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PLASMA ACOPLADO INDUCTIVAMENTE

Introduccién

Las ciencias forenses son aquellas que se dedican al estudio de personas, lugares y
cosas relacionadas a las actividades criminales. Desde el inicio de los tiempos, el
hombre se ha dedicado a resolver los crimenes a partir de las herramientas que
tiene a la mano. Hoy en dia cualquier area de estudio puede ser aplicada a una
investigacion forense para llegar a conclusiones acerca de quién, como y por qué se
ha cometido un crimen. Con el desarrollo tecnoldgico de las técnicas de andlisis, el
avance de las ciencias forenses ha sido constante aunque no por igual. Hay areas
de estudio que han sido olvidadas y su actualizacion ha sido lenta, tal es el caso de

la entomologia forense.

Debe considerarse que cuando ha ocurrido un crimen, el cadaver no siempre se
encuentra integro debido a la descomposicién del mismo. El proceso natural de
descomposicion que ocurre se ve afectado por diferentes factores, y uno muy
importante es la presencia de los insectos que hacen del cuerpo su habitat. En este
tipo de situaciones es dificil identificar a la victima asi como determinar lo que ha
sucedido por el dafio causado por los insectos. Para contestar las preguntas se
puede recurrir a los insectos presentes en la escena del crimen, pues contienen
evidencia importante. Se podria decir que incluso son los mejores testigos ya que no

mienten. Al estudio de los insectos en esta area se determina entomologia forense.

Se han hecho estudios desde hace siglos acerca del papel que tienen los insectos
en la descomposiciéon de un cadaver y como ayudan a determinar el tiempo de
muerte. A pesar de toda la informacion que son capaces de proporcionar, los
insectos han sido poco estudiados en el area forense y su aplicacion esta limitada.
Hay que considerar que si los insectos se alimentan del cadaver en cuestion,
entonces tienen mucha informacidon relacionada al mismo. Esto abre un nuevo

campo de investigacion y posible aplicacién de la entomologia forense

Los seres humanos tenemos una composicion especifica y Unica de elementos que
nos permite vivir en equilibrio. Cada persona es diferente pues es un reflejo de su
ambiente y forma de vida. Lo mismo sucede con las larvas y los insectos, tienen una
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composicion definida y que es determinada por su habitat. En el caso de los
insectos relacionados con una escena del crimen, tendrdn una composicién
caracteristica de la misma escena. Por tanto, los elementos encontrados en un
insecto pueden proporcionar informacion acerca de la victima y de su manera de
muerte, asi como del ambiente. Para llegar a conclusiones a partir de esta
composicion, se deben conocer los elementos que constituyen de manera regular a
una larva y cuales otros variardn de acuerdo a las condiciones de crecimiento. La
técnica utilizada para determinar los elementos, asi como para cuantificarlos, puede
variar; sin embargo hay que tomar en cuenta que debe ser capaz de proporcionar
informacién rapida y confiable. La espectroscopia de emision atomica es una
técnica que puede ser utilizada para dicho fin. Es una técnica que permite el analisis
simultdneo de la mayoria de los elementos de la tabla periddica y en un rango de
concentraciones amplio. Permite un analisis rapido, cualidad que se requiere en el
area forense pues los resultados deben ser emitidos en poco tiempo y con validez
para su uso en un juicio. Este tipo de aplicacion es un campo fértil y que puede

llegar a proporcionar informacion pertinente en una investigacion criminal.
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Objetivos
Objetivo General

% Desarrollar una metodologia analitica para la determinacion de metales en
larvas con espectroscopia de emisién atdbmica y su posible aplicacion en el

area forense.

Objetivos Especificos

% Desarrollar un método para la digestion de larvas utilizando un horno de
microondas
% Determinar la composicion de metales de las larvas estudiadas

% Llevar a cabo la validacion parcial de la metodologia desarrollada
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Hipotesis

o
A5

% Si las condiciones de operacién para la digestion de larvas se optimizan,
entonces se lograra la destruccion completa de la matriz obteniendo

soluciones ideales para su analisis con técnicas espectrofotométricas

¢

Si se conoce la composicién de metales en las muestras de campo y en las

o
A5

blanco, entonces se podran identificar marcadores especificos Utiles en el

area forense.
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1. Generalidades
1.1 Entomologia Forense

La entomologia forense es la ciencia que estudia a los insectos encontrados en la
escena de un crimen y utiliza dicha informacion para llegar a conclusiones en la
investigacion de casos legales. Es cuando el sistema judicial y la ciencia que estudia
a los artrépodos interaccionan. Los insectos que se estudian pueden variar de
acuerdo a la zona geogréfica y el clima, siendo los m&s comunes las moscas y los
escarabajos. La entomologia forense se divide comiunmente en 3: urbana, de

productos almacenados y médico-legal (o médico-criminal) ¥

La historia de la entomologia aplicada al area forense se remonta al siglo Xlll en
China @ @ en donde se escribe el primer libro acerca de un caso de homicidio
resuelto a partir de la evidencia proporcionada por unas moscas encontradas en el
arma homicida. También en escritos medievales se encuentra evidencia de la
presencia de larvas en los cuerpos. De ahi, no es sino hasta el siglo XIX con el
avance de la biologia que se determina la importancia de insectos en la
descomposicion de cuerpos humanos. Carl von Lineé proporciona una
nomenclatura para los insectos lo que facilita su identificacion y clasificacion.
Mientras que Francesco Redi descarta la teoria de la generacion espontanea a
partir de una serie de experimentos que prueban que la carne en descomposicion
atrae a las moscas y si éstas tienen acceso a ella pueden colocar ahi sus huevos ©.
Durante este siglo, en el afio de 1887 en Francia, Jean Pierre Mégnin escribe el libro
titulado La Faune des Tombeaux ¥ ® el cual se convierte en la base de la
entomologia forense. Para 1897 escribe La Faune de Cadavres en donde describe 8
etapas de sucesion de insectos, cada etapa con su conjunto de especies. A Mégnin
se le considera como el fundador de la entomologia forense - Al llegar al siglo XX
la informacion acerca de la biologia y comportamiento de los insectos es basta, y
esto permite mas aun la sistematizacion de la entomologia forense y su aplicacion
en casos legales. Se comienzan a aplicar técnicas modernas de analisis para la

investigacion en el area forense como lo son la secuenciacion del ADN vy la
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microscopia electronica de barrido para la identificacion y clasificacion de las

especies.
1.1.2 Aplicaciones de la entomologia forense

El entomdlogo es capaz de determinar el periodo de actividad de los insectos de
acuerdo a todas las variables que afectan la invasion y su desarrollo. A partir de los
insectos encontrados y de las caracteristicas generales de los mismos, se puede
llegar a determinar tiempo, causa, forma y lugar de muerte. El estudio de los
insectos hace posible determinar si hubo un posible transporte del cuerpo,
almacenamiento, tiempo de desmembramiento, artefactos post mortem, negligencia
infantil e incluso abuso sexual ® @ A partir de la informacién recolectada, junto con
la aportacion de otras areas de conocimiento, es posible llegar a la identificacion de
posibles sospechosos. De manera mas comun, la informacién es obtenida a partir
de la necropsia y de un patdlogo; sin embargo, en algunas ocasiones la
descomposicion del cuerpo es tal que un médico no puede determinar mucha
informacion relevante. Es en estas situaciones que los insectos son los que nos

pueden brindar la informacién deseada para continuar con una investigacion.

La aplicacion mas comun de la entomologia forense es la determinacion del
Intervalo Post Mortem (IPM) @ ® @ ® g e| tiempo de muerte. Para ser capaces de
medir este intervalo a partir de la evidencia entomolégica debemos tomar en cuenta
varios factores que afectan a los insectos y su desarrollo. De manera muy general
se toman en cuenta las especies presentes en el cuerpo, el estadio de desarrollo en
el que se encuentran y su cantidad; también debe tomarse en cuenta el ambiente de
la escena que incluye la temperatura y la humedad. La significancia de la
informacion obtenida y la exactitud dependera de la interpretacion que se le dé a la
evidencia entomolégica recolectada. Al momento de llegar a la escena de un
supuesto crimen en donde se encuentre uno o mas cadaveres se deben primero
anotar los datos relevantes al habitat como lo son la temperatura, humedad, si es en
campo abierto o locacion cerrada, la estacion del afio y la zona geografica.
Posteriormente hay que evaluar el estado del cuerpo y determinar en qué etapa de

descomposicion se encuentra, asi como si hay heridas distinguibles o el cuerpo se
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encuentra quemado. Todos estos aspectos se deben considerar ya que afectan la
colonizacion del cuerpo, ya sea que sea mas rapida o no e incluso determinaré las
especies que se encuentren en el momento del hallazgo asi como su cantidad. El
muestreo es de vital importancia, asi como el procedimiento para matar y preservar
a la especie cuando es necesario 0 para conservarlas y permitir el término de su

desarrollo en el laboratorio.

Para que la entomologia forense pueda ser una ciencia aplicada y valida en un caso
legal, debe de haber una investigacion y actualizacion continua por parte de los
especialistas en esta area. Se debe tomar en cuenta que la sucesion de la fauna
cadavérica en parte sera reflejo del habitat y también del estado de descomposicion
del mismo cadaver, aquellos insectos asociados con el cuerpo son los que se deben
tomar en cuenta para la determinacion del Intervalo Post Mortem (IPM). Existen
bases de datos donde se encuentran las olas de colonizacion para cada etapa de
descomposicién, dependiendo de la zona geografica y estacién anual ¥ @ © | as
bibliotecas se crean a partir de experimentos en puercos, y en algunas ocasiones,
donde es permitido se llega a comprobar la informacién con cuerpos humanos ya
sea experimentalmente 0 en casos reales. La experimentacion en otra especie
animal es posible ya que se ha comprobado que no hay especificidad de los
insectos a una especie animal; sin embargo, se utiliza el puerco por su similitud
biolégica al ser humano. Una vez que se cuenta con estas bases de datos es
posible aplicarla a un caso real a partir de las muestras recolectadas y de su
evaluacion por parte del entomélogo. Todo esto es valido si las condiciones bajo las
cuales se construyd la biblioteca son similares a las experimentales. A pesar de
considerar todos los aspectos que influyen en el desarrollo de los insectos al
momento de determinar el tiempo de muerte, el valor obtenido siempre tendra una
incertidumbre asociada y esto debe ser tomado en cuenta por si algun otro tipo de
informacion recolectada acerca del caso no concuerda con el intervalo que se ha

proporcionado a partir de la informacién entomolégica.

Hay diversas mediciones que se realizan para determinar el intervalo post mortem a

partir de larvas @ ®:
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e Tiempo de desarrollo: teniéndose el tiempo tedrico o experimental en el que
se tarda una especie en cumplir con todo su ciclo de vida en condiciones
similares a las del lugar donde se encontro el cuerpo, se construye una curva
de crecimiento contra el tiempo. Se evaltan los insectos encontrados en el
cadaver, se ve en que estadio de su ciclo de vida se encuentran y se
interpola el tiempo aproximado que llevan en el cuerpo a partir de la curva.
Se debe de considerar la etapa de descomposicion y la generacion en que la
especie se encuentra.

e Longitud de la larva: este método se aplica generalmente cuando el cuerpo
ha estado en un lugar cerrado y la temperatura se mantiene relativamente
constante. Se crean diagramas de la longitud de la larva en relacion al tiempo
a una dada temperatura. Se miden un cierto numero de larvas encontradas
en el cuerpo, se calcula la media y se lee directamente de la gréafica el tiempo
de desarrollo.

e Sucesion de insectos: Gtil cuando la persona lleva muerta mas de 3 meses y
la descomposicion suele ser avanzada. Se deben de notar los insectos que
estdn presentes y los ausentes, asi como las variaciones de clima, la
temporada y la locacion geogréfica. Si hay presencia de predadores puede

que causen la disminucion o extincion de una o mas especies.

Otra de las aplicaciones que se le ha dado a la entomologia forense es la
entomotoxicologia. (? ® Se han realizado experimentos en cuanto al aislamiento y
cuantificacion de diferentes sustancias de abuso a partir de larvas encontradas en
cadaveres. Se ha logrado identificar diferentes sustancias a partir de un macerado
de las larvas; a pesar de esto no se ha logrado relacionar la cantidad encontrada
con la que pudo haber tenido el cuerpo. Las metodologias analiticas son cada vez
mas avanzadas y nos permiten realizar este tipo de determinaciones, aunque no se
puede llegar a decir si el sujeto estaba intoxicado hasta cierto punto y si pudiera
haber sido la causa de muerte. Esto sélo se logra con otro tipo de andlisis que

corresponde a la autopsia u opinion del patdlogo.

Una de los estudios mas recientes en el area de la entomologia forense es la

deteccién de residuo de disparo a partir de larvas encontradas en cadaveres. Esta
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area es relativamente nueva y se tiene poca investigacion al respecto. Se ha hecho
a nivel experimental sobre carne porcina o de res a la cual se le dispara con un
arma de calibre conocido y a una determinada distancia ® @9, La técnica de analisis
ha sido Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS
por sus siglas en inglés). Se hace énfasis en detectar y cuantificar plomo, bario y
antimonio. El tratamiento de las larvas para tener a los metales en solucion y que su
deteccion y cuantificacién sea posible ha sido variada. Se realizaron experimentos
en donde solo se hizo una extraccion de los metales sin llevar a completa disolucion
las larvas ©. En este experimento llevado a cabo en carne de res se encontraron
concentraciones altas de los tres metales en las larvas alimentandose de carne
disparada en comparacion con las muestras control. Se encontré que conforme la
larva se alimentaba mas de la carne con residuos debido al disparo, los niveles de
plomo y antimonio disminuian, pero el bario se mantenia constante. Se analizaron
diferentes etapas del insecto de eleccién, encontrandose que en las muestras que
se habian alimentado de la carne a la cual se le habia disparado mostraban mas
altas concentraciones de plomo y bario. En otro experimento utilizando carne
porcina, se digirieron por completo las larvas por medio de un horno de microondas
19 En este caso si se lograron detectar residuos de disparo en las larvas y al
compararse con resultados de microscopia electrénica de barrido, se probé que el
analisis por ICP-MS ayudaba en la deteccion de estos residuos cuando la

descomposicion era avanzada.
1.2 Insectos

Los artropodos son animales invertebrados que como caracteristicas generales
poseen un exoesqueleto y patas articuladas, incluye a los insectos, aracnidos,
centripetos, miriapodos y crustaceos. Los insectos se diferencian por tener 3 pares
de patas, alas y un cuerpo que se divide en tres. Este grupo de artrépodos son los

MAas NuMerosos y se encuentran en casi todos los habitats terrestres y acuaticos.
1.2.1 Ciclo de vida

Los insectos pasan por un proceso denominado metamorfosis el cual consiste en

cambios fisico de una etapa a la siguiente. No todos los insectos sufren una
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homeostasis completa, aquéllos que si lo hacen se denominan insectos
holometabolos como es el caso de las moscas. El ciclo de vida de un holometébolo

consiste en:

Ovoposicion: la hembra coloca los huevos en un lugar que brinde proteccion

y alimento.

Eclosion: etapa en la cual la larva sale de su huevo. Las larvas pasan por tres

etadios que solo se diferencian entre si por el tamafio de la larva.

Pupacion: las larvas maduras migran para pupar en el suelo, o en un lugar

obscuro y protegido, generalmente lejos de la fuente de comida.

Figura 1-1. Ciclo de vida de una mosca. Las etapas por las que pasa un insecto iniciando con (a) la
etapa adulta. Los insectos se aparean y la hembra en la mayoria de los casos coloca (b) huevecillos,
los cuales eclosionan. (c) Las larvas pasan por tres etapas y posteriormente buscan un lugar para
formar su (d) pupa. (€) El insecto sale de su pupa en su forma adulta. ©

1.2.2 Larvas
Es la etapa de los insectos que pasan por la metamorfosis completa que precede a
la etapa crisdlida. La larva es muy activa y come mucho, preparandose para las

etapas posteriores. Tienen una cuticula pero no es tan dura como la que esta

presente en un adulto.
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En el caso del Orden Diptera, que se refiere a los insectos mas especializados, las
larvas son vermiformes y no tienen patas. Las larvas tienen 12 segmentos y un
extremo anterior puntiagudo con una estructura negra que comprende las
mandibulas y escleritas, la cual termina en ganchos bucales. El extremo posterior es
romo Yy tiene dos areas cafés circulares denominadas espiraculos posteriores. Las
larvas pasan por tres estadios denominados L1, L2 y L3. La etapa de la larva puede
ser identificada por el numero de aperturas delgadas que se encuentran en cada
espiraculo. En el primer estadio so6lo esta presente una apertura y la larva tiene un
tamafio menor a 2mm de longitud. En el segundo estadio se tienen dos aperturas y
el tamafo de la larva va de 2 a 9 mm de longitud, mientras que para el tercer
estadio hay tres aperturas y el tamafio es de 3 a 22mm. Debe tomarse en cuenta
gue el tamafio no es una medida certera de la edad de la larva ya que dependera de
la cantidad y calidad de la comida disponible. Las larvas tienen tubérculos, que son
proyecciones que rodean la orilla del segmento posterior. La distancia que hay
entre los tubérculos se utiliza como caracteristica de identificacion de la especie. En
la Figura 1-2 se muestran las diferentes partes caracteristicas de una larva, algunas

de las cuales pueden servir para identificar la especie del insecto en cuestion.

Figura 1-2 Estructura de una larva L3. (a) Tubérculo. (b) Espiraculo posterior. (c) Boton del

espiraculo (d) Aperturas delgadas del espiraculo. (e) Peritrema, el borde externo del espiraculo. @

Aproximadamente a la mitad del tercer estadio las larvas dejan de alimentarse y se
vuelven migratorias buscando un lugar para pupar. A esta etapa se le denomina
post-alimentaria. Las larvas buscan lugares obscuros y frios, muchas veces se

entierran en el suelo 2-3 cm.
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1.2.3 Anatomia Externa del Insecto Adulto

La pared externa es un exoesqueleto que tiene dos funciones: provee de puntos de
unién para los musculos y una cuticula como capa externa protectora. La piel de los
insectos esta compuesta por platos llamados escleritas unidos por areas
membranosas, lo que proporciona proteccion y a su vez flexibilidad. La biologia y
comportamiento de una especie afectard su morfologia, asi como las diferencias

entre cada etapa de vida. El cuerpo se divide en tres regiones (Figura 1-3):

e Cabeza: contiene los 6rganos sensoriales, de la percepcion y es su
punto de ingestion.

e Torax: porcion que sigue a la cabeza, se encarga de la locomocion y
esta esclerotizado. Se divide en tres segmentos: protérax, mesotorax,
y metatorax. A cada segmento estd unido un par de patas. Las alas
también estan unidos a esta parte del cuerpo.

e Abdomen: es la ultima region en donde se encuentran los 6rganos
genitales y otras estructuras externas especializadas algunas de las
cuales son esenciales de los sistemas del cuerpo. Es en donde se

lleva a cabo la reproduccién, digestion, circulacion y respiracion.

Ala

— Abdomen

Antena

Pata

Figura 1-3 Estructura externa de un insecto. ™

1.2.4 Insectos de importancia forense

Hay dos grupos mayoritarios de insectos que son atraidos a los cadaveres y

proveen la mayoria de la informacion durante una investigacién. Los escarabajos
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(Orden Coleoptera) con un total de 300 000 especies y las moscas (Orden Diptera)
con 86000 especies descritas. Otros insectos que pueden ser encontrados en un

cadaver o sus alrededores son oportunistas.

A partir de investigacion se ha logrado identificar a los insectos que suelen estar
presentes en un cuerpo en descomposicion. Al conjunto de insectos encontrados en

estas situaciones se le suele denominar microfauna cadavérica, la cual incluye:

e Insectos necréfagos: son aquellos que se alimentan de tejido en
descomposicion. En esta denominacion se encuentran los insectos del orden
Diptera y Coleoptera

e Predadores o parasitos de las especies necréfagas: aqui se pueden
presentar insectos del orden Coledptera, Diptera e Himendptera. Son
parasitos de las larvas y pupas de Diptera

e Especies omnivoras: avispas, hormigas y escarabajos.

e Especies oportunistas: acaros, arafias, y lepidépteras. El cadaver es sélo una
extension de su habitat y provienen del ambiente alrededor de la escena.

Pueden llegar a convertirse en predadores de necrofagos.
1.2.4.1 Moscas (Orden Diptera)

Hay 86000 especies identificadas en el mundo. Tienen un par de alas para volar, y
un segundo par para estabilizacion. Sus ojos son compuestos y su boca es del tipo
esponjoso. Las larvas no tienen patas, son de color blanco/crema, de un cuerpo

suave. Suelen ser depredadores y parasitos.
Calliphoridae

Son de color metélico azul y verde. Hay mas de 1000 especies. Los adultos tienen
una antena de 3 segmentos con una arista al final, un par de ojos compuestos. Las
larvas tienen unos espiraculos caracteristicos para su identificacion. Son las

primeras en detectar y colonizar los restos humanos y animales.
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Sarcophagidae

Hay mas de 2000 especies. Algunas son parasitos de otros insectos como abejas y
avispas. Los adultos no tienen color metéalico y su antena tiene la arista en la base
de la antena. Las larvas tienen espiraculos posteriores en una depresion. Son la
familia mas comun en espacios cerrados. No depositan huevos, sino las larvas en
su primer estadio. Llegan con las moscas o después. Suelen ser las primeras en

condiciones adversas.
Muscidae

Son la familia mas ubicua y sinantrépica (en estrecha asociacion con el hombre) su
biologia y habitat son variados. Las alas y la cabeza sirven para su identificacion,

son la ultima familia de moscas que llega y se encuentra en orificios o ropa humeda.

También se pueden encontrar moscas de las familias Piophilidae, Scathopagidae,

Sepsidae, Sphaeroceridae, Stratiomyidae, Psychididae y Phoridae.
1.2.4.1.1 Musca domestica (Linnaeus)

Distribuida alrededor del mundo, tiene 6-7mm de largo en su etapa adulta. Son
generalmente grises con rayas negras longitudinales que van del térax al abdomen.
Son usualmente un vector para diversas enfermedades ya que generalmente se
encuentran en material en descomposicion y conviven con el hombre. Los adultos y
larvas prefieren el excremento y materia vegetal en descomposicion. Sin embargo,
los adultos son atraidos a comidas dulces y carne, medio en los cuales las larvas
pueden desarrollarse. Son de las primeras especies atraidas a un cadaver y al
excremento. Son mas comunes durante el verano, y se encuentran a lo largo del

proceso de descomposicion.

La larva de Musca Doméstica tiene un cuerpo cilindrico conico, ya que la parte
posterior esta truncada oblicuamente. El integumento esta dividido por una serie de
anillos en 13 segmentos con una longitud total de 12mm. El primer segmento esta
definido por una constriccidn posterior y contiene unas espinas diminutas. El tercer
segmento tiene unos procesos espiculares. Los segmentos del 6 al 12 tienen unas
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almohadillas con minutas espinas que permiten a las larvas moverse. Hay
almohadillas similares a éstas en el segmento 12 en su parte ventral y también en la
parte posterior al ano. El Gltimo segmento tiene en su centro dos espiraculos y en la
parte ventral hay dos I6bulos anales que son para la locomocion. La parte externa
de una larva estd compuesta por dos capas de quitina, una externa y otra interna

mas gruesa. La quitina estd sobre una capa de células hipodermales bien inervadas.

La larva en su primer estadio mide aproximadamente 2mm, contiene los mismos
segmentos que una larva madura, la parte posterior esta truncada oblicuamente y
contiene las aperturas de la trAdquea. El integumento cuticular es delgado y
transparente y se pueden llegar a ver los drganos internos. La primera etapa puede
durar entre 24 y 36 horas, posterior a eso mudan de piel en un proceso que se
denomina ecdisis. El segundo estadio entra en ecdisis después de 24 horas para
pasar al tercer estadio. Durante esta Ultima etapa la larva crece radpidamente. Al
segundo dia en esta etapa, la larva deja de comer y adquiere un color crema debido
a la grasa acumulada y los cambios histolégicos. Posteriormente se va encogiendo

hasta formar la pupa al dia 3 0 4.

Figura 1-4. Esquema de una larva de Musca domestica (Linn) (12)

1.3 Colonizacion
La colonizacién de un cuerpo dependera de varios factores:

e Intrinsecos: son los relacionados al cuerpo como la edad, constitucion, causa

de muerte e integridad.
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e Extrinsecos: se refieren al ambiente e incluye la temperatura, ventilacion y
humedad del aire. Deben presentarse las condiciones 6ptimas tanto para los

insectos como para que las bacterias actien y asi suceda la colonizacion.

Uno de los aspectos mas importantes y estudiados en cuanto al desarrollo de los
insectos en un cuerpo es la temperatura Y @ ®©_En climas calidos el tipo y nimero
de insectos carrofieros y su actividad aumentan. Mientras que temperaturas
cercanas a 0° C mata a las larvas de primer y segundo estadio. La temperatura
suele ser una fuente de error en la estimacion del IPM, y sobre todo la temperatura
gue puede alcanzar la masa de larvas. Cuando se tienen agregaciones de larvas de
una especie, éstas producen una cierta cantidad de calor que puede ser mas alta a
la temperatura ambiente y esto debe tomarse en cuenta pues esta temperatura es la
gue regird la velocidad de desarrollo de dichas larvas. EI microambiente creado por
las larvas es muy determinante en su supervivencia sobre todo en climas extremos.
En el caso de las pupas, se debe tomar en cuenta la temperatura del suelo a
diferentes profundidades, la cual determinaria el momento en el que emergen ya las
moscas adultas. Otra fuente de error relativa a las temperaturas es la diferencia que
pueda haber entre las registradas en el lugar de hallazgo y las que se tienen de la
informacion del sistema meteorolégico. Muchas veces se hacen curvas de las
temperaturas medidas en relacibn a las proporcionadas por la estacion
meteoroldgica y se hace una correccion grafica con una regresion lineal. Cuando la
diferencia entre los dos registros de las temperaturas es muy grande, no se realiza
la regresion lineal y soOlo se toman las temperaturas que se han medido

directamente de la escena del crimen.

La colonizacién de un cuerpo se da debido a que los insectos son atraidos por los
gases liberados debido a la descomposicion. Si existe algun tipo de barrera que
impida la liberacién de estos gases de manera efectiva o el acceso de los insectos

al cuerpo, la colonizacion sera menor y mas lenta.

Los lugares de colonizacion para los 6érdenes de Diptera y Coledptera son los

orificios naturales del cuerpo como son ojos, fosas nasales, boca, oidos y genitales.
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Si hay heridas en el cuerpo, éstas también seran lugar de colonizacién por parte de

los insectos.

1.4 Etapas de descomposicion del cuerpo humano

La descomposicion se define como la destruccion del tejido por diferentes factores.

A continuacion se presenta una clasificacion del proceso de descomposicion, el cual

se divide en pre esqueletonizacion, esqueletonizacién y post esqueletonizacion,

cada una con sus propias etapas y procesos ® @3,

e Pre-esqueletonizacion

Etapa fresca: ocurre la autolisis de las células metabolicamente mas
activas. El pH disminuye asi como la cantidad de oxigeno disponible, y
se forman ampollas llenas de fluido.

Etapa de hinchamiento: comienza la putrefaccion y hay destruccion de
tejido suave por parte de los microrganismos anaerobios. Se puede
observar una descoloracion azul-morada debido a pigmentos liberados
por células pancreaticas. Hay catabolismo de carbohidratos, proteinas
y lipidos. Estos procesos producen gases y fluidos que quedan
atrapados en el cuerpo y por tanto se observa el hinchamiento del
mismo.

Etapa de decaimiento activo: ocurre la descomposicién de musculo
produciendo &cidos grasos volatiles), descomposicion de proteinas y
grasas (compuestos fendlicos y gliceroles). En esta etapa se tiene una
mayor actividad de insectos

Etapa seca: el resto de piel y tejido est4 adheridos al hueso y estan

SecCos.

e Esqueletonizacién: hay exposicion de los huesos en un porcentaje mayor al

50%. No se observa erosion de los huesos.

e Post esqueletonizacion: termina la destruccion del tejido, lo que conlleva a la

exposicidbn completa del esqueleto. Hay una destruccion quimica de los

huesos, la cual es mas lenta. Hay un intercambio de especies idnicas entre

los huesos y el ambiente, a este proceso se le denomina diagénesis.
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La nomenclatura y division de etapas de este proceso de descomposicion pueden
variar de acuerdo al lugar o grupo de investigacion. Sin embargo, debe considerarse

gue los procesos que se llevan a cabo son los mismos y en el mismo orden.
1.5 Preparacion de muestra

Las muestras generalmente se presentan de dos maneras, sélidas o liquidas. A
pesar de que para la aplicacion de técnicas espectrométricas se pueden trabajar las
muestras solidas, se prefiere trabajarlas liquidas. La preparacion de la muestra
dependera del tipo de muestra que se tiene y de la técnica de analisis que se
utilizara. Se han desarrollado distintos métodos para el tratamiento de las muestras

previo al analisis.
1.5.1 Digestion humeda

Para tener las muestras listas para el analisis, se puede llevar a cabo una extraccion
gue consiste en utilizar un solvente adecuado para liberar los analitos de interés. Sin
embargo, el uso del solvente no es suficiente en algunas ocasiones y es necesario
destruir la matriz por completo. A este proceso se le denomina digestion y para el
cual se utilizan acidos. Las maneras en las que se puede hacer este proceso son
variadas, aunque el desarrollo de nueva tecnologia ha sido lento. Durante la
digestion deben de cuidarse diversos aspectos para evitar la contaminacién de la

muestra o incluso la pérdida de elementos.

La descomposicion de la muestra para liberar al analito de una matriz interferente se
puede realizar con el uso de un acido y/o la aplicacion de calor. El &cido o
combinacién de acidos a utilizar dependera de la naturaleza de la matriz que se
guiere destruir. Comunmente la digestion se lleva a cabo en recipientes de vidrio
abiertos, en donde se coloca la muestra y se le agrega el acido de eleccion. El

recipiente, en caso de ser necesario, se coloca en una parrilla de calentamiento.
1.5.2 Digestién con microondas.

Una alternativa de digestion es el uso de microondas. Las ventajas de esta técnica
de digestion es que los vasos pueden operar a presiones de 100kPa y temperaturas
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de 300° C, ademas de poderse colocar varios vasos simultaneamente, lo que
permite tener las muestras en las mismas condiciones, completamente digeridas en
poco tiempo y con poca cantidad de reactivos ¥ - E| primer reporte del uso de un
horno de microondas para la digestion de muestras para el andlisis elemental fue en
1974 y actualmente se tienen dos tipos de sistemas comerciales: sistemas abiertos
y cerrados. En el sistema abierto, se coloca la muestra con el acido de eleccién en
un tubo que se coloca ya en el sistema de microondas. La desventaja es la probable
pérdida de elementos volatiles, y para evitar esto se recurre a un sistema cerrado
ademas de que en éste se reduce la evaporacion y por tanto se requiere menos

volumen de &cido.

De manera general un horno de microondas para la digestion (Figura 1-5) consiste
en un carrusel rotatorio que contiene varios vasos de digestion, y un sistema de
ventilacion controlado. Dependiendo del equipo, puede tener sistemas que
monitorean y guardan los datos de temperatura y presion de los contenedores. Los
vasos usualmente estan fabricados de polimeros o cuarzo resistentes a altas
temperaturas y a las sustancias quimicas. El material debe ser transparente a las
microondas y quimicamente inerte. Cada vaso tiene una valvula de liberacion de
presion y esta puesta de tal manera que la muestra sea calentada a alta presion
permitiendo altas temperaturas. Es posible programar el tiempo de digestion y la

potencia del horno y asi permitir la reproducibilidad del procedimiento.

Las microondas son radiacién electromagnética cuya frecuencia es de 0.3 a 300
GHz aunque para evitar interferencias con radiocomunicaciones los hornos se
operan a una frecuencia de 2.45 0 0.9 GHz, siendo la primera mas comun. Cuando
las microondas, producidas por un magnetron, se hacen incidir sobre la muestra la
energia electromagnética se transforma en calor por medio de conduccion ionica y

rotacion de dipolos Y.
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Figura 1-5. Esquema de un equipo para digestion con microondas (16)
En algunos casos es dificil determinar la cantidad de muestra, los &cidos a utilizar y
la temperatura y presion ideal para la completa digestion de una muestra. Cuando
esta situacion se presenta, los proveedores del equipo proporcionan bibliotecas con

la informacién necesaria y que puede servir como guia.

Debido a la variedad de muestras que pueden ser digeridas por medio de esta
técnica, los equipos cuentan con una variedad de opciones que permiten mejorar la
eficiencia del proceso. Entre las opciones estan diferentes rotores para las variadas
condiciones de presion, temperatura y volumen. El material del que estan fabricados
los vasos determinard su uso. Puede haber rotores para 8, 16 y 48 vasos. La
presién con la que se puede trabajar es desde 20 bar hasta 80 bar, siendo estos
ultimos vasos hechos de cuarzo. En la Figura 5 se muestra una grafica que indica
los vasos que se deben utilizar de acuerdo al tipo de muestra, presion y temperatura
en el caso de un equipo de la marca AntonPaar. En la nomenclatura de los rotores,
la primera letra indica la presién de trabajo: M (media 20/70 bar), H (alta 40/70 bar) y

X (extremadamente alta 60 u 80/120 bar). La segunda letra indica el material del

20



DETERMINACION DE METALES EN LARVAS CON ESPECTROSCOP{A DE EMISION ATOMICA CON
PLASMA ACOPLADO INDUCTIVAMENTE

recipiente: F (fluoroplastico) y Q (cuarzo) y finalmente el numero indica el volumen

en mL.
Recipientes
Multiwave 3000
U(_T 300
s
3 |260 Alimento (alto en
g 240 Ceramicos, QrasaL pléstico,
E— cenizas, ::;iat: grasa,
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EPA i
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Presion (bar)

Figura 1-6. Esquema de los Rotores Disponibles para el sistema Multiwave 3000 de la marca
AntonPaar *©

1.6 Espectroscopia de Emision Atdmica con Plasma Acoplado
Inductivamente (ICP-OES)

Es una técnica que permite el analisis simultdneo de méas de 70 elementos en un
periodo corto de tiempo y, a pesar de ser una técnica destructiva, tan solo se
necesita poca cantidad de muestra. Las longitudes de onda que pueden ser
detectadas van de 160 a 900nm, que incluye los espectros ultravioleta, visible y el
cercano infrarrojo. Estas y mas cualidades permiten su aplicacion en una variedad

de campos.

El desarrollo del plasma se debe a los trabajos de Reed en los afios 60’s, sin
embargo para los 70’s fue introducido en el analisis espectroscopico por Fassel y
Greenfield *” de manera independiente. Desde entonces la técnica ha sido
mejorada con el paso del tiempo hasta los equipos actuales que permiten obtener
resultados con alta sensibilidad, un rango linear amplio y menor interferencia a otras

técnicas de emision.
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1.6.1 Principio de la Espectroscopia de Emision Atémica

La espectroscopia estudia la interaccion de la radiacién electromagnética con la
materia, interaccion que dependera de la energia y de la estructura de la materia.
En cuanto a la estructura de la materia, se toma el modelo del atomo de Bohr.
Niehls Bohr en 1913 propuso un modelo en donde los electrones se pueden
encontrar en orbitales alrededor del nucleo estatico. Los orbitales o niveles
energéticos discretos tienen una energia, radio y momento angular definidos, es
decir estan cuantizados. Los electrones al encontrarse en estos niveles se dice que
estan en estado estacionario sin emitir radiacion. Al primer estado estacionario se le
conoce como estado basal y es el que tiene menor energia y el radio mas pequefio.
Sin embargo, transiciones entre niveles pueden ocurrir dandose la absorcion o la
emision de radiacion electromagnética correspondiente a la diferencia de energia
entre niveles. El electron se queda en el estado basal a menos que se le
proporcione energia ocasionando que el electron se excite, lo que quiere decir que
hay una transicion hacia un nivel energético mayor. A este fenbmeno se le
denomina absorcién. El tiempo de vida de las especies excitadas es de 10° a 10
segundos, posterior a este tiempo el electron regresara a su estado basal emitiendo

radiacion electromagnética.

0
Ec
alr ]
L =¥
L. =
Energia =k E- Absorcion
(V) Emision
-13.6 [ =

Figura 1-7 Esquema de Absorcidén y Emisién. Donde E, son los niveles energéticos de un atomo.
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La energia de la radiacion electromagnética, absorbida o emitida, corresponde a la

diferencia entre niveles energéticos del &tomo y esta dada por la siguiente ecuacion:
E=hv= Efinal - Einicial Ecuacién (1.1)

En donde la h es la constante de Planck (6.626 x 10 * J+s) y v es la frecuencia de
la onda, la energia final se refiere a la energia del nivel excitado y la inicial al estado
basal. Debido a que:

Ecuacion (1.2)

Sia

Entonces podemos relacionar la energia de la radiacion con su longitud de onda
E=— Ecuacion (1.3)

Siendo que c es la velocidad de la luz en el vacio corresponde a 3 x 10® ms™
aproximadamente. Si consideramos que el inverso de la longitud de onda (1/A) se
denomina nimero de onda en cm™ (¥) entonces otra expresion de la energia de la

radiacion electromagnética seria
E = hcv Ecuacion (1.4)

A partir de esta expresion podemos decir que la energia emitida por un atomo
excitado ocurre en determinadas longitudes de onda estan relacionadas con la
energia de los orbitales. Ya los orbitales son caracteristicos de los elementos, un
espectro de emision tendra longitudes de onda caracteristicas del elemento en
cuestion. Bohr propuso asi un modelo capaz de predecir las longitudes de onda del

espectro de lineas discretas a partir del &tomo de hidrégeno.

Las lineas de resonancia observadas en un espectro de emision son las mas
intensas debido a que se producen por la transicién de los electrones a partir de

estados basales.

Si se proporciona suficiente energia a un atomo, éste puede ser ionizado. Un ion

también puede ser excitado, teniendo de nuevo una gama de transiciones diferentes
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a las del atomo y creando asi un espectro de emision. Esta etapa dependera de la
temperatura de la fuente de energia asi como de la energia de ionizacién de los

elementos.
1.6.2 Equipo de ICP-OES

Los componentes basicos de un equipo de ICP-OES son el sistema de introduccion
de muestra que incluye nebulizador, cAmara de rocio, inyector y antorcha; y por
otro lado se tiene el espectrometro formado por los dispositivos dispersores de la
luz, espejos y detector. Sin embargo, el disefio del equipo puede variar. A
continuacion se muestra un esquema de un equipo de ICP-OES con todos sus

componentes.

Generador de ! ' '
Radiofrecuencia Detector | Espectrometro

Antorcha ' | " |
Argon .
’ Nebulizador —, — Camara de |Microprocesador
T | pe==aa- rocio -
- l l | |
; : Crenaje
— ; Bomba I : :
Muestra Lmru_r-;u:_
Computadora | | [}
]

Figura 1-8. Diagrama de un equipo de ICP-OES "

La muestra liquida se transporta al instrumento por medio de una bomba peristaltica
con un flujo aproximado de 1 mL/min. La bomba consta de rodillos que giran y al
estar en contacto con los tubos que llevan a la muestra, la van empujando por un
mecanismo que se denomina peristalsis. Asi la muestra llega al nebulizador en

donde se convierte en un aerosol primario utilizando un flujo de argon, formando

24



DETERMINACION DE METALES EN LARVAS CON ESPECTROSCOP{A DE EMISION ATOMICA CON
PLASMA ACOPLADO INDUCTIVAMENTE

gotas que varian de tamafo hasta mas de 100um en diametro. Posteriormente, el
aerosol primario pasa por una camara de rocio en donde las gotas se seleccionan y
sblo pasan las que tienen un diametro de 10pm aproxmadamente. El resto del
liquido va hacia los desechos. El aerosol, ahora mas homogéneo, es arrastrado por
argon al inyector el cual lo conducira a la antorcha. Asi, la muestra llega al plasma
el cual es la fuente de excitacion. Ya en el plasma, primeramente la muestra es
desolvatada y se convierte en un aerosol seco. Las particulas entonces son
vaporizadas, atomizadas y en la mayoria de los elementos ionizadas. Los iones y
los atomos se excitan y sus electrones van hacia niveles superiores de energia.
Conforme la muestra sigue su camino, los atomos regresan a estados energéticos
menores hasta llegar a su estado basal emitiendo energia en forma de fotones en el
proceso. La luz es captada por un espejo convexo y dirigida al espectrometro. Aqui
la luz es dirigida hacia una rejilla difractora, una rejilla Echelle o cualquier otro
dispositivo dispersivo similar. Una vez que la luz se separé en sus diferentes
longitudes de onda, llega al detector. En este paso los fotones se transforma en

sefales eléctricas y posteriormente a una medida de concentracion.

1.6.2.1 Sistema de introducciéon de muestra

El disefio vy los dispositivos utilizados en cada paso pueden variar de equipo a
equipo. La introduccion de la muestre es un paso critico ya que el plasma sélo tolera
gotas pequefas. A pesar de las diferencias existentes en el sistema, la funcion es
la misma: generar un aerosol fino para que logre llegar al plasma y pueda ser
ionizado sin que el plasma se extinga. Los dispositivos utilizados para la
introduccion de la muestra actualmente tienen una eficiencia del 1-5% la cual

dependera de la muestra en si y de la eleccion del sistema.
1.6.2.1.1 Nebulizador

El nebulizador es el encargado de convertir la muestra liquida en un aerosol para
gue pueda ser transportado al plasma. Para lograr el rompimiento del liquido en
gotas pequefias, proceso denominado nebulizacion, se han utlizado dos
mecanismos en la técnica de ICP OES: por medio de fuerzas neumaticas y

ultrasonicas. Los nebulizadores mas comunes son los neumaticos y utilizan una
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corriente de gas a alta velocidad que es la generadora del aerosol. El flujo utilizado
en estos nebulizadores es de 1 L/min aproximadamente y los mas comunes son los
siguientes:

Nebulizador concéntrico: la muestra pasa por un capilar que esta contenido
en un tubo mas grande. La nebulizacion ocurre debido al gas que fluye a alta
velocidad alrededor del capilar y a la baja presidn que se genera. A pesar de que
brinda sensibilidad y estabilidad, suele taparse debio al diametro del capilar. El
nebulizador microconcéntrico funciona bajo el mismo principio, pero muestra
ventajas como lo es la resistencia a HF y menores gastos volumétricos de muestra

(0.1 mL/min a comparacion de 1-3 mL/min de nebulizador concéntrico)

| <«—— Muestra

Argon

Figura 1-9. Neulizador concéntrico (Meinhard) "

Nebulizador de flujo cruzado: el gas fluye por un capilar con punta de rubi el
cual esta colocado perpendicularmente al capilar con punta de zafiro por el que fluye
la muestra. Debido a que el capilar es de mayor diametro tiene menos sensibilidad
gue el nebulizador concéntrico, sin embargo no se tapa tan facilmente.La distancia a
la cual se encuentran los capilares uno del otro suele ser critica para la eficiencia de
nebulizacion.
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—
Flujo de gas a
elevada presidn
t
Disolucion

de la muestra

Figura 1-10. Nebulizador de flujo cruzado *®

Nebulizador Babington: la muestra liquida fluye por una superficie lisa con un
agujero por el cual sale el gas a alta velocidad y de manera perpendicular al liquido.
El impacto del gas con la muestra forma el aereosol. Existen diversos disefios que
utilizan este mismo principio de nebulizacién como lo son el nebulizador Babington

modificado y el de cono.

19)

Figura 1-11. Neulizador de cono (GemCone) (

Los nebulizadores ultrasénicos operan bajo otro principio ??. El aerosol se genera
por las oscilaciones de un transductor piezoeléctrico por el cual pasa la muestra. La
eficiencia es del 10-20% y debido a que mayor cantidad de muestra llega al plasma

(ICP), los limites de deteccién suelen ser mas bajos.
1.6.2.1.2 Camara de rocio

Una vez que la muestra es nebulizada, debe pasar al inyector y posteriormente al
plasma. El plasma es sensible al tamafio de las gotas, las cuales si son muy
grandes pueden apagarlo. La funcion de una camara de rocio es seleccionar las
gotas del aerosol producido por el nebulizador de tal manera que sélo las mas

pequefias lleguen al plasma asi como suavizar los pulsos ocasionados por la bomba
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persitaltica (si es utilizada). Asi se tiene una introduccion de muestra constante y
uniforme. Es importante mencionar que sélo pasan las gotas menores a 10 um de
diametro, lo que representa del 1 al 5% de la muestra. Una camara de rocio debe
tener las siguientes caracteristicas para que cumpla su funcién de manera eficiente:
debe tener una superficie grande que permita la colision y fragmentacion del
aerosol, facil remocion de la muestra condensada y minimo volumen muerto para
evitar la dilucién de la muestra. Suelen ser de dos tipos, de doble paso y camara

ciclonica.

Figura 1.12 Camara de rocio ciclénica. (19)

1.6.2.1.3 Antorcha

La antorcha esta disefiada con tres tubos concéntricos por los que pasan tres flujos
de argon. Entre el tubo exterior y el intermedio hay un espacio estrecho por el cual
el argén circula a una alta velocidad y de manera tangencial alrededor de la
antorcha. Este flujo tiene como funcion mantener las paredes de la antorcha frias y
se le conoce como flujo del plasma o flujo externo. Los flujos mas comunes para
ICP OES son de 7-15 L/min.

En el espacio intermedio, alrededor del inyector, el argén fluye por debajo del
toroide del plasma y mantiene la descarga del plasma lejos de los tubos intermedio
y del inyector. A este flujo se le conoce como auxiliar o intermedio y por lo general
es de 1 L/min. Cuando se trabaja con muestras organicas, el flujo auxiliar ayuda a

reducir la formaciém de carbono en la punta del inyector.
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Finalmente se tiene el flujo interno o nebulizador el cual es aproximadamente del
L/min y que transporta la muestra a través del inyector. El diametro de salida del
inyector es tan pequefio que el gas sale a una velocidad capaz de ocasionar un
hoyo en el plasma. De esta manera, en la base del plasma se tiene una forma
toroidal (como una dona). La capacidad de introducir la muestra en el centro del

plasma, es lo que le da al plasma ICP sus capacidades analiticas.

."llr/ _ \l.'-.

AN
|

X WRY
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§]

-

“._Bobina
o

— Inyectar

L

'\_'I_

«— Flujo de gas intermedio

=

«— Flujo de gas externo

Aerosol de muestra

Figura 1-13. Esquema de una antorcha para ICP ®V
1.6.2.2 Formacion del plasma

El plasma es la coexistencia de iones positivos, electrones y especies neutrales de
un gas inerte, usualmente helio o argén. El plasma no esta en equilibrio
termodinamico y por tanto se tienen diferentes zonas con una temperatura
caracteristica cada una. El rango de temperaturas de un plasma generalmente va de
6000-10000K " Existen diversos mecanismos para formar un plasma como lo son
el plasma acoplado inductivamente (ICP), de corriente directa (DCP) e inducido por
microondas (MIP); la diferencia radica en la manera de administrar la potencia. A

continuacion se describe el proceso de formacion del ICP:

La antorcha esta rodeada por una bobina de cobre que esta conectada al generador
de radiofrecuencia que esta encargado de proveer la potencia para la generacion y
mantenimiento del plasma. Cuando la potencia se aplica a la bobina, una corriente

alterna oscila dependiendo de la frecuencia del generador. La potencia va de 700 a
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1500 kW, mientras que la frecuencia es de 27 o 40 MHz. Al aplicar la potencia se
tiene un campo electromagnético en la parte superior de la antorcha cuyas lineas de
fuerza estan orientadas axialmente a la antorcha y siguen un patrén eliptico afuera
de la bobina. Con el flujo de argdn circulando en la antorcha como un remolino, se
aplica una chispa momentaneamente con una bobina de Tesla que esta en contacto
con la antorcha por medio de una pieza de cobre. La chispa le quita electrones a los
atomos de argon, dichos electrones son acelerados por el campo magnético y
ganan energia por medio de la bobina de cobre (acoplamiento inductivo). Los
electrones de alta energia chocan con otros atomos de argén quitandoles electrones
continuando la ionizacién del argén en una reaccion en cadena. El gas se convierte
en plasma con &tomos de argoén, iones de argon y electrones. La descarga del ICP
se sostiene en la antorcha y la bobina debido a que la energia del generador de
radiofrecuencia es continuamente transferida. Lo que observamos es una bala
luminosa blanca muy brillante y en la base tiene una forma de dona (toroidal) debido
a que el flujo del nebulizador hace un hoyo en el plasma para llevar a la muestra a

su centro. En la Figura 1.13 se esquematiza el proceso de formacion del plasma.

Bobina de cobre electromagnetlco Chispa 4. f
i % Ok
. ] 11
Flujo de argdn
tangencial
L]
TR
A

lonizacién del
argén

5 g

Introduccién de
muestra
E

D

Figura 1-14. Esquema de la secuencia de ignicion del plasma acoplado inductivamente. A. Un flujo
de argén tangencial pasa entre e tubo externo y central de la antorcha. B. La potencia es aplicada a
la bobina de cobre. C. Una chispa produce electrones libres. D. Los electrones libres son acelerados
por el campo magnético causando ionizacion del gas, formando el plasma. E. El plasma esta
formado y la muestra es introducida en el centro del plasma. "
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En el plasma se han denominado diferentes zonas a las cuales se les ha nombrado
dependiendo de los fendmenos que se llevan a cabo. La base de la dona se le
denomina la zona de induccién pues es donde se transfiere la energia inductiva. En
esta zona se emite la mayor cantidad de luz blanca. En la siguiente figura se
observa las diferentes temperaturas que se tienen en el plasma asi como la

nomenclatura de las diferentes zonas.

8000
Cola i 6200
Zona Analitica po— 8500
. 6800
Zona ?nﬁcl?gldlaclon 8000
S i [
Region de Induccion :1 - £-10,000
g ib)

Zona de
Precalentamiento

(a) [

Figura 1-15. Esquema de las zonas del ICP (a) y de las temperaturas (K) (b) “n
1.6.2.2.1 La muestra en el plasma

La potencia que se aplica al plasma dependerd de la solucion que vaya a ser
analizada, para muestras acuosas se puede manejar una potencia de 1.1 a 1.3 kW
mientras que para muestras organicas se incrementa debido a que la mayoria de
disolventes organicos absorben mas energia. El aerosol llega al centro del plasma lo
gue permite que esté expuesto a altas temperaturas por aproximadamente 2ms,
ademas que no interfiere con la transferencia de energia entre la bobina y el
plasma. Como primer paso hay un proceso de desolvataciéon en el cual el aerosol se
seca y se tienen particulas microscopicas de sal. Posteriormente viene la
descomposicion de las particulas en un gas de particulas individuales, lo que se
denomina vaporizacién. Después las moléculas de disocian en atomos durante la
atomizacion. Estos tres procesos suceden en la zona de precalentamiento. En la
zona de radiacion inicial sucede la excitacion y la ionizacion, es decir, los electrones

de los atomos absorben energia y son promovidos a niveles energéticos mayores y
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en algunos casos se forman iones y éstos también se excitan. La ionizacion suele
ser necesaria para muchos elementos ya que tienen sus lineas de emision mas
marcadas a partir de iones excitados. Conforme la muestra se sigue desplazando y
se dirige a la zona fria del plasma, las especies excitadas regresan a sus estados de
menor energia y hasta su estado basal. Resultado de este proceso se emiten

fotones y esta radiacién es usualmente medida en la zona analitica normal.
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Figura 1-16. Pasos de la muestra liquida hacia el plasma.
1.6.2.3 Espectrometro

La luz emitida debido a la excitacion de los atomos presentes en la muestra se debe
separar para su identificacion y cuantificacién. Al inicio del desarrollo de la técnica,
la radiacién era recolectada del lado del plasma a lo que se denomina vista radial.
Posteriormente se desarrollo la vista axial en la cual la luz se recolecta directamente
del centro del plasma, para minimizar el ruido de fondo y disminuir los limites de
deteccién. La radiacion emitida por los atomos, ya sea radial o axial, es recolectada
por un espejo convexo y enfocada a una rendija de entrada hacia el espectrometro.

Una vez que la luz entra, pasa por una rejilla de difraccion cuya funcién es separar
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la luz en las diferentes longitudes de onda que la componen. Utilizar una rejilla de
difraccion es lo mas comuan, sin embargo, también se han utilizado otros sistemas
dispersivos como prismas, filtros o interferometros. Una rejilla de difraccion es un
espejo con lineas grabadas en su superficie, para equipos de ICP-OES la rejilla
suele tener de 600-4200 lineas por mm 7. La luz sera difractada en un angulo que
dependera de la longitud de onda y de la densidad de lineas de la rejilla. La
radiacion pasa de ser policromética a monocromatica y asi por medio de espejos es
dirigida a la rendija de salida hacia el detector o detectores, dependiendo del caso.
Cuando hay diversas salidas que permiten la deteccidn de varias longitudes de onda

se le llama policromador.

Actualmente, algunos equipos utilizan dos sistemas dispersivos colocados
perpendicularmente para permitir una mejor separacion de la luz @ @9 @2 por |o
general, el primer dispositivo es una rejilla Echelle que suele tener menor densidad
de lineas por mm que las rejillas comunes. Esta rejilla produce 6rdenes espectrales
multiples superpuestos. El segundo dispositivo dispersor puede ser un prisma o0 una
rejilla y asi se crea un patron bidimensional que se denomina Echellograma. Estas
caracteristicas proporcionan ventajas al equipo como lo es la reduccién del tamafio

del mismo y una mejor resolucion.
1.6.2.4 Detectores

La luz, una vez separada, se dirige al detector. Existen diferentes tipos de
detectores los cuales han ido evolucionando. Uno de los primeros tipos de
detectores utilizados fue el tubo fotomultiplicador; sin embargo, actualmente su uso
se ha limitado a los equipos de absorcién atdmica y algunos equipos secuenciales
de emision atémica. De manera mas reciente los detectores de estado soélido son
utilizados en instrumento simultaneos. Los detectores que son de alta sensibilidad y
resolucién para aplicaciones espectroscopicas son el de arreglo de fotodiodo (PDA),
el dispositivo de inyeccion de carga (CID) y el dispositivo de carga acoplada (CCD).
EL CID y CCD estan basados en las propiedades de fotosensibilidad del silicio en
estado solido y pertenecen a la familia de los dispositivos de transferencia de carga
(CTD). 47
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Una manera de ilustrar el principio de funcionamiento de los CTDs es con un bloque
de silicio cristalino que tiene una capa aislante de diéxido de silicio. En el sustrato
cada atomo de silicio est4 unido a otro en una red tridimensional y dicho enlace
puede romperse cuando se suministra suficiente energia, como lo es la energia
proveniente de fotones en la longitud de onda visible y ultravioleta. Cuando el enlace
se rompe, un electron se libera y queda un hueco en la estructura cristalina. Si se
aplica voltaje a lo largo del bloque de silicio, los electrones se moveran en la
direccion opuesta del campo eléctrico hacia la interfase silicio-diéxido de silicio
mientras que los huecos se moveran en direccion opuesta a los electrones. El
movimiento crea una corriente proporcional a los fotones que lleguen a la estructura.
Los elementos CTDs son llamado pixeles cuyo tamafio va de 6 a 30 um y cada pixel
es capaz de almacenar una carga generada por los fotones. Los tipos de detectores

se diferencian en la manera de obtener, interrogar y almacenar la carga.

Para un instrumento con una gradilla Echelle, se ha introducido un nuevo tipo de
detector tipo CCD llamado dispositivo de cargas acopladas en arreglo segmentado
(SCD). En este tipo de detectores se tienen colecciones individuales de pequefios
subarreglos de 20 a 80 pixeles cada uno, con dimensiones 12.5 ym de ancho y 80 a
170 ym de altura la cual dependeré de la longitud de onda y el orden espectral de la
linea espectral. Se tienen mas de 200 de estos subarreglos en una base de silicio

en un patrén bidimensional asociado con el echellograma.
1.6.3 Interferencias

Una interferencia es aquella que causa que la sefial del analito en la muestra sea
diferente a la sefial del analito en la misma concentracion en una solucién de
calibracion. Debido a que éstas son un problema, las técnicas analiticas han ido
evolucionando para minimizar las interferencias, aunque ninguna técnica esta
completamente libre de interferencias. Las interferencias pueden ser de distintos

tipos.
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1.6.3.1 Interferencias Espectrales

Las interferencias espectrales son las mas estudiadas y suelen darse debido a los
efectos de matriz. La solucidn suele ser incrementar la resolucion del espectrometro
0 seleccionar una linea de emisién alterna en donde no se observe alguna

interferencia. Las interferencias espectrales pueden ser de tres tipos %

1. Coincidencia directa de la longitud de onda con otra linea espectral
2. Superposicion parcial con una linea préxima

3. Variacion lineal o no lineal en la emisién continua de fondo.

Los primeros dos tipos de interferencias pueden darse por otro elemento presente
en la matriz, por la linea del argén o por especies moleculares como OH o N,. En el
caso del segundo tipo de interferencia, se suelen utilizar algoritmos mateméticos
para resolverla. Si es posible identificar y cuantificar la interferencia, se deducen
factores de correccion. Para corregir el tipo 3 se registra la emision de fondo a

ambos lados de la linea espectral y se le asigna una funcién matematica.
1.6.3.2 Interferencias Quimicas

Debido a las altas temperaturas del ICP, los tiempos de residencia y la atmdsfera

inerte, las interferencias quimicas por compuestos o radicales son escasas.
1.6.3.3 Efectos de Matriz

Las interferencias por efectos de matriz son usuales ya que las caracteristicas de
ésta afectaran cada paso del proceso por el que pasa la muestra. Los efectos de
matriz incluyen interferencia por nebulizacion, por transferencia y desolvatacion,
guimica o de ionizacion y por atomizacion y volatilizacion. Sin importar la razon,
cuando este tipo de interferencias estd presente se detecta un cambio en la
intensidad de la emisién. Uno de los aspectos importantes a considerar es la
viscosidad de la muestra, la cual se puede deber a la naturaleza del solvente y de
su concentracion. Los diferentes constituyentes de la matriz alteran su viscosidad,
tensiéon superficial o densidad lo que afecta la cantidad de muestra nebulizada.
También se pueden presentar efectos de memoria generalmente asociados a los
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capilares largos que se utilizan, asi como la superficie de los materiales utilizados en

el sistema de introduccion de muestra.
1.7 Validacion de Método Analitico

La validacién es el proceso de establecer las caracteristicas de desempefio y
limitaciones de un método y la identificacion de influencias que pueden cambiar
dichas caracteristicas y a qué grado. Dicho de otra manera es la verificacion que un
método es adecuado para su propésito. Los pardmetros que generalmente se
evallan son: selectividad, linealidad, sensibilidad, exactitud, precisiéon, robustez y

limite de deteccion.
1.7.1 Selectividad

Se refiere al grado en el que un método es capaz de identificar o cuantificar el
analito en presencia de interferencias que usualmente se encuentran en la matriz.
La prueba de selectividad se disefia de acuerdo al método a evaluar
concentrandose en las interferencias que podrian ser encontradas. Esta prueba
involucra usualmente el analisis de blancos de matriz ya que el método debe
evaluarse en la presencia de otros analitos o de la matriz que pueden ser la fuente

de la interferencia al momento de analizar las muestras.
1.7.2 Linealidad

Es la capacidad de un método de dar una respuesta proporcional a la cantidad de
analito a determinar dentro de un intervalo. La linealidad se puede evaluar a partir
de una gréafica de residuales producida por una regresion lineal de la respuesta
contra la concentracion de los estandares de calibracion. Para establecer la curva

de calibracion se recomienda lo siguiente:

e Utilizar al menos 6 estandares de calibracion
e Los estandares deben estar igualmente espaciados a lo largo del rango de

interés
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e El rango debe comprender del 0-150% o 50-150% del valor esperado en las
muestras

e Los estandares de calibracion deben ser evaluados por duplicado minimo, y
de preferencia por triplicado.

El criterio de aceptacion para determinar la linealidad es el coeficiente de correlacion
(). Este coeficiente indica el grado de relacién entre la variable concentracion (x) y
la variable respuesta (y). En la practica se busca que r sea cercano a uno siendo los

valores aceptados r > 0.99 o r > 0.999.
1.7.3 Sensibilidad

Es el cociente entre el cambio de la respuesta y el cambio correspondiente en la
concentracion del analito. La sensibilidad corresponde a la pendiente en una

regresion lineal de la curva de calibracion.
1.7.4 Exactitud

Se define como la cercania del resultado de prueba y el valor de referencia
aceptado. Para evaluar este aspecto se puede recurrir a diferentes técnicas, una de
las méas recomendadas es el uso de materiales de referencia certificados; los cuales
son trazables a un estandar internacional con una incertidumbre conocida. Para que
sea aplicable el uso de estos materiales la matriz debe ser igual a los materiales a
analizar. Cuando no se encuentran materiales de referencia certificados se puede
utilizar un método de adiciones y recuperacion. En este caso se le adiciona al
material de prueba antes del andlisis una masa conocida del analito. Se analiza el
material en su estado original y también adicionado, la diferencia entre los
resultados como una proporcion de la masa adicionada se llama recuperacion.
Cuando el valor de recuperacién es significativamente distinto a la unidad, hay

alguna interferencia o error que afecta el método.
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1.7.5 Precision

Es la cercania entre resultados independientes obtenidos bajo determinadas
condiciones. Las medidas de precision mas comunes son la repetibilidad y
reproducibilidad. La repetibilidad es la variabilidad cuando un método es llevado a
cabo por un mismo analista y un mismo equipo en un periodo corto de tiempo. La
reproducibilidad se mide cuando el método se ejecuta por diferentes laboratorios. La
precision se especifica en términos de la desviacion estandar (DS) o desviacion

estandar relativa (DER).
1.7.6 Robustez

Es la medida de la capacidad de un procedimiento analitico de no ser afectado por
variaciones pequefias de los parametros del método. El objetivo de esta prueba es
optimizar el método desarrollado y establecer las condiciones bajo las cuales se

pueden obtener resultados confiables.
1.7.7 Limite de deteccion

Es la cantidad o concentracion mas pequefia del analito en la muestra que puede
ser confiablemente distinguida del cero. El limite de deteccion no necesita ser parte
de la validacion si en el sistema analitico no lo incluye o aproxima. El limite de
deteccidn se expresa como la concentracion c;derivada de la medida mas pequefia
x; que puede ser detectada para un procedimiento analitico. El valor de x;esta dado

por la Ecuacion 1.5
X, = Xp; + kSp; Ecuacion 1.5

En donde X,; es el promedio de mediciones del blanco, S,; es la desviacion estandar
de las mediciones y k es un factor numérico escogido de acuerdo al nivel de

confianza deseado.
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2. Desarrollo Experimental

En esta seccion se describen los diferentes pasos del desarrollo de la metodologia,
comenzando por la preparacion de las muestras. Se trabajo con dos tipos de
muestras, las larvas de campo provenientes de diferentes cadaveres y las larvas
blanco obtenidas de un banco de moscas de la especie Musca domestica (Linn). En
total se obtuvieron muestras de 3 cadaveres humanos distintos y 1 muestra de un
cadaver de pollo. Las muestras del cadaver 1 y del pollo provenian del Estado de
México, mientras que las muestras de los otros cadaveres eran del Distrito Federal.
Debido a que nosotros no realizamos el muestreo y sélo recibimos las muestras, el
namero de larvas fue limitado. La disponibilidad en las muestras fue la determinante
en cuanto al nimero de réplicas de cada muestra que se lograron digerir. Para la
preparacion de las muestras se eligi6 un horno de microondas pues es una matriz
complicada. Posterior a la digestion de las muestras, se prosiguio con la seleccion y
preparacion de los estandares. El andlisis se realizO con un equipo de
Espectroscopia de Emision Atdmica con Plasma Acoplada Inductivamente (ICP-
OES). Se inici6 con la calibracion del equipo a partir de dos estandares multiples
preparados para realizar un estudio exploratorio. A partir de los primeros resultados
obtenidos se propuso el intervalo de trabajo para los distintos elementos. Ya con la
curva de calibracién preparada se prosiguié con el andlisis decisivo. Una vez que se
obtuvieron los resultados de las muestras se hizo el andlisis estadistico. A
continuaciéon se muestra el diagrama de flujo que contiene los pasos del desarrollo

experimental.
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2.1 Digestion
Para la digestidn se utilizo el siguiente material y reactivos:

e Agua desionizada

e HNO; ultrapuro marca J.T.Baker

e H,0;al 30% marca RQF

e Horno de microondas AntonPaar Microwave3000
e Balanza Analitica marca Sartorius

e Pinzas quirurgicas

e Vaso de pléastico

e Matraces volumétricos 50mL

e Embudos

e [rascos

La muestra debe estar en disolucion para que sea posible su analisis; sin embargo,
las larvas son una matriz biol6gica complicada y por tanto se optd por utilizar un
sistema de digestion con microondas. El equipo que se utiliz6 es de la marca
AntonPaar el cual cuenta con dos tipos de carruseles, uno para 16 recipientes y otro
para 48. También cuenta con una biblioteca que contiene las condiciones de
digestion (tiempo, potencia, temperatura maxima, presion maxima y mezcla de
acidos) para diversas muestras. En esta ocasion se ocup6 el carrusel para 16
recipientes debido a que son muestras biolégicas y se requiere de una alta presion
para su digestion. Se busco en la biblioteca del equipo si habia un método para la
digestion de larvas, pero al no encontrarse se eligio el de ostion debido a la similitud
de la muestra. Se hicieron correcciones en el volumen de los reactivos utilizados, en
la ocasién en la que se utilizaron solo 8 recipientes, y se guardo el programa con el

nombre de Larvas. Las condiciones de digestion se muestran en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Condiciones del programa de digestion del horno de microondas.

Parametro Valor
Potencia 800W* 1600W
Incremento de presion 0.3 bar/seg
Temperatura maxima 170°C
Presion Maxima 8.0 bar
Rampa 10 min
Mantenimiento 10 min
Peso muestra 0.3000-0.45009
Mezcla de reaccion 4 mL HNOz y 1mL H,0,

*Cuando se utilizaron 8 recipientes, la potencia aplicada fue de 800W, mientras que cuando se
utilizaron los 16 recipientes se aplicaron 1600W.

Se peso6 de 0.3000 a 0.4500 g de las larvas en los tubos reactores con una balanza
analitica. Posteriormente se llevaron los tubos a una campana de extraccion y se
agrego la mezcla de reaccion. Dos de los tubos fueron los blancos reactivo, es decir,
s6lo se agregd la mezcla de reaccion sin muestra. Se prosiguio a cerrar el sistema,
se introdujo el carrusel en el horno y se inici6 el programa. El procedimiento se llevo
a cabo en tres ocasiones diferentes. Cuando finalizé el programa de digestion, el
carrusel se puso a enfriar en el horno con la puerta abierta y el extractor prendido.
Posteriormente se pasé el carrusel a la campana de extraccion en donde se
trasvaso el contenido de los tubos cuantitativamente a matraces aforados de 50mL
con la ayuda de embudos. Se afor6 con agua desionizada y se trasvasoé la solucion
a frascos nuevos. Las muestras se identificaron de acuerdo al tipo de muestra:
blanco (B), pollo (P) y Cadéaver (C1-C3), y los duplicados de las muestras se

denotaron con letras minusculas.
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2.2 Seleccion y preparacion de estandares

Para llevar a cabo la preparacion de estandares se utilizé el siguiente material y

reactivos:

e Agua desionizada
e Estandares Multielementales de Calibracion PerkinElmer
e Estandar S-21 PerkinElmer

e Matraces volumétricos 50mL y 25mL

e Pipeta
e Micropipeta 50, 100, 500 y 1000 pL
e Frascos

Al inicio se propuso la preparacion de dos estandares de 0.1 ppm y de 1.0 ppm a fin
de detectar qué elementos podrian estar presentes en las muestras. Se prepararon
25mL de cada estandar en matraces volumétricos a partir de estandares
multielementales de concentracion de 10ppm. Posteriormente, de acuerdo a los
primeros resultados, se realizé una curva de calibracion con estandares de 0.05,
0.1, 0.5 y 1.0 ppm a partir de los estandares multielementales de 10 ppm. Para
poder continuar la curva de calibracion para los elementos presentes en mayor
concentracion, se prepararon estandares de 5.0, 10.0 y 20.0 ppm a partir del
estandar S21 y se les agreg6 sodio y silicio a los estandares. Debido a que en la
primera prueba se observo interferencia espectral con el fésforo, se realizaron dos
estandares individuales de fésforo de concentraciones de 1.0 y 10.0 ppm. Los

estandares se prepararon en matraces volumétricos de 50mL y de 25mL.

Para preparar los estandares, primero se realizé el calculo para conocer la alicuota
de los estandares madre que se debia agregar en cada caso. La formula que se

utilizé fue la siguiente:

C1V1 = CZVZ Ecuacion (21)
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Donde:

C; = 10 ppm C, = 0.05 ppm V, =50 mL

Entonces

0.05 50mL 1000 uL
= ( ppm) * (50m )=0.250ml (—H

= 250uL
10 ppm 1mL ) H

1

Para cada uno de los estandares se realiz6 el calculo.
2.2.1 Validacion

Debido a que no se cuenta con material de referencia certificado, se consideré
adicionar algunas muestras. Se agregaron 500uL de los estandares mdultiples de
10ppm a las muestras previas a su digestion. Al momento del aforo final se tuvo una
concentracion nominal de 0.1ppm del estdndar adicionado en la muestra. En el caso
del mercurio se adicionaron 50uL de un estandar de 1000 ppm para obtener una
concentracion final de 1 ppm en las muestras. Esto permitira identificar las posibles

interferencias de matriz y verificar la exactitud al momento del analisis.

Una vez realizado un andlisis previo, se observé que en el caso de algunos
elementos mayoritarios la concentracién adicionada fue muy pequefia e impidio
obtener un porcentaje de recuperacion adecuado. Por tanto se afiadié una

concentracion final de 100ppm de sodio, potasio, fésforo y calcio.

Los otros parametros relacionados a la validaciéon del método se determinaron a
partir de las curvas de calibracion, asi como de la pendiente, de la desviacion
estandar (DE) y de la desviacidon estandar relativa (DER)

2.3 Andlisis

Para el analisis se utilizé un equipo de ICP-OES PerkinElmer Optima 4300 DV. Es
un equipo de deteccién simultdnea que cuenta con vision axial y radial y es posible
ajustar la vision en el plano vertical y horizontal. Cuenta con una rejilla Echelle y un

detector tipo SCD el cual opera a -40° C. Se armo el sistema de introduccion de
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muestra con un nebulizador GemCone, una camara de rocio ciclénica y un inyector
para muestras inorganicas. El inyector para muestras inorganicas es de alimina con
un diametro de 2.0mm. El equipo se opera por medio del software en una

computadora.

Primero se encendio el recirculador, posteriormente se abri6 el tanque de gas argon
de alta pureza, se encendié el equipo y se abrié el software WinLab32 en la
computadora. El equipo necesitd aproximadamente 4 horas para que el

espectrometro estuviera listo y el detector estuviera a la temperatura de operacion.

En el software se cre6 un método para el andlisis de las muestras a partir de las
condiciones para muestras inorganicas. Posteriormente se dio de alta cada uno de
los elementos a detectar con sus longitudes de onda recomendadas. Una vez
realizado el primer andlisis exploratorio, se identificaron los elementos mayoritarios y
se modificé el método agregando todas las longitudes de onda detectables para
dichos elementos. Se introdujo la informacién de los estandares preparados, con la
concentracion para cada uno de los elementos. También se introdujo la informacion
referente a las muestras: identificacién, peso y volumen de preparacion. Cada 10
muestras se leyo el blanco y el estandar intermedio para verificar la calibracion. Se
realizaron 7 réplicas para cada muestra. Una vez que toda la informacion estaba ya
en el software se guardd el método con el nombre de Larvas. En el Anexo 1 se

describe detalladamente el procedimiento para la elaboracién del método.

Una vez que se introdujeron los paradmetros se prosiguié a encender el plasma, Se
enjuagd el sistema con agua desionizada por 5 minutos aproximadamente. Se
generd un archivo de resultados. Después de realizd la alineacion X-Y con una
solucion de manganeso de 1 ppm. El equipo automaticamente ajusta la posicion a la
cual la lectura es maxima. Esta prueba permitié confirmar que las condiciones de
operacion fueron las éptimas, dichas condiciones se muestran en la Tabla 2.2. Se
registro el resultado final de la prueba de alineacion y se prosiguio a realizar la
calibracion. Ya que se verifico que la curva de calibracion tenia un coeficiente de

correlacién mayor o igual a 0.99, se analizaron las muestras.
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Tabla 2.2. Condiciones de operacion del equipo ICP-OES

Parametro Valor
Flujo de plasma 15 L/min
Flujo Auxiliar 0.2 L/min
Flujo del Nebulizador 0.50 L/min
Potencia 1300 W
Bomba Peristaltica 1.5 mL/min
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3. Resultados

3.1 Resultados de Elementos Mayoritarios y Minoritarios de las Muestras

Los resultados se presentan divididos en tres grupos dependiendo de la
concentracion de los elementos en las muestras. A continuacion en las Tablas 3.1 a
3.5 se muestran los elementos mayoritarios y en las Tablas 3.6-3.10 los elementos
minoritarios para cada una de las muestras. Debido a que se analizaron todos los
elementos que permite el equipo, los elementos que se detectaron a nivel traza se
presentan en el Anexo 2 con sus respectivos limites de cuantificacion. Los
resultados se seleccionaron a partir de su desviacion estandar relativa (DER)
resultante de la concentracion calculada por el equipo, siendo seleccionados
aquéllos con una DER menor a 10%. El valor de DER fue seleccionado de acuerdo
a las recomendaciones de la IUPAC. En las tablas se presentan las concentraciones
de cada elemento para cada muestra, asi como el intervalo de concentraciones
obtenido Al final se muestran graficas en donde se compara la concentracién de
cada tipo de muestra para los elementos mayoritarios (Grafica 3.1) y los elementos
minoritarios (Gréfica 3.2). Para cada caso se tomo6 el mayor valor del intervalo de
concentraciones presentado en las Tablas 3.1-3.10

Longitud de Concentracion Muestra (mg/kg)
Elemento

onda (nm) a b C d e Intervalo
P 213.617 2455.0 | 2766.0 | 1204.0 | 2896.0 | 3737.0 | 1204.0-3737.0
K 766.490 2311.2 | 2685.9 | 883.7 | 1855.0 | 2033.0 | 883.7-2685.9
Na 589.592 1319.0 | 1431.0| 332.3 | 740.9 | 739.4 | 332.3-1431.0
Ca 317.933 926.8 | 1271.0| 633.9 | 2480.0 | 3676.0 | 633.9-3676.0
Mg 285.213 605.6 | 6325 | 1185 | 323.1 | 485.0 | 118.5-632.5

Tabla 3.1 Elementos Mayoritarios de las Muestras consideradas como Blanco.
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Longitud de Concentracion Muestra (mg/kg)
Elemento
onda (nm) a b C Intervalo
Na 589.592 2390.0 2502.0 2212.0 2212.0-2502.0
K 766.490 2336.0 2399.0 2290.0 2290.0-2399.0
P 213.617 2288.0 2395.0 2373.0 2288.0-2395.0
Ca 317.933 463.1 383.3 372.5 372.5-463.1
Fe 238.204 293.3 115.5 72.1 72.1-293.3
Mg 285.213 251.2 257.0 253.2 251.2-257.0
Si 251.611 155.1 47.8 25.7 25.7-155.1

Tabla 3.2 Elementos Mayoritarios de las Muestras de Pollo

Elemento Longitud de Concentracion Muestra (mg/kg)
onda (nm) a b Intervalo
K 766.490 2698.0 3202.0 2698.0-3202.0
Na 589.592 2651.0 2988.0 2651.0-2988.0
P 213.617 2452.0 2719.0 2452.0-2719.0
Ca 317.933 1150.0 1149.0 1149.0-1150.0
Mg 285.213 419.1 422 .4 419.1-422.4
Si 251.611 371.8 294.5 294.5-371.8
Fe 238.204 317.8 332.8 317.8-332.8

Tabla 3.3 Elementos Mayoritarios de las Muestras del Cadaver 1

Elemento Longitud de onda (nm) Concentracion Muestra (mg/kg)
P 213.617 2716.0
K 766.490 2275.6
Na 589.592 1559.0
Ca 317.933 781.0
Mg 285.213 479.7
Fe 238.204 137.0

Tabla 3.4 Elementos Mayoritarios de la Muestra del Cadaver 2. (Para esta muestra s6lo
se presenta un resultado debido a que la cantidad de muestra fue pequefia)
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Longitud de Concentracion Muestra (mg/kg)
Elemento

onda (nm) a b c d e Intervalo
P 213.617 | 2454.0 | 2347.0 | 2193.0 | 2435.0 | 2180.0 | 2180.0-2454.0
K 766.490 |2135.0|1991.0|1881.0 | 2093.0 | 2018.0 |1881.0-2135.0
Na 589.592 1824.0 | 1746.0 | 1597.0 | 1756.0 | 1683.0 | 1597.0-1824.0
Ca 317.933 318.1 | 280.6 | 386.2 | 366.1 | 276.7 | 276.7-386.2
Mg 285.213 294.2 | 246.1 | 303.6 | 318.6 | 247.4 | 246.1-318.6
Fe 238.204 59.2 48.7 36.6 33.0 54.1 33.0-59.2

Tabla 3.5 Elementos Mayoritarios de la Muestras del Cadaver 3

Longitud de Concentracion Muestra (mg/kg)
Elemento

onda (nm) a b C d e Intervalo
Fe 238.204 57.1 54.4 | <LOD* | <LOD | <LOD | <LOD-57.1
Si 251.609 32.2 215 14.6 14.4 44.3 14.4-44.3
Zn 206.02 34.5 40.1 2.7 12.1 8.9 2.7-40.1
Cr 267.706 6.3 4.8 0.5 1.8 8.3 0.5-6.3
Al 396.153 3.7 3.8 22.0 10.7 29.2 3.7-29.2

Tabla 3.6 Elementos Minoritarios de las Muestras consideradas como Blanco.
*<LOD significa por debajo del limite de deteccion el cual es 0.0019 mg/Kg

Longitud de Concentracion Muestra (mg/kg)
Elemento

onda (nm) a b c Intervalo
Al 396.153 59.2 26.0 26.3 26.3-59.2
B 249.677 59.4 8.1 0.3 0.1-59.4
Zn 206.02 24.3 22.5 20.6 20.6-24.3
Rb 780.023 5.9 6.4 5.8 5.8-6.4
Ba 233.527 2.2 1.8 1.7 1.7-2.2
Sr 407.771 1.8 14 1.3 1.3-1.8

Tabla 3.7 Elementos Minoritarios de las Muestras de Pollo.
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Elemento Longitud de Concentracion Muestra (mg/kg)

onda (nm) a b Intervalo
Al 396.153 446.4 428.1 428.1-446.4
Zn 206.02 37.0 50.7 37.0-50.7
B 249.677 29.9 18.6 18.6-29.9
Rb 780.023 7.6 7.9 7.6-7.9
Ba 233.527 3.4 3.2 3.2-3.4
Sr 407.771 3.1 2.7 2.7-3.1

Tabla 3.8 Elementos Minoritarios de las Muestras del Cadaver 1

Elemento Longitud de onda (nm) | Concentracion Muestra (mg/kg)
B 249.677 37.2
Al 396.153 18.8
Cr 267.706 4.5
Sr 407.771 0.6
Si 251.609 48.2
Zn 206.02 43.9

Tabla 3.9. Elementos Minoritarios de la Muestra del Cadaver 2

Longitud de Concentracion Muestra (mg/kg)
Elemento

onda (nm) a b c d e Intervalo
Zn 206.02 32.2 27.3 27.5 25.3 29.4 27.3-32.2
Al 396.153 12.8 18.6 13.8 12.2 9.2 9.2-18.6
Si 251.609 9.7 15.2 10.2 9.9 12.2 9.7-15.2
Mo 202.033 <LOD* | <LOD | <LOD 55 <LOD | <LOD -5.5
Rb 780.023 <LOD 5.1 LOD 55 <LOD | <LOD -5.5
Sr 407.771 0.7 0.7 0.6 1.3 0.7 0.6-1.3
Cr 267.706 0.9 0.9 0.6 0.4 0.4 0.4-0.9

Tabla 3.10 Elementos Minoritarios de las Muestras del Cadaver 3.
*<L OD significa por debajo del limite de deteccion el cual es 0.0125 mg/Kg en el caso del molibdeno
y 0.0147 mg/Kg para el rubidio.
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Gréfica 3.1 Elementos Mayoritarios de cada Muestra
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Gréfica 3.2 Elementos Minoritarios de cada Muestra
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3.2 Validacién parcial

En esta seccién se muestran los diferentes pardmetros relacionados a la validacién

del método como lo son la linealidad, repetibilidad, reproducibilidad y robustez.

Debido a que es un desarrollo no fue posible evaluar todos.

3.2.1 Linealidad y Sensibilidad

En la Tabla 3.11 se presenta el resumen de las curvas de calibracion para los

elementos mayoritarios y minoritarios contenidos en las muestras. La linealidad se

evalla a partir del coeficiente de correlacién (r?) que se busca sea cercano a 1. La

sensibilidad estd dada por la pendiente de la curva de calibracion, pues es el

cociente del cambio de la intensidad entre el cambio correspondiente de

concentracion.

Elemento Concentracion de Estandares (ppm) r? Pendiente
(cps/ppm)
Al 005| 01 | 05 | 1.0 0.999 70110
B 005| 01 | 05 | 1.0 0.999 4890
Ba 005| 01 | 05 | 1.0 0.999 15830
Ca 005| 01 | 05 | 1.0 | 5.0 | 10.0 | 20.0 0.998 9069
Cr 005| 01 | 05 | 1.0 | 5.0 | 10.0 | 20.0 0.999 4569
Fe 005| 01 | 05 | 1.0 | 5.0 | 10.0 | 20.0 0.999 7850
K 005| 01 | 05 | 1.0 0.999 105800
Mg 005| 01 | 05 | 1.0 | 5.0 | 10.0 | 20.0 0.999 42700
Na 005 01 | 05 | 1.0 | 5.0 | 10.0 0.999 181400
P 1.0 | 10.0 0.999 66.79
Rb 005| 01 | 05 | 1.0 0.999 14280
Si 005| 01 | 05 | 1.0 | 5.0 | 10.0 | 20.0 0.996 3799
Sr 005| 01 | 0.5 0.999 7811000
Zn 005| 01 | 05 | 1.0 | 5.0 | 10.0 0.999 2631

Tabla 3.11 Parametros de Linealidad y Sensibilidad
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A continuacion se muestran las curvas de calibracion para algunos elementos a
manera de ejemplo. Los puntos de calibracion tomados para realizar la regresion

lineal fueron los indicados en la Tabla 3.11.

Al 396.153
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Grafica 3.3 Curva de calibracion del aluminio a 396.153nm.
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Gréfica 3.4 Curva de calibracion del calcio a 317.933nm.
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Gréfica 3.6 Curva de calibracion del zinc a 206.200nm.
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3.2.2 Exactitud

La Tabla 3.12 contiene los resultados de los porcentajes de recuperacion (% Rec.)
de los elementos mayoritarios y minoritarios analizados para las muestras blanco.
Se incluyen elementos que podrian ser considerados para otras aplicaciones en el
area forense en el caso de intoxicacion por metales pesados o residuos de disparo.
Este parametro de validacion se evalu6 con el método de adiciones debido a la falta

de material de referencia certificado.

Elemento | C, (mg/L) | Cha (Mmg/L) | % Rec |Elemento | C, (mg/L) | Cha (Mmg/L) | % Rec
Al 0.178 0.090 88 Mg 1.095 0.976 119
As 0.091 0.008 83 Na 96.3 7.2 89
B 0.094 <LOD 94 P 107 15.09 92
Ba 0.101 <LOD 101 Pb 0.099 <LOD 99
Ca 87.4 6.4 81 Rb 0.113 0.015 98
Cr 0.185 0.077 108 Sb 0.145 0.044 101
Fe 0.436 0.324 112 Si 0.322 0.207 115
Hg 0.932 1.28*107 93 Sr 0.116 0.015 101
K 100.1 19.3 81 Zn 0.150 0.049 101

Tabla 3.12 Porcentajes de Recuperacion de Elementos Mayoritarios, Minoritarios y

de Posible Importancia Forense en las Muestras Blanco. <LOD significa que el elemento
se encuentra por debajo del limite de deteccion el cual se muestra en el Anexo 2

La formula utilizada para el calculo de recuperacién fue la siguiente:

., Ca—C .
% Recuperacion = % * 100 Ecuacion (3.1)
0

En donde:
C.: Concentracion de la muestra adicionada

Cna: Concentracion de la muestra no adicionada
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Co: Concentracion adicionada del estandar, la cual es 100 ppm para calcio, fosforo,

sodio y potasio, 1 ppm para el mercurio, y para el resto de los elementos 0.1 ppm

3.2.3 Repetibilidad

Para evaluar la repetibilidad se utilizan los resultados de la concentracion del
estandar de 1.0 ppm los cuales se leyeron cada 10 muestras durante el analisis. En
la Tabla 3.13 se muestran los resultados del estandar en las diferentes ocasiones
que se leyd (a-d) para los elementos mayoritarios y minoritarios. Se calcul6 el
promedio de cada resultado, asi como su desviacion estandar (DE) y su desviacion
estandar relativa (DER). El criterio de aceptacion para este parametro es una DER
del 10%. @

Elemento Estandar 1.0 ppm Promedio DE DER
a b c d (ppm) | (ppm) (%)
Al 1.0 0.94 0.934 0.903 0.944 0.041 4.294
B 1.0 0.981 0.977 0.924 0.971 0.033 3.357
Ba 1.0 1.003 1.012 0.994 1.002 0.008 0.748
Ca 1.0 1.134 1.158 1.08 1.093 0.070 6.410
Cr 1.0 1.107 1.106 1.111 1.081 0.054 4.999
Fe 1.0 1.023 1.032 0.995 1.013 0.018 1.760
K 1.0 0.959 0.938 0.921 0.955 0.034 3.571
Mg 1.0 0.99 0.998 0.964 0.988 0.017 1.677
Na 1.0 1.182 1.105 0.997 1.071 0.089 8.350
P 1.0 0.97 0.968 0.957 0.974 0.018 1.891
Rb 1.0 1.025 1.074 1.105 1.051 0.047 4.504
Si 1.0 1.035 1.032 1.001 1.017 0.019 1.878
Sr 1.0 0.94 0.934 0.903 0.944 0.041 4.294
Zn 1.0 0.981 0.977 0.924 0.971 0.033 3.357

Tabla 3.13 Concentracion del Estandar de 1.0 ppm para Evaluar la Repetibilidad
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3.2.4 Interferencias de Matriz, Robustez y Selectividad

Con el fin de identificar posibles interferencias espectrales y evaluar la selectividad
del método, se obtuvieron los resultados para algunos de los elementos mayoritarios
en las diferentes longitudes de onda detectables por el equipo. Se eligieron dichos
elementos (Ca, Fe, Mg, Na y Si) ya que, al ser los que se encuentran en mayor
cantidad en las muestras, son mas susceptibles de presentar interferencias
espectrales. En las Tablas 3.14, 3.15 y 3.16 se muestran los resultados de los
elementos en las diversas longitudes de onda para las muestras blanco, de pollo y
de los cadaveres respectivamente. S6lo se muestran los resultados de una réplica

de cada tipo de muestra a manera de ejemplo.
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Elemento Longitud de onda (hm) |Concentracion Muestra (mg/Kg)
317.937 926.8
315.884 898.6
Ca 393.365 Saturado
396.852 949.5
422.689 849.5
Promedio (mg/KQ) 906.1
DE (mg/KQ) 43.1
DER (%) 4.8
238.204 57.1
239.571 64.6
259.942 40.0
Fe 234.351 61.4
234.828 33.3
238.868 64.4
273.953 65.1
Promedio (mg/Kg) 55.1
DE (mg/KQ) 13.0
DER (%) 23.7
285.213 605.6
Mg 279.076 638.7
280.273 647.6
279.551 671.5
Promedio (mg/Kg) 640.9
DE (mg/KQ) 27.3
DER (%) 4.3
589.62 1319.0
Na 330.242 19.6
589.022 834.2
Promedio (mg/KQ) 724.3
DE (mg/KQ) 656.6
DER (%) 90.7
251.609 32.2
212.411 33.0
Si 288.156 31.1
252.852 29.3
221.667 45.3
Promedio (mg/Kg) 34.2
DE (mg/KQ) 6.3
DER (%) 18.5

Tabla 3.14 Resultados de los Elementos Mayoritarios de la Muestra Blanco
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Elemento Longitud de onda (hnm) |Concentracion Muestra (mg/Kg)
317.937 463.1
315.884 427.2
Ca 393.365 418.6
396.852 476.6
422.689 436.5
Promedio (mg/Kg) 444 .4
DE (mg/KQ) 24.5
DER (%) 5.5
238.204 293.3
239.571 291.2
259.942 301.8
Fe 234.351 292.4
234.828 169.7
238.868 302.6
273.953 294.8
Promedio (mg/KQ) 278.0
DE (mg/KQ) 48.0
DER (%) 17.3
285.213 251.2
Mg 279.076 262.4
280.273 261.4
279.551 268.9
Promedio (mg/Kg) 261.0
DE (mg/KQ) 7.3
DER (%) 2.8
589.62 2390.0
Na 330.242 33.3
589.022 1482
Promedio (mg/Kg) 1302.8
DE (mg/KQ) 1188.6
DER (%) 91.3
251.609 155.1
212.411 159.9
Si 288.156 151.7
252.852 144.1
221.667 225.7
Promedio (mg/KQ) 167.3
DE (mg/KQ) 33.2
DER (%) 19.8

Tabla 3.15 Resultados de los Elementos Mayoritarios de la Muestra de Pollo
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Elemento Longitud de onda (hm) 1 2 3
317.937 1149.0 781.0 318.1
315.884 1033.0 739.8 354.8
Ca 393.365 Saturado | Saturado 300.1
396.852 1131.0 780.2 349.5
422.689 1041.0 698.9 305.3
Promedio (mg/KQ) 1088.5 750.0 325.6
DE (mg/KQ) 60.0 39.1 25.2
DER (%) 5.5 5.2 7.7
238.204 332.8 137.0 59.2
239.571 329.3 143.8 67.8
259.942 336.6 122.6 39.4
Fe 234.351 331.1 144.0 63.9
234.828 190.9 79.4 34.5
238.868 343.9 147.9 66.9
273.953 333.8 148.1 68.5
Promedio (mg/Kg) 314.1 131.8 57.2
DE (mg/KQ) 54.5 24.7 14.2
DER (%) 17.4 18.8 24.9
285.213 422.4 479.7 294.2
Mg 279.076 426.0 490.7 311.0
280.273 437.7 505.1 319.3
279.551 441.5 523.7 315.5
Promedio (mg/Kg) 431.9 499.8 310.0
DE (mg/KQ) 9.1 19.0 11.1
DER (%) 2.1 3.8 3.6
589.62 2988.0 1559.0 1824.0
Na 330.242 40.8 23.3 28.6
589.022 985.9 1117.0
Promedio (mg/Kg) 1514.4 856.1 989.9
DE (mg/KQ) 2084.0 776.0 904.4
DER (%) 137.6 90.6 91.4
251.609 294.5 48.2 9.7
212.411 295.3 48.7 10.4
Si 288.156 287.5 47.0 9.6
252.852 262.1 42.9 9.3
221.667 413.7 70.3 14.4
Promedio (mg/KQ) 310.6 51.4 10.7
DE (mg/KQ) 59.2 10.8 2.1
DER (%) 19.1 21.1 19.8

Tabla 3.16 Resultados de los Elementos Mayoritarios de las Muestras de

Cadaveres

61



PLASMA ACOPLADO INDUCTIVAMENTE

DETERMINACION DE METALES EN LARVAS CON ESPECTROSCOPIA DE EMISION ATOMICA CON

A continuacion se presentan los espectros de emision de tres longitudes de onda del
calcio (Graficas 3.7-3.9) y del hierro (Graficas 3.10-3.12), como un ejemplo.

También se muestra el espectro de emision del fésforo por ser un caso especial. El

analisis de los espectros se realiz6 para todos los elementos y no se encontro

interferencia a excepcion del fosforo en la longitud de onda de 213.617nm como lo

muestra la Gréfica 3.13. En el caso del fésforo se observa una interferencia

espectral con el cobre; sin embargo, como las muestras contienen cobre por debajo

del limite de deteccion la interferencia s6lo se observa en los estandares. Esto se

resolvié con la preparaciéon de estandares sélo de fosforo para asi calcular las

concentraciones de las muestras. No fue necesaria una correccion adicional.
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Gréfica 3.7. Espectro de Emisién de Calcio a 317.937 nm
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Grafica 3.9. Espectro de Emision de Calcio a 422.689 nm
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Gréfica 3.11 Espectro de Emision de Hierro a 259.942 nm
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Grafica 3.13 Espectro de Emision de Fosforo a 213.617 nm

65




DETERMINACION DE METALES EN LARVAS CON ESPECTROSCOP{A DE EMISION ATOMICA CON
PLASMA ACOPLADO INDUCTIVAMENTE

4. Analisis y Discusion

Al analizar de manera general los datos, se observa que hay similitudes en la
composicion de las muestras del mismo tipo y que los elementos que se
encontraran son constantes entre muestras. Sin embargo, para algunos elementos
se encuentra una variacion entre los duplicados. Esta diferencia en la concentracion
de los elementos encontrados es mas marcada en las muestras de cadaver; esto se
puede deber a que se pesaron las larvas completas y siendo un sistema biologico,
su comportamiento y composicién resulta Unico. Debido a que no se puede
garantizar que la composicion de unas larvas del mismo origen sea igual entre si, se
podria hacer una muestra Gnica homogénea a partir de un nimero representativo de
larvas. A partir de esta muestra representativa se procede con el proceso de
digestion descrito anteriormente para asi obtener resultados con una menor

dispersion.

4.1 Elementos Mayoritarios

Como se observa en las Tablas 3.1 a 3.5 las muestras contienen los mismos
elementos mayoritarios que son sodio, potasio, fosforo, calcio y magnesio, a pesar
de encontrarse en diferentes concentraciones y proporciones. Esto podria indicar
gue estos elementos son los componentes basicos de una larva sin importar su

origen.

El hierro es un elemento comudn entre las muestras de cadaver (Tabla 3.3-3.5) y la
de pollo (Tabla 3.2), lo que se podria deber a que las larvas se alimentaron de un
animal ya que éstos contienen sangre en la cual el hierro es un elemento
mayoritario. Las muestras blanco, al ser criadas en un laboratorio, tienen una
alimentacion libore de carne posiblemente explicando que el hierro no sea un

elemento mayoritario.

La muestra del cadaver 1 (Tabla 3.3) y la muestra de pollo tienen la misma
composicién de elementos sélo que en diferente proporcion. Debido a que ambas
muestras provienen de la misma zona geografica, se explica que tengan los mismos

elementos. Esto nos podria indicar que el ambiente juega un papel importante en la
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composicion del sustrato (cadaver) y por tanto en la composicion de las larvas que
se alimentan del mismo. El factor que ayudaria a diferenciar los dos tipos de larva

seria la proporcién y concentracion en la que se encuentra cada elemento.

Los elementos encontrados en los cadaveres 2 y 3, Tabla 34 y 35
respectivamente, son los mismos y en similar proporcion. Estos resultados
indicarian que las larvas que provienen de un cadaver si tienen similitudes en su
composicion, tanto en los elementos presentes como en las concentraciones en las
gue se encuentran. Estos cadaveres fueron encontrados en la misma zona
geografica, otro aspecto que explicaria su similitud. Por tanto, si observamos estas
muestras en comparacion con las de pollo y el cadaver 1, se diferencian en que
estas Ultimas tienen silicio. Una vez mas probando que el area en el que se

encuentren los cuerpos influyen en la composicion elemental de las larvas.
4.2 Elementos Minoritarios

En los elementos que se encuentran en menores concentraciones es en donde se
observan mayores diferencias entre las muestras. Al observar los resultados de
todas las muestras (Tabla 3.6-3.10) se nota que contienen zinc y aluminio aunque
en diferentes proporciones. Se podria decir que estos elementos son aquellos que
se espera se encontrardn en una larva en concentraciones pequefias de manera
regular. En este caso las muestras blanco contienen hierro como un elemento en

poca proporcion, e incluso bajo el limite de deteccion.

Entre las muestras blanco (Tabla 3.6) y las muestras de pollo (Tabla 3.7) se observa
gue todos sus elementos difieren excepto por zinc y aluminio. Las muestras blanco
contienen hierro, silicio y cromo; mientras que las de pollo contienen boro, rubidio y
bario. Esta diferencia es la misma entre las muestras blanco y las del cadaver 1
(Tabla 3.8). De nuevo se observa la misma composicion para las muestras de pollo
y las del cadaver 1 indicando marcadores por zona geografica. Por otro lado, entre
las larvas blanco y las del cadaver 2 y 3(Tabla 3.9 y 3.10) se tienen al cromo vy silicio
como elementos en comun, pero en las muestras del cadaver 2 se tiene el boro

mientras que en el cadaver 3 se tiene rubidio, molibdeno y estroncio.
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A pesar de que se pueden encontrar los mismos elementos, se observa que la
proporcion en la que se encuentran es diferente. Las diferencias observadas entre
muestras nos indican los posibles elementos que podrian ser de utilidad como

indicadores para diferenciar el origen de las larvas.
4.3 Toxicologia

La toxicologia forense es el area que considera los aspectos médico forenses de la
accion de los toxicos sobre seres vivos. Un toxico se define como la sustancia que
produce alteraciones funcionales y anatémicas en un organismo. En el caso de la
intoxicacion por metales pesados se consideran el arsénico, antimonio, bario,
cadmio, cromo, mercurio, plomo y vanadio. Sin embargo, cualquier metal puede ser
toxico a altas concentraciones pues altera el equilibrio de un ser vivo. Se observa en
el Anexo 2 que las muestras blanco contienen los metales pesados por debajo del
limite de deteccion a excepcion del cromo, el cual estd considerado como elemento
minoritario (Tabla 3.6). Esto nos indica que si llegaramos a encontrar dichos metales
en alguna muestra de campo proveniente de un cadaver podria indicar que el
cuerpo lo contenia. Es necesario sefalar que para que sea considerado como una
intoxicacion, el metal debe encontrarse en un intervalo de concentracion que
dependera del elemento en cuestion. En el caso de las muestras de pollo (Tabla
3.7) y del cadaver 1 (Tabla 3.8) encontramos que contienen bario, aunque en una
cantidad pequefia. De ahi en fuera no se detectan metales pesados en ninguna
muestra. En la Tabla 3.12 podemos observar que el porcentaje de recuperacion de
dichos metales pesados es aceptable lo que nos indica que en caso de encontrarse

en alguna muestra se lograria cuantificar con confiabilidad.

En el caso de residuo de disparo se espera encontrar plomo, bario y antimonio. La
cantidad podria depender del tiempo de alimentacion del insecto asi como del tipo
de arma utilizada. Para las muestras analizadas en este trabajo so6lo en algunas se
encontré bario, pero al estar en ausencia de plomo y antimonio es probable que no

provenga de un residuo de disparo.

Para la mayoria de elementos, la toxicidad dependera también de la forma en la que
se presente el metal. De tal manera que no es suficiente con detectar y cuantificar el
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metal que podria ser la causa de intoxicacion, también es conveniente llevar a cabo

la especiacion por otra técnica.
4.4 Validacion

El primer pardmetro a evaluar fue la linealidad y a partir de los resultados en la
Tabla 3.11 se observa que el coeficiente de correlacidén es para todos los elementos
mayor o igual a 0.99. Este valor nos indica que los datos siguen un comportamiento
lineal y es posible trabajar en el rango propuesto esperando una respuesta
directamente proporcional entre la intensidad (cps, cuentas por segundo) y la
concentracion. En este apartado también se evalué la sensibilidad a partir de la
pendiente de cada curva. Se observa que en la mayoria de los elementos se tiene
una alta sensibilidad lo que nos permite distinguir un cambio relativamente pequefo
en la concentracion. Los elementos que son facilmente ionizables (potasio, sodio y
estroncio) son los que tienen una mayor sensibilidad, es decir, una pendiente mayor.
En el caso del fésforo es donde se observa una menor pendiente, pero ya que es un

elemento mayoritario en las muestras no se requiere de una alta sensibilidad.

Para evaluar la exactitud se calcul6 el porcentaje de recuperacion para los
elementos mayoritarios y minoritarios de los diferentes tipos de muestras
analizadas. El porcentaje fue calculado a partir de las concentraciones de las
muestras adicionadas con los estandares y las no adicionadas. En los resultados
en la Tabla 3.12 se observa que todos los elementos mayoritarios y minoritarios se
recuperan entre el 80-120% ®®. Este porcentaje se considera aceptable
comprobando que no se tienen interferencias de matriz, que la digestion se lleva a
cabo de manera correcta y que las concentraciones de los elementos encontrados

en las muestras son confiables.

En el caso de la repetibilidad, se evaluo la variacion del estandar de 1.0ppm a lo
largo del analisis. Se utilizO este estandar debido a que contenia a todos los
elementos. En los resultados de esta prueba en la Tabla 3.13 se observa que el
estandar se mantiene cerca de su valor nominal durante el tiempo de andlisis. Al
momento de calcular la desviacion estandar relativa del promedio de las

concentraciones para cada elemento, se observa que en todos los casos es menor
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a 10% ©» Esto nos indica que el método desarrollado nos permite obtener

resultados similares entre si en un periodo dado de tiempo.

Finalmente se realizaron pruebas para determinar las interferencias de matriz, la
robustez y selectividad. En este caso se analizaron los espectros de emision de
cada elemento para todas las muestras. De manera especial se estudiaron los
elementos que se encontraron en mayor cantidad en las muestras. Al observar los
espectros de emision, no se encontraron interferencias de matriz y también se
observa un solo pico de emisidon para cada elemento. Esto nos indica que durante el
analisis soOlo se detecta el elemento seleccionado en cada longitud de onda,
asegurando selectividad del método desarrollado. En el caso de los elementos
mayoritarios, también se obtuvieron resultados en las diferentes longitudes de onda
detectables. Los resultados nos permiten confirmar la concentracion hallada en cada
muestra, asi como determinar las longitudes de onda utiles para el analisis. En las
Tablas 3.14 a 3.16, observamos que en la longitud de onda de 393.365 nm
correspondiente al calcio no se logran cuantificar concentraciones mayores a
500mg/Kg. Este valor es aproximado basandose en los resultados de la
concentracion de calcio a otras longitudes de onda. Ya que en todas las muestras
trabajadas, se encontré una alta concentracion de calcio no se recomienda el uso de
esta longitud de onda. Al ver los resultados de sodio, en la longitud de onda de
330.242 las concentraciones son muy bajas en comparacion a las obtenidas en las
otras dos longitudes de onda. La diferencia podia deberse a que la calibracién en
esta longitud de onda tiene un coeficiente de correlacién menor a 0.99. En este caso
la longitud de onda no se podria utilizar ya que los resultados obtenidos tienen un
mayor error. Ademas de las excepciones mencionadas anteriormente, los resultados
obtenidos para los elementos en sus diferentes longitudes de onda son similares
entre si. Esto nos indica que el método es robusto, siendo que el cambio en las

longitudes de onda no afecta el resultado final.
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5. Conclusiones

Se desarroll6 una metodologia para la determinacion de metales en larvas
con espectroscopia de emisién atbmica

Se lograron digerir las muestras de manera completa utilizando un horno de
microondas y se obtuvieron soluciones ideales para el analisis

Se logré determinar la composicion de las larvas contempladas en el estudio.
Se identificaron los elementos mayoritarios comunes a todas las larvas, asi
como los elementos minoritarios caracteristicos de cada tipo de muestra y
que las hace Unicas.

Se encontraron variaciones entre los duplicados de las mismas larvas lo cual
sugiere que cada larva tiene una composicion propia, por lo que no es posible
obtener un valor promedio sino un intervalo de concentraciones.

Se llevé a cabo la validacién parcial del método a partir de la linealidad,
sensibilidad, exactitud, repetibilidad, robustez y selectividad. Obteniendo
resultados satisfactorios en cada uno de los parametros evaluados

A partir de los resultados obtenidos, se puede decir que las muestras
contienen elementos que las hacen diferentes entre si. De tal manera que es
posible distinguir las larvas blanco de las larvas provenientes de pollo y, a su
vez, de las larvas de cadaveres.

Es posible identificar larvas que se han alojado en diferentes cadaveres con
base en los elementos minoritarios encontrados y su concentracion. Este
puede ser el inicio de la identificacion de elementos marcadores para indicar
una zona geogréfica de la cual provenga el cadaver.

Debido a la deteccidon y cuantificacion de los diferentes metales, la
metodologia desarrollada permite identificar elementos que podrian ayudar a
emitir conclusiones acerca de la causa de muerte como lo es toxicidad por
metales pesados o por disparo. En cada caso se esperaria detectar y
cuantificar diferentes metales caracteristicos de cada situacion. En el caso de
residuo de disparo los metales presentes podrian ser plomo, bario y
antimonio, mientras que para poder considerar intoxicacion podrian ser

arsénico, cadmio, plomo, mercurio y cromo, entre otros.
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ANEXO 1. Elaboracion del Método
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Figura 1-4 Introduccién de las concentraciones de los estandares de calibracion para cada elemento.
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ANEXO 2. Elementos traza

En las siguientes tablas se muestran los elementos que se encontraron por debajo

del limite de deteccion (LOD) en las muestras blanco y en las muestras de campo.

El limite de deteccidon se calcul6 de acuerdo a la IUPAC LOD = 3.30 donde o es la

desviacion estandar de 10 lecturas del blanco.

Tabla 2.1. Elementos traza de las Muestras Blanco.

Elemento Longitud de LOD (mg/Kg)| Elemento Longitud de LOD (mg/Kg)
onda (nm) onda (nm)
As 188.979 0.0465 Ni 231.604 0.0070
Au 267.595 0.0094 Pb 220.353 0.0104
B 249.677 0.0075 Pd 340.458 0.0116
Ba 233.527 0.0012 Pr 390.844 0.0163
Be 313.107 0.0005 Pt 265.945 0.0329
Bi 223.061 0.0299 Rb 780.023 0.0139
Cd 228.802 0.0091 Re 197.248 0.0213
Ce 413.764 0.0089 Rh 343.489 0.0388
Co 228.616 0.0106 Ru 240.272 0.0063
Cu 327.393 0.0101 Sb 206.836 0.0550
Dy 353.170 0.0026 Sc 361.383 0.0011
Er 337.271 0.0017 Se 196.026 0.0207
Eu 381.967 0.0004 Sm 359.260 0.0169
Ga 417.206 0.0111 Sn 189.927 0.0156
Gd 342.247 0.0057 Ta 226.230 0.0570
Ge 209.426 0.0858 Tb 350.917 0.0043
Hf 277.336 0.0051 Te 214.281 0.0340
Ho 345.600 0.0013 Th 283.730 0.0050
In 230.606 0.0699 Ti 334.940 0.0010
Ir 205.222 0.0250 Tl 190.801 0.0282
Li 670.784 0.0002 U 385.958 0.0402
Lu 261.542 0.0006 \Y 290.880 0.0029
Mn 257.610 0.0003 W 207.912 0.0647
Mo 202.031 0.0119 Y 371.029 0.0003
Nb 309.418 0.0029 Yb 328.937 0.0003
Nd 406.109 0.0068 Zr 343.823 0.0066
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Tabla 2.2. Elementos traza de las muestras de campo (Cadaver 1y Pollo)

Elemento Longitud de LOD (mg/Kg)| Elemento Longitud de LOD (mg/Kg)
onda (nm) onda (nm)
Ag 328.068 0.0060 Ni 231.604 0.0070
As 188.979 0.0465 Pb 220.353 0.0104
Au 267.595 0.0094 Pd 340.458 0.0116
Be 313.107 0.0005 Pr 390.844 0.0163
Bi 223.061 0.0299 Pt 265.945 0.0139
Cd 228.802 0.0091 Re 197.248 0.0213
Ce 413.764 0.0089 Rh 343.489 0.0388
Co 228.616 0.0106 Ru 240.272 0.0063
Cr 267.716 0.0064 Sb 206.836 0.0550
Cu 327.393 0.0101 Sc 361.383 0.0011
Dy 353.170 0.0026 Se 196.026 0.0207
Eu 381.967 0.0004 Sm 359.260 0.0169
Ga 417.206 0.0111 Sn 189.927 0.0156
Gd 342.247 0.0057 Ta 226.23 0.0570
Ge 209.426 0.0858 Tb 350.917 0.0043
Hf 277.336 0.0051 Te 214.281 0.0340
Ho 345.600 0.0013 Th 283.730 0.0050
In 230.606 0.0699 Ti 334.940 0.0010
Ir 205.222 0.0250 Tl 190.801 0.0282
La 408.672 0.0009 U 385.958 0.0402
Li 670.784 0.0002 \% 290.880 0.0029
Lu 261.542 0.0006 W 207.912 0.0647
Mn 257.610 0.0003 Y 371.029 0.0003
Mo 202.031 0.0119 Yb 328.937 0.0003
Nb 309.418 0.0029 Zr 343.823 0.0066
Nd 406.109 0.0068

79




DETERMINACION DE METALES EN LARVAS CON ESPECTROSCOPIA DE EMISION ATOMICA CON
PLASMA ACOPLADO INDUCTIVAMENTE

Tabla 2.3. Elementos traza de las muestras (Cadaver 2)

Elemento Longitud de LOD (mg/Kg)| Elemento Longitud de LOD (mg/KQ)
onda (nm) onda (nm)
Ag 328.068 0.0130 Ni 231.604 0.0070
As 188.979 0.0581 Pb 220.353 0.0104
Au 267.595 0.0074 Pd 340.458 0.0116
Ba 233.527 0.0011 Pr 390.844 0.0163
Be 313.107 0.0002 Pt 265.945 0.0139
Bi 223.061 0.0153 Rb 7480.023 0.0167
Cd 228.802 0.0056 Re 197.248 0.0261
Ce 413.764 0.0097 Rh 343.489 0.0494
Co 228.616 0.0048 Ru 240.272 0.0116
Cu 327.393 0.0048 Sc 361.383 0.0007
Dy 353.170 0.0047 Se 196.026 0.0207
Eu 381.967 0.0005 Sm 359.260 0.0153
Ga 417.206 0.0121 Sn 189.927 0.0076
Gd 342.247 0.0039 Ta 226.230 0.0258
Ge 209.426 0.1196 Tb 350.917 0.0064
Hf 277.336 0.0051 Te 214.281 0.0272
Ho 345.600 0.0013 Th 283.730 0.0123
In 230.606 0.0699 Ti 334.940 0.0018
Ir 205.222 0.0250 Tl 190.801 0.0488
La 408.672 0.0009 U 385.958 0.0370
Li 670.784 0.0002 \% 290.880 0.0017
Lu 261.542 0.0006 W 207.912 0.0447
Mn 257.610 0.0003 Y 371.029 0.0012
Mo 202.031 0.0119 Yb 328.937 0.0005
Nb 309.418 0.0029 Zr 343.823 0.0047
Nd 406.109 0.0068
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Tabla 2.4. Elementos traza de las muestras (Cadaver 3)

Elemento Longitud de LOD (mg/Kg)| Elemento Longitud de LOD (mg/KQ)
onda (nm) onda (nm)

Ag 328.068 0.0130 Nd 406.109 0.0047
As 188.979 0.0581 Ni 231.604 0.0071
Au 267.595 0.0074 Pb 220.353 0.0258
B 249.677 0.0075 Pd 340.458 0.0130
Ba 233.527 0.0011 Pr 390.844 0.0166
Be 313.107 0.0002 Pt 265.945 0.0520
Bi 223.061 0.0153 Re 197.248 0.0261
Cd 228.802 0.0056 Rh 343.489 0.0494
Ce 413.764 0.0097 Ru 240.272 0.0116
Co 228.616 0.0048 Sc 361.383 0.0007
Cu 327.393 0.0048 Se 196.026 0.0207
Dy 353.170 0.0047 Sm 359.260 0.0153
Eu 381.967 0.0005 Sn 189.927 0.0076
Ga 417.206 0.0121 Ta 226.230 0.0258
Gd 342.247 0.0039 Tb 350.917 0.0064
Ge 209.426 0.1196 Te 214.281 0.0272
Hf 277.336 0.0074 Th 283.730 0.0123
Ho 345.600 0.0013 Ti 334.940 0.0018
In 230.606 0.0739 Tl 190.801 0.0488

Ir 205.222 0.0250 U 385.958 0.0370
La 408.672 0.0015 \% 290.880 0.0017
Li 670.784 0.0001 W 207.912 0.0447
Lu 261.542 0.0008 Y 371.029 0.0012
Mn 257.610 0.0006 Yb 328.937 0.0005
Nb 309.418 0.0053 Zr 343.823 0.0047
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