (Corr.) 6.62755 52

Dado que el valor P de la prueba F es menor a 0.05 existe una diferencia estadistica entre
las medias de los seis grupos con un 95 % de confiabilidad. Para determinar cuales grupos
son diferentes es necesario aplicar una prueba de intervalos multiples

Prueba de intervalos maltiples

Método: Menor diferencia significativa de Fisher (95%)

Cuenta Media Grupos Homogéneos
Blanco EC 9 0.497778 X
Blanco EAA-ET 10 0.5181 XX
Palma EC 8 0.70325 XXX
Palma EAA-ET 8 0.831375 X
Dorso EC 9 0.809889 XX
Dorso EAA-ET 9 0.975111 X Continua..........
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Contraste Diferencia Limites +/-

Blanco EC — Palma EC -0.205472 0.319346
Blanco EC — Dorso EC *.0.312111 0.309811
Blanco EC - Blanco EAA-ET -0.0203222 0.301966
Palma EC — Dorso EC -0.106639 0.319346
Palma EC — Palma EAA-ET -0.128125 0.328604
Dorso EC - Dorso EAA-ET -0.165222 0.309811
Blanco EAA-ET-Palma EAA-ET *-0.313275 0.311741
Blanco EAA-ET- Dorso EAA-ET *-0.457011 0.301966
Palma EAA-ET-Dorso EAA-ET  -0.143736 0.319346

* Indica una diferencia estadistica significativa

La primera parte de la tabla 28 muestra la estadistica univariable para la
determinacion del plomo depositado por disparar un revélver calibre 38 mm, en distintas
zonas de la mano (blanco, palma que efectué el disparo y dorso de la mano que efectud el
disparo), analizadas por EC y EAA-ET, los valores de la media obtenidos para una misma
zona por EAA-ET son ligeramente mayores a los obtenidos, para las mismas zonas por EC
(Fig. 35), asi mismo, se encontré una mayor cantidad de plomo en ¢l dorso de la mano que
acciono el arma, seguido del encontrado en la palma que efectud el disparo, mientras que la
cantidad presente en los blancos realizados fue menor, esto coincide con el patrén esperado.
La dispersion de las mediciones provenientes de palma y dorso fue muy semejantes para
ambas técnicas, y mayor a la dispersion de las medidas de los blancos (Fig. 35), esto puede
deberse a que a la dispersion de la cantidad de plomo presente en los blancos, se agrega la

dispersion del plomo depositado al disparar un arma.

Para determinar, si la cantidad encontrada en las distintas zonas de la mano y por
diferentes técnicas es igual o diferente, se realizé un analisis de varianza de los seis grupos
muestreados, el cual se encuentra en la segunda parte de la tabla 28, este dio como
resultado que los grupos analizados no presentan la misma media; para determinar que
grupo presenta un media diferente se realizd un analisis de intervalos multiples, el cual
aparece en la Ultima parte de la tabla 28, este muestra la presencia de tres grupos
homogéneos, estos grupos se caracterizan por tener la misma media con un 95 % de

confianza; se identifico que la cantidad de plomo encontrada en el dorso de la mano que
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dispard un arma, tanto por EC y EAA-ET, es significativamente mayor, a la presente en sus
respectivos blancos, esta diferencia se debe al plomo depositado como resultado de
accionar un revolver calibre 38 mm, por tanto, el plomo es un buen indicador de haber
disparado este tipo de arma, sin embargo no se encontrd diferencia entre la cantidad
depositada entre el dorso y la palma por ninguna de las dos técnicas; esto Gltimo puede ser
importante para implementar la toma de muestra ya que seria posible tomar los residuos de

toda la mano en vez de dividirla en secciones.

Por otro lado, no se encontré una diferencia significativa entre los resultados
obtenidos para el andlisis de plomo generado por disparar un arma de fuego por EC y EAA-
ET, para ninguna de las zonas de la mano estudiadas. Por lo que es indistinto utilizar la EC

y EAA-ET para el andlisis de plomo proveniente de disparar un arma.

1.14 F =
mg/L C 7
Pb 094 |- —
r ]

0.74 -

0.54 |

0.34 ]

Blanco EC Palma EC Dorso EC Blanco EAA Palmia EAA Dorso EAA

Figura 36 Medias (asterisco) e intervalos al 95% de menor diferencia
significativa (lineas) para la determinacién de plomo depositado por efectuar un
disparo con un revélver calibre 38 mm en distintas partes de la mano por EAA-ET y
EC.

Este mismo comportamiento se encontrd con otros residuos metalicos tales como .
calcio (Fig. 36), por lo que podria utilizarse como indicador de disparar un arma una arma
de fuego, bajo las condiciones utilizadas, ademéas de plomo, bario y antimonio; en otros
residuos como zinc y hierro no se encontrd una diferencia estadistica entre las tres regiones
analizadas lo que indica que no hay relacion entre la cantidad encontrada y el haber

disparado un arma. Residuos como aluminio, niquel y magnesio. no fueron detectados en
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todas las muestras independientemente de la region de la mano analizada por lo que su

presencia tampoco guarda relacion con el hecho de disparar un revolver 38 mm.

Por ultimo a pesar de que bario y antimonio se sabe que si guardan relacion con
disparar un arma de fuego, no fueron detectados por encontrarse en una cantidad por debajo
del limite de deteccién del método en el caso del revolver 38 mm. Sin embargo, fue
detectado bario en muestras provenientes del dorso de la mano de personas que dispararon
una pistola 22 mm, esto puede deberse a diferencias en la composicion de los iniciadores de

los cartuchos utilizados

7 E
mg/L 2t E
Ca o

17 F ]

12 E J
Blanco Palma Dorso

Figura 37 Medias (asterisco) e intervalos al 95% de menor diferencia
significativa (lineas) para la determinacién de calcio depositado por efectuar un
disparo con un revélver calibre 38 mm en distintas partes de la mano por EC.

Es necesario indicar que los residuos organicos mas importantes (nitroglicerina,
difenilamina y etil centralita) no fueron detectados en las manos de las personas que
dispararon un arma, a diferencia de en los cartuchos utilizados. Esto puede deberse a que
los residuos orgénicos deben depositarse en cantidades minimas. Por lo que es necesario
mejorar el limite de deteccion de la técnica para los residuos organicos y algunos metales

como bario y antimonio ya sea por eliminaciéon del disolvente utilizado, técnicas de

extraccion, etc.

En las pruebas con un revolver calibre 32 mm (Fig. 31), a diferencia de los disparos
con revolver calibre 38 mm, se encontrd resorcinol y bario en dorso y palma de la mano

que efectué uno y tres disparos; mientras que las muestras blanco fueron negativas para



estas sustancias. Esto probablemente se debe al estado (antigiiedad) del arma utilizada para
el ensayo. Sin embargo, al efectuar posteriormente el ensayo en tres ocasiones con el fin de
realizar un andlisis estadistico, no se encontré la presencia de bario en ninguno de los
ensayos (Fig. 37). La explicacién puede encontrarse en la presencia de viento en el

momento de efectuar el segundo ensayo.
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y N=3; nota: entre paréntesis el
mg/L

mCa wiMg nimero de dispares.

@Zn Wres
60

40

; u
0 - -— - _— - .

Blanco Palma Dorso Bianco (3) Paima (3) Dorso (3)

La presencia de viento también, afecté el resultado de otros residuos, esto se traduce
en recuperaciones menores a las obtenidas por un revélver 38 mm para la mayoria de los

residuos e incluso la ausencia de residuos, en algunos ensayos (ej. hierro, cobre, resorcinol,

magnesio).

Sin embargo, los resultados obtenidos con un revolver 32 mm, fueron semejantes a
los encontrados con el revolver 38 mm, pues se detecto una mayor cantidad de plomo y

calcio en el dorso de la mano que disparé el arma respecto a otras zonas de la mano.
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Ademis, y a diferencia de las pruebas con calibre 38 mm, se detecto en algunos ensayos la
presencia“de resorcinol y bario en la mano que efectud el disparo y no en los blancos
realizados, por tanto, su presencia en [a mano que efectud el disparo podria utilizarse como
marcador de haber accionado un arma. Para dilucidar la importancia de plomo y bario, se
procedio a efectuar el estudio de ANOVA (Tabla 29) para la cantidad en distintas partes de

la mano.

Tabla 29 Anadlisis estadistico de la determinacion de plomo (mg/L) provenientes de un
disparo de un revélver 32 mm de distintas partes de la mano por Electroforesis
capilar.

Tabla ANOVA (Nivel de Confianza 95%)
Analisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados Df cuadrado de la media Radio -F  Valor -P

Entre grupos 0.0806788 4 0.0201697 2.02 0.1561
En grupos 0.120021 12 0.0100018
Total (Corr.) 0.2007 16

Dado que el valor P de la prueba F es mayor a 0.05 no existe una diferencia
estadistica entre las medias de los seis grupos con un 95 % de confiabilidad. Para
determinar cuales grupos son diferentes es necesario aplicar una prueba de rangos multiples

Prueba de Intervalos Multiples

Meétodo: Menor diferencia significativa de Fisher (95%)

Cuenta Media Grupos Homogéneos
Blanco 5 0.245 X
Palma 1 disparo 3 0.245667 XX
Palma 3 disparos 3 0.239 XX
Dorso 1 disparo 3 0.344 XX
Dorso 3 disparos 3 0.419667 X
Contraste Diferencia Limites +/-
Blanco — Palma (1) 0.00033333 0.159132
Blanco — Dorso (1) -0.099 0.159132
Blanco - Palma (3) 0.006 0.159132
Blanco — Dorso (3) *-0.171133 0.159132 Continua...........
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Palma (1) — Dorso (1) -0.0993333 0.177916
Palma (3) — Dorso (3) -0.177333 0.177916
Dorso (1) — Dorso (3) -0.0723333 0.177916

* Denota una diferencia estadistica significativa.

Se estudié la cantidad depositada de plomo en la palma y dorso de la mano que
efectud de uno a tres disparos, de un revolver 32 mm, asi como de un blanco. A diferencia
de los ensayos realizados con un revolver 38 mm, la cantidad (media) de plomo depositado
en la palma que efectud el disparo es muy parecida, a la encontrada en los blancos (Tabla
29). La cantidad depositada de plomo en el dorso cuando se efectiia uno y tres disparos fue
mayor a la encontrada en la palma y en los blancos. El analisis de la varianza estableci6 que
la media de los 5 grupos analizados es la misma, sin embargo, un analisis de intervalos
multiples (Tabla 29), demostré que existe una diferencia significativa entre la cantidad de
plomo depositada en el dorso de la mano, cuando se efectuaron tres disparos y la cantidad
encontrada en los blancos, con un 95 % de confianza; también hubo una diferencia entre la
cantidad depositada al efectuar un disparo, sin embargo esta no fue suficiente para ser

significativamente diferente (Fig. 38).
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Muestras

Figura 39 Medias (asterisco) e intervalos al 95% de menor diferencia significativa
(lineas) para la determinacién de plomo depositado por efectuar disparos (niimero de
disparos indicado a la derecha de 1a zona muestreada) con un revélver calibre 32 mm

en distintas partes de la mano EC.
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El andlisis estadistico de la cantidad de calcio encontrado, no revelé diferencias
significativas entre las distintas zonas muestreadas, esto se debe a la gran variabilidad de

los resultados obtenidos, tal vez provocado por las condiciones ambientales antes descritas.
3.3.1.2 Extraccién y anilisis por separado de residuos tomados por frotamiento.

Con el fin de obtener mejores limites de deteccion se procedié a realizar una
extraccion liquido — liquido de los residuos organicos con acetato de etilo de las muestras
provenientes de disparar un revolver 32 mm. El anélisis de los residuos orgénicos se repitio,
después de evaporar la fase organica y reconstituir la muestra con una solucién 0.4 mM de
Boratos, 12 mM de SDS. El anélisis de los residuos inorgéanicos se repitié por separado a
partir de la fase acuosa de la extraccion. En el caso del analisis por electroforesis capilar de
los residuos organicos, se cambio la composicion del electrolito soporte, debido a que la
separacién obtenida no depende de la concentraciéon de boratos, sino de la de SDS, por
tanto, se mantuvo la concentracion de SDS y la concentracion de boratos se disminuy6 a 20
mM con el fin de asegurar el pH utilizado, ademas se eliminé el CDTA del electrolito
soporte. Para los residuos inorgéanicos presentes en la fase acuosa se conservé el electrolito
soporte, cambiando la inyeccion hidrodinamica a 3.45 kPa por 15 segundos; debido a que la
eficiencia de los residuos metélicos no se ve afectada al inyectar mas muestra,‘ como se

menciono anteriormente.

El andlisis de los residuos inorganicos no aporta mejores resultados ya que se
identificaron los mismos residuos; ni bario, ni antimonio fueron detectados, en el primer
caso puede ser por la ausencia de este en la muestra y en el Gltimo porque no se ha llegado
-aun al limite de deteccién deseado (se calculé que el volumen de la muestra tendria que
reducirse a 4 l para poder detectar el antimonio). Sin embargo, se confirmo la presencia de
resorcinol, el cual fue encontrado en la palma y dorso de personas que dispararon un

revolver 32 mm pero no en los blancos (Fig. 39) (Tabla 30).
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Figura 40 Determinacién de los residuos generados por disparar un revélver 32 mm
que permanecen en la fase acuosa posterior a extraccion de residuos organicos con
acetato de etilo; A.- Blanco, B.- Palma de 1a mano que disparé el arma, C.- Dorso de la
mano que disparé el arma. Toma de muestra por frotamiento. Electrolito soporte: 40
mM Boratos, 16 mM SDS, 0.5 mM CDTA, pH= 9.2, capilar: L de 79.2 cm, | de 69.0

cm, D.I. de 75 pum, inyeccion Hidrodindmica: 3.45 kPa por 15 segundos. Deteccion UV
a 200 nm.

Se encontrd que los resultados para los residuos inorganicos no coinciden en todos
los casos antes y después del proceso de extraccion (Tabla 30). Las pérdidas pueden
deberse a disociacion de los complejos menos estables durante la extracciéon (magnesio),
mientras que en el caso de las ganancias pueden deberse a contaminacion durante el
proceso de extraccion (Pb, Cu y algunas muestras de Zn, Ca) provenientes incluso del

acetato de etilo utilizado para hacer la extraccion, por lo que es necesario buscar otras

opciones de preconcentracion

En el caso de los residuos organicos, el disminuir 10 veces el volumen de muestra
permitié identificar la presencia de 2, 3- dinitrotolueno en la mayoria de las muestras

analizadas incluyendo blancos aunque su presencia fue mayor en las muestras de dorso
(Tabla 31).
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Tabla 30 Determinacién (mg/L) de residuos inorganicos" y resorcinol después de extraccién de los residuos organicos con acetato de
etilo

Ensayo Blanco Blanco Palmar Palmar Dorso Dorso
No.
Disparos : 3 ! 3 ! 3
Proceso + * e |+ * b + * i) + * (i) + * o | + * i)
0.139/0.133(096| 0 [0.236| o | 0.194 | 0.316 | 1.63 0 0.42 o 0.417 | 0.979 |2.35|0.537(0.454| 0.85

Fe 0 0.406 | o |0.417| 0.189 | 0.45 | 0.159 | 0.306 [1.92]0.132|0.221 | 1.67
0 0.674 | ~ |0.306| 0.162 | 0.53 0 0.584 | 0 (0324 o
7.19 | 6.42 [0.89]146.3|5.407|0.04| 29.09 | 2579 | 0.89] 9.12 | 6.97 | 0.76 | 156.1 | 51.7 |0.33]38.23|30.92| 0.81

Ca 829 | 9.43 | 1.1410.38] 91.04 | 8.77 | 1.713 | 56.06 |32.7]48.70| 54.91] 1.13
76.14 | 73.28 | 0.96 | 10.47| 10.93 | 1.04 | 48.07 | 73.18 | 1.5249.72]| 25.63| 0.52

6127] 0 | 0| 0 |489] = |13.11] 6.09 |046] 0 | 0 0 0 0 | 0

Mg 0 0 1 0] 0 0 11791 0 | 0] 0 | 0
0 15959 | w 12999] 3.634 | 0.12 | 0 0 16.49]8.528] 0.52
7.819|7.559|0.97| 1.629| 4308 | 2,64| 2.718 | 3.552 | 1.31|3.748 | 3.547 | 0.95 | 429 | 3.713| 0.87] 16.86| 14.67 0.87
Zn 3.176 | 4.792 | 1.51 | 4.29 | 19322 | 4.50 | 6.863 | 7.395 | 1.08]5.525] 5.31 | 0.96

16.026| 18.253| 1.14[18.203 6.14 | 0.34 | 4.757| 20.96 | 4.41| 17.33| 8.363| 0.48
0.17210.37812.20|0.258{0.368 | 1.43| 0.254 | 0.512 | 2.02 [0.117 | 0.498 | 4.25 | 0.359 | 0.343 [0.96|0.373]0.524| 1.4
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Tabla 31 Concentracién en mg/L de 2,3 - dinitrotolueno encontrado después de
disparar un revéiver 32 mm. Antes y después de un proceso de extraccion.

Zona No. 2,3-DNT Factor de
muestreada | Ensayo | Antes Extraccion | Después de extraccion | concentracion
Blanco (1) 1 1.209 7.638 6.32
Blanco (3) 1 ND 2.229 00
Palma (1) 1 ND ND -

2 ND 2.073 00
3 ND 4.073 0
Palma (3) 1 ND ND -
2 ND 7.32 00
3 ND 26.706 0
Dorso (1) 1 ND ND -
2 ND 17.455 0
3 ND ND -
Dorso (3) 1 ND ND -
2 1.636 24.88 15.21
3 ND ND -

Numero entre paréntesis indica niumero de disparos
ND: no detectado

En algunos casos se observd un enriquecimiento mayor al esperado, esto puede:
deberse a que los electroferogramas obtenidos para los residuos organicos después de la
extracciéon son mas limpios y la integracion en consecuencia mejor. Otros residuos como el
resorcinol permanecieron en la fase acuosa por lo que no fueron identificados en la fase
organica. Al analizar con méas cuidado las muestras analizadas previo a la extraccion fue

posible identificar un pico muy pequefio equivalente al encontrado después de la extraccién
(Fig. 40).

Debido a que un paso de preconcentracion permitié identificar otros residuos, se
probaron distintas técnicas de muestreo que permiten concentrar la muestra. En la primera
de ellas se aplicé la técnica de frotamiento con un paso de preconcentracién por
evaporacion. Por ultimo se probé la técnica de muestreo por cinta adhesiva debido a que
concentra la muestra dentro de su procedimiento. Se volvieron a realizar pruebas de disparo
con un revélver 38 mm Smith and Wesson municién El Aguila, comparando los resultados

con el fin de encontrar la técnica de muestreo optima para la electroforesis capilar. Ademas

111



se estudid la distribucion de los residuos depositados después de un disparo en las

diferentes zonas de la mano que efectud un disparo y de la que no lo hizo.
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Figura 41 Determinacion de 2,3 — dinitrotolueno antes y después de extraccion
con acetato de etilo A.-Antes de extraccion con acetato de etilo, volumen final de la
muestra: 2 ml. Electrolito soporte: 40 mM Boratos, 16 mM SDS, 0.5 mM CDTA, pH=
9.2, capilar: L de 79.2 cm, longitud al detector, 1 de 69.0 cm, D.I. de 75 pum, inyeccién
Hidrodindmica: 3.45 kPa por 5 segundos. Detecciéon UV a 200 nm. B.- Después de
extraccion, volumen final 0.2 ml Electrolito soporte: 15 mM SDS, 20 mM Boratos
pH=9.2, inyeccion hidrodindmica 3.45 kPa por S segundos. Detecciéon UV a 200 nm.

Identificar otros residuos fue dificil debido a que otras impurezas fueron
concentradas e impidieron identificar a residuos considerados como importantes, como es

el caso de las centralitas.

3.3.1.3 Anadlisis de muestras reales tomadas por la técnica de frotamiento seguido de

un paso de preconcentracion por evaporacion.

Para el analisis de las muestras por evaporacion se hizo un estudio de la distribucion
de los residuos depositados después de disparar un arma, tanto en la mano que dispara
como en la que no dispara; los residuos encontrados después de pre-concentrar la muestra

por evaporacion se pueden clasificar en:
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A).- Aquellos que no fueron detectados (Sb, Ba, Nitroglicerina)

B).- Aquellos que fueron identificados en algunas muestras sin una preferencia clara por
una zona de la mano (Ni, Al, 2,4- Dinitrotolueno) y que por lo tanto no estan relacionados
con hecho de disparar un arma.

C).- Aquellos que fueron encontrados en todas las muestras, incluyendo blancos (Pb, Cu,
Fe, Zn, Ca. Mg, etil ftalato)

D).- Aquellos que fueron encontrados preferentemente en muestras tomadas del dorso de la
mano que disparé pero también en blancos (metil ftalato, resorcinol, 2,3- Dinitrotolueno,
2,6- Dinitrotolueno, difenilamina)

E).- Aquellos que unicamente fueron encontrados en algunas muestras tomados del dorso

de la mano que dispar¢ (centralitas).

De lo anterior se puede concluir:

a).- La presencia de las centralitas en el dorso de la mano es un indicador muy especifico de
haber disparado un arma, pues no se encontré en ningin blanco, sin embargo su utilidad
esta limitada debido a que solamente se encontrd en un ensayo de once realizados (Fig. 41).

b).- Para conocer la importancia de los residuos especificados en los puntos D y C es
necesario realizar un analisis estadistico de los datos obtenidos.

c).- Los residuos obtenidos en el punto B no est4n relacionados con el hecho de disparar un
arma pero su deteccion puede ser importantes en otras condiciones (calibre, municidn, etc.)

d).- Algunos residuos como nitroglicerina y antimonio no fueron detectados por encontrarse

en cantidades minimas (Sb) o porque no formen parte de los residuos (Ba).

En el caso de los residuos presentes en todas las regiones de la mano se encontraron
los siguientes resultados generales:
a).- Existe una gran variabilidad (coeficientes de variaciéon de 30 al 100) entre la cantidad
de residuos encontrados de persona a persona.
b).- En un ensayo, puede existir una diferencia entre la cantidad encontrada en el dorso y la
palma que no efectué el disparo; por lo que no pueden utilizarse ambas zonas
indistintamente como blancos. Aunque tomando en cuenta todos los ensayos no existe una

diferencia estadistica entre ambos blancos.
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¢).- La cantidad de residuo encontrada en la palma que efectué un disparo de la que no, es
muy semejante aunque existen diferencias en algunos ensayos, esto puede indicar
contaminacion ambiental en una de las manos. En algunos residuos organicos existi6 una

diferencia estadistica significativa entre la mano que disparo y la que no.
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Figura 42 Determinacion de residuos generados por disparar un revélver 38
mm, tomadas mediante la técnica de frotamiento y preconcentracién por evaporacion.
A.- Palma de la mano que no disparé el arma, B.- Dorso de la mano que no disparé
C.- Palma de la mano que disparé el arma, D.- Dorso de la mano que disparé el arma.
Electrolito soporte: 40 mM Boratos, 16 mM SDS, 0.5 mM CDTA, pH= 9.2, capilar: L
de 79.2 cm, 1 de 69.0 cm, D.I. de 75 um, inyeccién Hidrodiniamica: 3.45 kPa por 15
segundos. Deteccion UV a 200 nm.

3.3.1.3.1 Plomo y otros residuos inorganicos

La cantidad de plomo encontrada en el blanco dorsal es distinta del blanco palmar
en la mayoria de los casos, aunque la media de ambas zonas sea muy parecida, por lo que
no pueden utilizarse como blanco en forma indistinta. Al disparar un revélver los residuos
por disparar un arma se depositan en la regién dorsal de la mano, la cantidad de plomo
depositada en esta zona es mayor en casi todos los ensayos; con excepcién de los ensayos

2, 3 y 4, donde se encontrdé mas plomo en otras zonas de la mano (Tabla 32) por otro lado,
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la cantidad de plomo encontrado en el dorso de la mano que disparé un arma fue siempre

mayor a la encontrada en la misma region de la mano que no disparé el arma.

Tabla 32 Resultados obtenidos de Plomo. (ug) depositado después de disparar un
revolver calibre 38 mm en distintas regiones de la mano.

ENSAYO | BLANCO PALMAR | BLANCO DORSAL | PALMAR | DORSAL
1 1.28 0.764 1.548 2.171
2 0.523 0 1.605 1.084
3 0.334 0.241 0.579 0.267
4 1.698 0.336 0.601 1.551
5 Dato Anémalo 0.802 2.148 2.834
6 0.274 0.685 0.326 1.842
7 1.479 1.929 1.369 2.349
8 0.174 0.186 0.462 1.616
9 0.409 0.154 0.686 0.721
10 1.589 1.478 2.676 3.366
11 1.584 3.616 0.838 4.145

Para determinar si las mediciones de las distintas zonas de la mano son

significativamente diferentes se efectué un andlisis estadistico mediante el programa

Statgraphics (Tabla 33).

Tabla 33 Anélisis estadistico de la determinacién de plomo (ug) provenientes de un
disparo de un revélver 38 mm de distintas partes de la mano tomadas por frotamiento

y con preconcentracién por evaporacion.

Cuenta Promedio Varianza
Blanco Palmar 10 0.934400 0.407745
Blanco Dorsal 11 0.926455 1.14649
Palma 11 1.167090 0.582726
Dorso 11 1.99509 1.31655
Total 43 1.26323 1.01071

Desviacion Estandar Valor Minimo Valor Maximo

Blanco Palmar
Blanco Dorsal

Palma
Dorso

0.638549 0.174
1.07074 0.0

0.763365 0.326
1.14741 0.267

1.698
3.616
2.676
4.145

Continua....
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Total 1.00534 0.0 4.145

Tabla ANOVA
Analisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados Df  Cuadrado de la mediaF-Radio  p-Valor
Entre grupos 8.32238 3 2.77413 3.17 0.0348
En grupos 34.1274 39 0.875061

Total (Corr.) 42.4498 42

Dado que el p-valor es menor que 0.05, existe una diferencia estadistica entre la
media de las 4 variables con un 95% de nivel de confianza. Para determinar cuales medias
son diferentes de las otras se realizé una prueba de rangos multiples.

Prueba de intervalos multiples

Método: Menor diferencia significativa de Fisher (95% de confianza

Cuenta Media Grupos Homogéneos
Blanco Dorsal 11 0.926455 ' X
Blanco Palmar 10 0.9344 X
Palma 11 1.16709 X
Dorso 11 1.99509 X
Contraste Diferencia +/- Limites

Blanco Palmar - Blanco Dorsal 0.00794545 0.826728

Blanco Palmar — Palma -0.23269 0.826728
Blanco Palmar — Dorso *-1.06069 0.826728
Blanco Dorsal — Dorso *.1.06864 0.806804
Palma — Dorso *_0.828 0.806804

* Sefiala una diferencia estadistica con un 95% de nivel de confianza.

La cantidad de plomo encontrada en las distintas regiones de la mano que no efectud
un disparo presenta una gran variabilidad entre persona y persona, lo que dificulta el
establecer valores de referencia para este metal, este comportamiento se encontré con todos

los residuos detectados y dificulta la comparacion de los resultados obtenidos entre las

distintas regiones
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Al dispararse un arma los residuos se depositan en una zona determinada de la mano

que efectud el disparo, en el caso de revélveres y pistolas esta zona es el dorso de la mano.

Mediante el analisis de varianza de las cuatro regiones muestreadas, se determind
que las medias de los distintos grupos, es diferente con un 95 % de confianza. La prueba de
intervalos multiples, identifica la presencia de dos grupos homogéneos, caracterizados por
tener medias estadisticamente iguales. En uno grupo se encuentran las determinaciones de
plomo en palma y dorso de la mano que no efectué el disparo y la palma que si lo realizo,
mientras que en el otro se encuentra la determinacion de plomo en el dorso de la mano que
acciono el arma. Por tanto, se encontro una diferencia significativa entre el plomo
depositado en el dorso de la mano que accion6 un revélver calibre 38 mm, de la otras zonas
de la mano y de la mano que no efectué el disparo (Fig. 42), lo que demuestra que la
técnica de electroforesis capilar es capaz de detectar el plomo depositado en la mano

después de disparar una arma de fuego.
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Blanco Blanco Palma Dorso
Palmar Dorsal

Muestras

Figura 43 Medias (asterisco) e intervalos al 95% de menor diferencia significativa
(lineas) para la determinacién de plomo depositado por efectuar disparos con un
revolver calibre 32 mm en distintas partes de la mano

El mismo andlisis se repitio para los demas residuos inorgénicos que fueron
detectados; se volvié a observar una gran variabilidad en los resultados, diferencias entre la
cantidad de residuo encontrado en la palma y dorso de la mano que no disparé, pero se

encontr6 una buena correlacion entre la cantidad encontrada entre las palmas de las mano
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que dispard y la que no disparé un arma. Al realizar el estudio de varianza de estos
residuos no se encontrd una diferencia significativa entre las diferentes zonas de ambas

manos (Tabla 34).

Tabla 34 Anilisis de varianza de residuos inorgdnicos con un 95% de nivel de
confianza (n=11).

Prueba F Fe Ca Mg Cu Zn

p 0.2700 0.5570 0.5145 0.7469 0.7032

Cobre y zinc no tienen relacién con el hecho de haber disparado un arma bajo las
condiciones de arma y municién utilizadas. En el caso de hierro, calcio y magnesio se
encontr6 mas residuo en el dorso de la mano que efectud el disparo sin que la diferencia
fuera estadisticamente significativa (Fig. 43, 44); al analizar los datos individuales se
encontraron algunos ensayos para cada metal que no dieron el resultado esperado lo que
provoca que la media entre el dorso de la mano y las otras zonas de la mano no sea

estadisticamente diferente.
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Figura 44 Medias (asterisco) e intervalos al 95% de menor diferencia significativa
(lineas) para la determinacion de Hierro depositado por efectuar disparos con un
revélver calibre 38 mm en distintas partes de la mano.
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Figura 45 Medias (asterisco) e intervalos al 95% de menor diferencia significativa
(lineas) para la determinacién de magnesio depositado por efectuar disparos con un
revélver calibre 38 mm en distintas partes de la mano.

Para evitar el efecto adverso de la variabilidad de los resultados se aplicé un valor
“corregido” el cual se calcula restando al valor obtenido en la palma y dorso de la mano
que no disparé el arma y que actiian como blancos de la zonas respectivas de la mano que

efectud el disparo y se repitio el analisis estadistico de los datos (Tabla 35).

Tabla 35 Andlisis de varianza del valor “corregido” de residuos inorganicos mas
significativos calculados con un 95% de nivel de confianza (n=11).

Pb Fe Ca Mg*
Prueba F
rueba palma | dorso | Palma | dorso | palma [ dorso | palma | dorso
. valor 0.135 | 1.069 | 0.061 | 0399 | 1.420 | 49.004 | -4.826 | 12.156
corregido” (Ug)
p 0.004 0.0781 0.3924 0.0713
*n=10

Mediante el estudio del valor corregido se confirmé el valor de plomo como
marcador de haber disparado un arma de fuego. El valor corregido de dorso para magnesio
para todos los ensayos siempre fue mayor al de palma por lo que este valor puede utilizarse
como marcador de haber disparado un arma, junto con el analisis de plomo, en el caso de
hierro algunos ensayos (27%) no dieron el resultado esperado por lo que su uso como
marcador debe de tomarse con mas cuidado, lo anterior probablemente se debe a que la

cantidad de hierro depositado es menor a la de plomo y magnesio.
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3.3.1.3.2 Residuos Organicos

La deteccion de los residuos organicos fue mas dificil ya que se encontraron en
concentraciones muy bajas o por presencia de interferencias en los electroferogramas y su
presencia no fue detectado en todos los ensayos. Sin embargo, la presencia de las centralitas
se considera muy especifica, debido a que no fueron detectadas en ningin blanco analizado,

pero, el hecho de que solo se encontraron en el dorso de un ensayo, disminuye su utilidad.

Otros residuos no fueron detectados en el dorso de la mano que dispard y si en
algunos blancos, por lo que su relacién con disparar un arma es dudosa. Los residuos que se

encontraron en la mayoria de las muestras fueron estudiados estadisticamente (Tabla 36).

Tabla 36 Analisis de varianza de residuos organicos con un 95% de nivel de confianza
(n=11).

Prueba F EF MF res 2,4-DNT 2,3-DNT*

p 0.8515 0.0343 0.0730 0.3580 0.0271
* Se comparé Ginicamente la mano que disparo el arma con la que no.

Para las condiciones de calibre de arma y municién utilizada se encontré que la
cantidad de etil ftalato y 2,4- dinitrotolueno no tienen relacién con disparar un revélver 38
mm. En el caso de metil ftalato y resorcinol si existe esta relacion, debido a que se
encontré mas residuo en el dorso de la mano que dispar6 el arma o en la mano que dispar6
para el caso de 2,3 —dinitrotolueno (Fig. 45) sin embargo, su valor como marcador-
disminuye ya que en algunos ensayos (18% para 2,3- dinitrotolueno, 36% para metilftalato)
se encontrd residuo en la mano que no dispar6 el arma, mientras que en algunos ensayos no
se encontraron residuos en la mano que disparé el arma para estos residuos (45% para 2,3-
dinitrotolueno, 18% para metil ftalato y 18% para resorcinol). Es de notar que en las
pruebas realizadas con un revélver calibre 32 mm no se detectd resorcinol en ningin blanco
y si en palma y dorso de la mano que dispard el arma; por lo que este residuo puede ser mas
importante que los otros ya que el pico obtenido es mas visible que los otros mencionados.
Para aclarar lo anterior se utilizé el valor “corregido” aplicado anteriormente con los

" residuos inorganicos (Tabla 37).
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Mediante este analisis se confirmd:
a).- El 2,3 — dinitrotolueno se deposita en la mano que dispar6 el arma sin preferencia en
alguna zona en especial. Por tanto, la presencia de 2,3- Dinitrotolueno en la mano que
dispar6 un revélver 38 mm puede ser utilizado como marcador.
b).- Los resultados obtenidos mediante el “valor corregido”, no facilitaron la interpretacién
de los resultados, esto se piensa, es a la presencia de metil ftalato en algunas muestras
provenientes de blancos, por tanto, es necesario excluir esta posibilidad, para usar el metil
ftalato como marcador de disparar un arma.

c).- El valor “corregido” de resorcinol puede utilizarse como marcador con ciertas reservas.

Dado que los residuos organicos no fueron encontrados en todas las muestras

provenientes del dorso de la mano que disparo el arma, su aplicacion como marcador, se
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~ encuentra limitada y su uso debe estar basado en un anélisis de las cuatro zonas de la mano

y en conjunto con los residuos inorgéanicos.

Tabla 37 Anaélisis de varianza del valor “corregido” de residuos orginicos mas
significativos calculados con un 95% de nivel de confianza (n=11).

METIL
PRUEBA F FTALATO 2,3 -DNT RESORCINOL
palma | Dorso | palma | dorso palma dorso
Valor “corregido” (ug) | 0.096 | 0.228 | 0.233 0.240 -0.402 1.506
P 0.1810 0.9727 0.0090

3.3.2. Analisis de muestras reales tomadas por la técnica de cinta adhesiva

La técnica de cinta adhesiva tiene como ventaja sobre la técnica de frotamiento
que los residuos son concentrados durante el procesamiento normal de la muestra por lo
que se obtienen mejores limites de deteccion. Esta técnica ha sido empleada para el analisis
de residuos orgénicos por electroforesis capilar [26, 45], como para los residuos
inorganicos por MEB-DEX [1, 3, 5]. Se estudio la recuperacion de residuos provenientes de
~ disparar un revélver Smith & Wesson 38 mm con municién El Aguila. La técnica por cinta
adhesiva provee mejores limites de deteccion al concentrar la muestra; sin embargo, la
recuperacion de los distintos residuos es menor a la técnica por frotamiento por lo que la
ganancia obtenida es menor a la esperada; ademas, la presencia de interferencias impidio la
deteccidn de varios de los residuos buscados; otro problema consistié en que ha medida que
la muestra se concentra, cambian los tiempos de migracion de los residuos buscados, lo que

dificulta su identificacion.

Por los problemas anteriores el Gnico residuo organico identificado con claridad
fue el etil ftalato, otros residuos como los derivados del dinitrotolueno y el metil ftalato no
fueron identificados en todas las muestras. Los residuos inorganicos si fueron identificados,
pero en menor cantidad que en la técnica por frotamiento (Tabla 38). Ademas se observd

una gran variabilidad en los resultados, lo que dificulta el analisis de los datos.

Al realizar el anélisis individual de los ensayos no se encontrd ningun residuo que

de el resultado esperado en todos los ensayos, esto puede deberse a la variabilidad que tiene
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esta técnica para tomar los residuos de una toma a otra. A continuacion se realizé un -

analisis estadistico de los residuos mas significativos (Tabla 39).

Tabla 38 Residuos encontrados por la técnica de cinta adhesiva (ug) después de
disparos efectuados con un revolver calibre 38mm.

Residuo I;;T'::g; (C%V) %lc?:s(;? (C%V) Palmar (C%V) Dorsal (C%V)
EF (?6%%2) 27 ((1)61)602) 16 ((1)6%10/?,) 48 (ib%z’/i) 44
Fe ((1)6302/20) 78 ((1)620%/20) s3 | 0200 190 | 0273 | 7
Ba (Oz'gf/f) 186 (()68<>9/<,7) 180 0(57 69)7 153 (%33/07) 73
Ca (?6101/50) 70 (Zb%ig) 64 (?63012) 72 (1126(9)<}/3) 69
Mg (i6608°2) %0 (;6%1/10) 14 (?6%902) 3 (?6301/20) 78
Al (%6%2/90) 48 (%620%/30) 69 (?630802) >4 (?630L/2<,) 69
Zn (i 6302/10) o3 (i 65060/90) IS (%61)1/70) 14 (%690%/20) 107
Pb ((1)63050/70) 139 ((1)62()%2) 148 ((1)6301/20) 124 ((1)630?’2) 87
Cu ((1)61)2/?,) >8 ((1)6301/1) 25 ((1)630%/70) 48 ((1)61)60/90) 39

Numero entre paréntesis: frecuencia de deposito.

Se encontré que residuos como plomo, cobre, hierro, zinc y 2,4 — dinitrotolueno
aparentemente no tienen relacion con el hecho de disparar un arma o la cantidad depositada

es muy pequefia para que la diferencia sea significativamente diferente.

Tabla 39 Analisis de varianza de residuos mas significativos (95% de nivel de
confianza).

PruebaF | EF 2,4- Ba Ca Mg Al Zn Pb Cu’
DNT

p 0.0664 | 0.7955]0.1815 | 0.3375 | 0.0236 [ 0.2706 v0.6184 0.7262 | 0.4667

Residuos como etil ftalato, magnesio, calcio y bario (Fig. 46) pueden utilizarse

como marcadores pues la cantidad depositada en el dorso de la mano que dispard fue
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superior a las otras regiones de la mano estudiadas sin ser esta diferencia significativamente
diferente, pero su uso estd limitado debido a que este resultado no se obtuvo en todos los
ensayos; si se toma en cuenta que los ensayos se hicieron en condiciones ideales su uso en
condiciones reales es dudoso. Respecto al bario, el hecho de que en la mayoria de los
blancos no se le encontré (67%), puede aumentar su utilidad en caso de que los blancos

resulten negativos y se detecte bario en la mano que disparé el arma.

sl £dBa

Ca

blanco

palmar  pjanco

dorsal

Figura 47 Determinacion de la cantidad (pg) depositada de etil ftalato, magnesio,
calcio y bario proveniente de disparar un revélver 38 mm. Muestreo por cinta
adhesiva.

3.3.3 Comparacion entre los distintos tipos de muestreo utilizados

Se compararon los resultados obtenidos por la toma de muestra por frotamiento, por
frotamiento con un paso de preconcentracién por evaporacién y por cinta adhesiva (Tabla

40). Se encontré que los residuos identificados por la técnicas de frotamiento no son los

mismos que los identificados por cinta adhesiva.
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Tabla 40 Comparacién (ug) de los resultados obtenidos para la determinacion de
residuos generados por disparar un arma de fuego por distintas técnicas de muestreo

Region de FROTAMIENTO CON CINTA
RESIDUO | "\ Mano | FROTAMIENTO | o b - ONCENTRACION| ADHESIVA
Blanco
302
Palmar 1.022 0.866 0.30
Fe Blanco 0.788 0.232
Dorsal
Palmar 1.258 0.927 0.201
Dorsal 1.226 1.186 0.273
Blanco o
Paloas ND 0.265 (28%)
Ba Blanco ND ND 0.397 (60%)
Dorsal
Palmar ND ND 0.797 (56%)
Dorsal ND ND 0.927
?I‘I‘“Cao 241.39 6.145
B‘l‘ mar 33.588
Ca anco 258.77 7.630
Dorsal
Palmar 64.086 242 81 9.344
Dorsal 64.092 307.77 12.912
?:l‘r‘;g 37.061 1.680
Blaroe 3.258 (55%)
Mg Domsal 37.550 1.041
Palmar 1.628 (64%) 36.725 3.098
Dorsal ND 48.528 6.342
Blanco ND 2.409
Palmar
Blanco ND
Al ND 2.223
Dorsal
Palmar ND ND 3384
Dorsal ND ND 4312
?:;;Z‘; 4.923 1.301
o0 4.344
Zn D anco 4.807 1.569
orsal
Palmar 4.348 4.084 2.447
Dorsal 4.140 3.444 2.922
Pb Blanco 0.934 0.357
Palmar
o 0.996
anco 0.926 0.254
Dorsal
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Tabla 40 Continuacion

Palmar 1.406 1.167 0.372
Dorsal 1.620 1.995 0.354
Blanco 1.021 0.405
Palmar NR
Cu Blanco 1.063 0.377
Dorsal
Palmar NR 1.380 0.327
Dorsal NR 1.411 0.469
Blanco 1.155 (55%) ND
Palmar ND
Resorcinol Blanco 1.265 (64%)
Dorsal ND
Palmar ND 0.753 (55%) ND
Dorsal ND 2.771 (73%) ND
2,3- DNT Blanco ' 0.068 (9%) 0.099 (14%)
Palmar ND
Blanco 0.045 (9%) 0.299 (60%)
Dorsal
Palmar ND 0.301 (36%) 0.214 (44%)
Dorsal ND 0.285 (36%) 0.148 (33%)
Blanco 0.240 (64%) 0.249 (57%)
Palmar
Blanco ND
2,4 —-DNT 0.344 0.267
Dorsal
Palmar ND 0.232 (64%) 0.353
Dorsal ND 0.367 0.328
Blanco
Palmar ND 0.019 (9%) ND
Metil Blanco
Ftalato Dorsal _ 0.145(27%) ND
Palmar ND 0.107 (36%) ND
Dorsal ND 0.302 (82%) ND
Blanco
Palmar ND 0.352 0.898
Etil Ftalato| 1200 0.306 0.463
Dorsal
Palmar ND 0.281 0.816
Dorsal ND 0.249 1.072

ND: no detectado, NR: No realizado
Numero entre paréntesis indica frecuencia de depédsito
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La cantidad de residuos inorganicos detectados por frotamiento con o sin pre
concentraciéon fue muy semejante para la mayoria de los residuos con excepcion de
magnesio y calcio que se detectaron en mayor cantidad. Esto puede deberse a diferencias en
las cantidades presentes entre las personas que efectuaron los distintos ensayos. La
preconcentracion por evaporacion permitid detectar en algunas muestras residuos

organicos, los que pasaron inadvertidos mediante la técnica normal.

La técnica de muestreo por cinta adhesiva dio resultados muy por debajo de los
obtenidos por frotamiento para los residuos inorganicos, esto se debe a que esta técnica
proporciona recuperaciones menores a la técnica por frotamiento (Tablas 24, 25) por lo que
la ganancia obtenida al concentrar la muestra se pierde debido a la ineficacia de la técnica
para obtener los residuos inorganicos. Sin embargo, se detectaron algunos residuos que no
fueron detectados por frotamiento como bario y aluminio que debieron ser detectados por la
técnica por frotamiento con preconcentracion por evaporacion. En el caso de aluminio su
presencia se explica como contaminante proveniente de la cinta adhesiva utilizada para

realizar el muestreo.

En el caso de los residuos organicos la preconcentracion permitié la detecciéon de
algunos residuos en varias de las muestras analizadas, sin embargo interferencias en los
electroferogramas por estd técnica impidieron detectar varios de los residuos como
resorcinol, centralitas, etc. De los residuos que pudieron ser detectados, los isdmeros del
dinitrotolueno dieron resultados semejantes por frotamiento y por cinta adhesiva mientras
que los resultados obtenidos para los ftalatos no coincidieron entre ambas técnicas,

probablemente por diferencias en la recuperacion entre ambas técnicas, para este residuo

De lo anterior se puede concluir que la mejor técnica para muestrear los residuos

generados por disparar un arma de fuego es la técnica por frotamiento seguida por un

proceso de preconcentracion.
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3.4. Comparacién entre la cantidad de residuos depositados por armas de fuego de

distinto calibre.

Cuando se habla del analisis de residuos generados por disparar un arma €s comun
comparar la cantidad de residuos depositado por armas de distintos calibres [6], se ha
observado que armas con mas calibre depositan mas residuo, aunque esto depende del tipo
y estado del arma. Se compararon los resultados obtenidos con las distintas armas utilizada

en este estudio (Tabla 41).

Tabla 41 Comparacién de la cantidad de residuos depositado (ug) en distintas zonas
de la mano después de dispara armas de distinto calibre. Muestreo por frotamiento.

Arma Pistola 22 mm (n=1) Revolver 32 mm (n=3) | Revoélver 38 mm (n=10)
20;133 la Blanco | Palma | Dorso | Blanco | Palma | Dorso | Blanco | Palma | Dorso
Fe 0.506 | 4388 | 2.622 | 0.222 | 0.130 | 0.384 | 1.022 | 1.258 | 1.226

Ba ND ND 1.462 | ND ND ND ND ND ND

Ca 21.44 | 87.86 | 43.85 | 27.72 | 75.69 |136.32| 33.59 | 64.09 | 64.09

Mg ND |[39.76 | ND | 5378 | 8.736 | 7.858 | 3.258 | 1.628

Al 0.928 | ND ND 1.528 | ND ND ND ND ND

Zn ND | 4.524 | 3.872 | 12.77 | 14.61 | 10.61 | 4.344 | 4348 | 4.140

Pb 1.682 | 192 | 2.424 | 0.484 | 0.490 | 0.688 | 0.996 | 1.406 | 1.62

EF 1.088 | 0.614 | 1.336 | 0.62 ND | 0412 | ND ND ND
ND: no detectado

Se observa gran variabilidad en la cantidad encontrada en los blancos, lo que indica
que las personas que realizaron los ensayos no tienen la misma cantidad de residuo en las
manos, lo que complica el anélisis de los resultados, lo anterior se tomé en cuenta al
analizar los datos. Se observa que el disparo con una pistola calibre 22 mm tiende a
depositar mas residuos en la palma de la mano que dispara, que en el dorso, con la
excepcion de plomo y se deposité mas hierro, bario y zinc que cuando se utilizan otras
armas, aunque €s necesario en este caso realizar mas pruebas para poder realizar una mejor
comparacion. Esto puede deberse a que la municion de la pistola calibre 22 debe contener
estos componentes en mayor cantidad. La pistola calibre 32 mm deposité mas residuos de
calcio y magnesio pero para la mayoria de residuos deposité menor cantidad que en los

demas calibres utilizados. En el caso de plomo se encontré mas residuo en la prueba con
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calibre 22 mm sin embargo, al realizar la técnica de frotamiento con preconcentracion con

disparos provenientes de un revélver 38 mm se encontré mas residuo.

Lo anterior no coincide con lo reportado pues a un mayor calibre del arma, mayor
cantidad de residuos depositado sin embargo, las armas utilizadas para realizar los disparos
calibre 22 mm y 32 mm son armas maés antiguas que la utilizada para realizar los disparos
con calibre 38 mm. El anterior analisis esta condicionado ademas porque se hicieron menos

ensayos con los calibres menores.
3.5 Anadlisis de cartuchos

Se procedid a realizar un mapeo, por medio de plasma acoplado por induccién (PAI)
de muestras (n=3) de cartuchos El Aguila percutidos por un revolver 38 mm obtenidas por
medio de un hisopo embebido en acido nitrico al 2%. El mapeo reveld la presencia de todos
los residuos buscados por electroforesis capilar, con la excepcion de niquel. El andlisis
anterior se repitié usando el método por electroforesis capilar desarrollado y los resultados
de ambas técnicas fue comparado (Tabla 42). Los resultados obtenidos por ambas técnicas
coinciden con la excepcion de antimonio, el cual no fue detectado por electroforesis capilar,

presumiblemente por encontrarse por debajo del limite de deteccidn de esta técnica.

Se ha reportado que los residuos obtenidos de esta manera, corresponden a pdlvora
sin quemar y, por tanto, comparten su composicion [1, 26, 46]. Los resultados muestran una
composicién diferente tanto de los residuos organicos € inorganicos para los distintos tipos
de cartuchos utilizados, en consecuencia la composicion de la polvora utilizada en estos
cartuchos es diferente, esto se piensa puede utilizarse para elaborar bases de datos de los

distintos tipos de municidn presentes en el mercado [1, 11, 46].

Finalmente, se disolvié un cartucho con 4cide nitrico concentrado y después de
diluir la muestra para dar una solucion al 2% de acido nitrico se repitid el mapeo
observandose la presencia de todos los metales buscados con la excepcidén de niquel. Lo
anterior coincide con el andlisis por electroforesis capilar donde en la mayoria de las

muestras analizadas no fue detectado la presencia de este metal.
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Tabla 42 Determinacién de residuos metalicos provenientes de cartuchos percutidos

por electroforesis capilar y plasma inductivamente acoplado.

22 mm 32 mm 38 mm 38 mm
Residuo El Aguila S&W-Fiocchi El Aguila El Aguila
EC PAI
Fe - 0.37 0.233 v
Ba - - 89.601 v
Ca - 14.244 26.527 v
Mg 10.985 - 8.688 v
Al - - 5.651 v
Ni - - - -
Zn - 3.98 - v
Pb 84.188 7.73 25.348 v
Cu 7.525 v
Sb - - - v
Etil ftalato - 0.575 -
Metil Centralita - - 9.043
Etil Centralita 1.026 - -
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Conclusiones

Se desarrollé un método por electroforesis capilar capaz de detectar once residuos
organicos y diez residuos inorgénicos provenientes de disparar un arma de fuego, en

una sola corrida.

Los limites de deteccién obtenidos, se encuentran por encima de los valores de
referencia de algunos residuos (Ba y Sb), por lo que es necesario aplicar técnicas de

preconcentracion.

El procedimiento de preconcentracion por evaporacién, permitié la deteccion de
varios residuos que no habian sido detectados, sin embargo, es necesario optimizar

este procedimiento, para obtener un método mas rapido, reproducible y confiable

Se considera la técnica de muestreo por frotamiento como la optima para el método
de electroforesis capilar desarrollado, siempre y cuando este acompaiiada de un
procedimiento de preconcentracién, debido a que proporciond mejores
recuperaciones y electroferogramas mas limpios y reproducibles que los obtenidos

por la técnica de cinta adhesiva.

Para la interpretacion de casos reales, se recomienda realizar un estudio
comparativo de las distintas zonas de la mano, tanto de la que efectud el disparo,
como de la que no, y de blancos provenientes de zona de la piel no expuestas a la
intemperie, debido a la gran variabilidad en los resultados obtenidos, lo que dificulta

establecer valores de referencia para los distintos residuos.

Se encontr6 una diferencia significativa entre la cantidad de plomo detectada en la
zona de maculacién, (dorso de la mano que efectia el disparo), de otras zonas
muestreadas, después de disparar un disparo, por lo que este residuo puede ser
utilizado como marcador de efectuar un disparo. Otros residuos presentan un

comportamiento similar, sin que la diferencia entre las distintas zonas muestreadas
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sea estadisticamente significativa; mientras que, otros no estan relacionados con

disparar un arma bajo las condiciones utilizadas.

La determinacion del plomo depositado por disparar un arma de fuego por EC y
EAA-ET dio resultados estadisticamente iguales, para las mismas muestras. por lo

que la electroforesis capilar es una opcion valida para el analisis de estos residuos.

El andlisis estadistico conjunto de todos los residuos detectados por electroforesis
capilar, permiti6 clasificar correctamente el 91 % de las muestras provenientes de la
zona de maculacion, mientras que solamente se detectaron 12 % de falsos positivos.
Por tanto, la electroforesis capilar, al aumentar el espectro de sustancias analizadas,

facilita la interpretacion de los resultados, mediante un andlisis discriminante.

Se demostré que el método desarrollado por electroforesis capilar, es capaz de
diferenciar la zona de la mano donde se depositan los residuos por disparar un arma
de fuego, de otras zonas muestreadas. Por tanto, es una opcion viable, a los métodos

que son utilizan en la actualidad para realizar esté tipo de anlisis.



Perspectivas

Dado que el principal problema del método de electroforesis capilar desarrollado, es
tener limites de detecciéon por encima de los niveles presentes de varios residuos, es
necesario optimizar, el proceso de preconcentracion; esto se dificulta debido a las
diferencias entre la naturaleza quimica de los residuos, lo que provoca que algunos residuos

se concentren, mientras que otros no.

Debido a lo anterior, una mejor opcion seria el analisis de los residuos inorgéanicos y
organicos por separado, aplicando en cada caso el método de preconcentracion adecuado a
cada tipo de sustancia. Una opcion seria la extraccion en fase sélida con adsorbentes
selectivos para cada tipo de residuo [47], estd extraccion puede realizarse en linea lo que
disminuira la manipulacion de la muestra, evitaria pérdidas y produciria electroferogramas
mas limpios. Dentro de estos sistemas se ha propuesto un sistema cruciforme, en el cual se
pueden colocar varios capilares en paralelo, con concentradores en linea para distintos tipos
de sustancias [48 - 49]. En el caso del estudio de los residuos depositados por disparar un
arma de fuego, se necesitarian dos capilares con sus respectivos condensadores, uno para
los residuos organicos y otro para los inorganicos, y la separacion se haria por separado en

cada capilar, pero simultaneamente.

Una vez optimizado el paso de preconcentracién de la muestra del método, otros
residuos podrian ser detectados, mientras que la diferencia observadas para otros residuos
serian mas evidentes; todo lo anterior facilitaria la interpretacion de los resultados y

permitira establecer criterios mas confiables para diferenciar la zona de maculacion de otras

zonas.

Una vez logrado lo anterior, podrén estudiarse los distintos factores que determinan
la determinacion de los residuos en casos reales, como son, aquellos que determinan el

deposito y persistencia de los residuos asi como el efecto de interferencias que puedan estar

presentes en muestras reales.
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Anexo A-1

Unidades y Simbolos
; . : Relacion con unidades
Magnitud Simbolo Unidad fiii o tilan
Longitud 1 metro (m)
Masa m kilogramo (kg)
Volumen L Litros (L)
Temperatura i y &
Tiempo t Segundo S.
Velocidad v ms’
Potencia P Watt (W) m’ Kg s
Coeficiente de D mPe?
difusién
Carga q Coulomb (C)
Corriente eléctrica I Ampere (A) Cs’
Campo eléctrico E mkgs?C’!
Potencial eléctrico \Y% Volt (V) m’kgs2C’
Presién Pa m™ kg s
Densidad 5 KgL'
Longitud de Onda A m
Absortividad A
S —— Molar (M) kg*107 Peso Mé)le?ular" I
mg/L kg*10” L~
Nano- (prefijo) n- 10”
Micro- (prefijo) - 10
Mili- (prefijo) m- 10°
Centi- (prefijo) c- 102
Kilo- (prefijo) k- 10°
Cambio en- (prefijo) A




Anexo A-2
Formulas

Formulas utilizadas para el cilculo de los parametros de la separacion:
Platos tedricos (N): N = 16(t/w)’

Donde tr corresponde al tiempo deé retencién y w a la anchura del pico en su base.
Resolucion (Rs): Rs = (t2-t1)/0.5(w2+wy)

Donde tr, y tr;, corresponde a los tiempos de retencion de los picos 2 y 1, mientras
que W, y Wi , hacen referencia a la anchura de los respectivos picos en su base.

Movilidad Electroforética (Ug): pe = (I¥L/t*v)-(1*L/treo*V)
Donde | es la distancia al detector, L la longitud total del capilar en cm, t el tiempo
de retenciéon de la sustancia en particular, tpgo, el tiempo de retencién del flujo

electroosmotico (ambos en segundos) y V el voltaje aplicado.

Formulas Estadisticas Aplicadas

2 = X
Media: R =

Txxe T4
Desviacion estandar: S=[ r(lx,l 2 ]
Varianza: varianza= s>
Coeficiente de variacion: CV = 100(s/media)

Donde x; son los valores de las medidas y n el nimero de medidas.

Ecuacién de la curva: y=mx+Db
Coeficiente de correlacion: s Z[(x:x)()hy)]
([ Zx) [ Eyey) ]
Error de la correlacion: : L(Eyz ,@r%/lz _%?__]2
B n-2
Limite de Deteccion: LD = X, + 3s; pudiendo ser LD = b + 3se

Donde m es la pendiente de la recta, b la ordenada al origen, x la variable
independiente y por tltimo y la independiente.
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