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Resumen

El analisis de residuos de disparo tanto inorganicos como organicos,
presentes en escenas del crimen, ha sido uno de los problemas mas complicados
en la ciencia forense debido a que la cantidad de muestra es muy limitada y las
concentraciones de los residuos son a niveles traza o ultratraza, por lo que,
metodologias y técnicas que faciliten este estudio estan en constante renovacion e

investigacion.

Si bien es cierto, existen muchas técnicas analiticas que se han empleado
para este tipo de muestras como son la microscopia electrénica de barrido con
rayos X caracteristicos (SEM-EDX), cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), cromatografia liquida de alta resolucién
acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS), electroforesis capilar (CE),
técnicas electroanaliticas, entre otras; todas presentas sus aspectos positivos e

igualmente negativos.

En los ultimos afos, las técnicas electroanaliticas han jugado un papel muy
importante en el campo de las ciencias forenses, ya que se han desarrollado
metodologias mas eficientes, analisis mas rapidos y sobre todo menos costosos; lo
mas importante es que en un inicio estas técnicas solo se empleaban para el
analisis de metales pesados en concentraciones traza y ultratraza, pero
actualmente el analisis de componentes organicos presentes en estos residuos ha

generado una mayor especificidad en estas pruebas.

El presente trabajo tiene como objetivo principal desarrollar metodologias
electroanaliticas para el analisis de metales como antimonio y plomo y algunos
compuestos organicos presentes en los residuos de disparo, mediante la
modificacion de electrodos sélidos con peliculas delgadas de diferentes metales
como son mercurio, bismuto y oro modificado con tioles de cadenas lineales.

En Costa Rica, el analisis de residuos de explosivos detonados y sin detonar le
corresponde a la Unidad de Pdlvora y Explosivos del Organismo de Investigacion



Judicial (OlJ), asi como la determinacion de distancia de disparo por medio del
analisis de prendas de vestir y residuos de disparo en diferentes superficies, el cual
se realiza por medio de Microscopia Electronica de Barrido con Rayos X
Caracteristicos (SEM-EDX), pero la implementacidn de una técnica electroanalitica
puede hacer mas factible y confiable por comparacion, la determinacién de estos
componentes en residuos de disparo, ademas de que la toma de muestra se puede

realizar in situ.

Palabras clave: Plomo, antimonio, componentes organicos, residuos de disparo de
arma de fuego, técnicas electroanaliticas, electrodo solido, peliculas delgadas,

voltamperometria de pulso diferencial
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Capitulo 1.

Introduccion

Durante un delito, la interaccion entre el perpetrador y su entorno dejan
multiples residuos en la escena del crimen, los cuales pueden ser importantes a la
hora de tomar decisiones sobre la responsabilidad de estas personas en la comision
de tal crimen, por ello, los investigadores deben tener pruebas contundentes, que

generen mas evidencia y se pueda recrear fielmente la escena del crimen.

1.1. Armas y Armas de Fuego

Desde la antigledad, las armas de mano fueron muy utilizadas por el ser
humano, estas fueron disefiadas para matar o incapacitar a larga distancia;
empezaron siendo garrotes de madera y palos puntiagudos, los cuales con el pasar
de los anos fueron evolucionando en lanzas con punta de piedra y cuchillos, dagas

y espadas hechas de madera o piedra.

El deseo de lanzar algun tipo de misil por el aire para matar o herir a algun
enemigo presenta sus origenes desde los hombre primitivos, debido a la necesidad
de la caza de animales peligrosos para alimentarse. De acuerdo con Smyth Wallace,
2008, los primeros proyectiles encontrados son piedras y palos de mandera, los

cuales fueron lanzados a mano.

Uno de los avances mas importantes para la humanidad fue el descubrimiento
del metal y la capacidad que tiene este para moldearlo de diferentes formas, lo cual
condujo rapido a la fabricacion de cuchillos, dagas, espadas de metal, felchas,
lanzas con punta de metal, las cuales presentaban mejores condiciones que las

armas disefiadas anteriormente.



De acuerdo a Di Maio & Vincent J. M, 2016, la palabra “arma de fuego”, es
origina a partir de la llama que se produce en el extremo de la boca del cafion, por
donde sale la bala, cuando se dispara un arma, Figura 1,.

Q‘N ~ &

Figura 1. Disparo con arma de fuéga: i:"tog'rafl'a de elaboracién propia

Cuando se trata de armas de fuego, la palabra “pistola” es uno de los nombres
alternativos que es muy aceptado cuando se trata de armas de fuego. Existen
muchos tipos de armas de fuego, desde aquellas que tienen una gran boca de cafndn,
las cuales se utilizan regularmente en las guerras terrestres o maritimas, los cuales
entran en la categoria de artilleria; por otro lado estan las armas pequenfas, las
cuales pueden ser llevadas por una persona con entrenamiento y entre estas se
encuentra la pistola paralizante, la cualL inhabilita a la persona temporalmente al
aplicar una descarga eléctrica de alta voltaje no letal.

Especificamente la balisitica es la ciencia del desempefio de los proyectiles,
esta se relaciona con su trayectoria, energia, velocidad, alcance, penetracion, entre
otros aspectos importantes de las municiones. La balisitica exterior se ocupa del
disparo de la bala después de que esta sale por la boca del arma; la balisitica interior
tiene que ver con el encendido del cebador, la combustién del polvo propulsor y las
presiones internas y los pares de torsion resultantes cuando la bala es forzada a



través del canon; finalmente la balisitica terminal es el estudio de la interaccion del

proyectil con el objetivo.

1.1.1. Anatomia de un cartucho de bala

1.1.1.1. Composicion externa

Cada cartucho de bala estad disefiado de una forma en especifico para
albergar el cebador, el propulsor y para retener de forma segura la bala en el cuello
de la caja. El disefio de la caja del cartucho se ve afectado por varios factores, siendo
los mas importantes los siguientes:

= El papel de la municion.
= Eltipo de arma.
= El disefio de la bala a utilizar.

= Eltipo de sistema de ignicion.

De acuerdo con Smyth Wallace, 2008 y Bgrvik et al., 2015, mencionan que la
mayoria de las capsulas que son fabricadas a nivel mundial estan hechas de latén
(es decir, aproximadamente un 70 % de cobre y 30 % de zinc), pero también se
utilizan otros materiales como el acero, las cuales pueden estar recubiertas de zinc,
latdn, metal dorado (aproximadamente 90% de cobre y 10% de zinc), cobre enlacado
o cobre obscurecido, laton niquelado, aleacion entre niquel y cobre
(aproximadamente 80 % cobre y 20 % niquel), asi como también aluminio y aluminio
recubierto con teflon. Estas ultimas tienen un efecto lubricante y reduce la posibilidad
de coccion (descarga accidental por calor generado por cocciones recientes
anteriores) ya que el teflon tiene un coeficiente de friccion muy bajo.

Ahora bien, el segundo material en cuanto a popularidad después del laton es
el acero, el cual debe cumplir ciertas especificaciones para ser ideal para la carcasa
del cartucho: carbono 0,08 % — 0,12 %, cobre 0,25 %, manganeso 0,6 %, fésforo
0,035 %, azufre 0,03 % vy silicio 0,12 %, de acuerdo a Smyth Wallace, 2008, Barvik
et al.,, 2015 y Chen & Chen, 2012.



Por otro lado, Hallett et al., 2020, describen que los cartuchos de escopeta
suelen ser de plastico con una base de laton o acero revestido, aunque también se
pueden encontrar de papel con el mismo tipo de base o hasta de plastico. Ademas
Smyth Wallace, 2008 menciona que para las escopetas existian cartuchos
completamente de laton, los cuales son municiones antiguas y se fabricaban con
fines de recarga, aunque aun existen aquellos que son de calibre .410 los cuales son
totalmente de aluminio. Cabe mencionar que cada tipo de bala es distinta, ademas
de que presenta diferentes dimensiones, velocidad, masa y demas caracteristicas

como se menciona en el Cuadro |I.

CUELLO
| POLVORA HOMBRO ; | G
&% : s POLVORA

METAL w
RANURA DE ‘_'? B VAINA DE
EXTRACCION 1106 METAL

ALOJAMIENTO
DEL FULMINANTE

g RANURA  DE
CULOTE < EXTRACCION
3 —

Figura 2. Diagrama general de un cartucho para arma de fuego. Tomado de
RENAR, 2001

Entre los componentes de una bala, la polvora es lo menos estudiado, debido
a su complejidad en compuestos y su dificil acceso para la toma de la muestra, como
se presenta en la Figura 2.

Las estrictas especificaciones y los procedimientos de control de calidad para
la fabricacién de cartuchos reflejan el papel tan importante que desempenia la caja
del cartucho en el proceso de descarga. Cuando se desarrolla este proceso, el
cartucho de municion del arma de fuego, la presion interna del gas y en mucho menor
grado el aumento de temperatura, hacen que la caja del cartucho se expanda
firmemente contra las paredes de la recamara (obturacion). Esta es una funcion
extremadamente importante de la caja del cartucho, ya que evita el escape de gas
hacia atras. Tal escape de gas reduciria la velocidad del proyectil y en consecuencia,



la eficiencia del arma de fuego lo que podria causar un mal funcionamiento del

mecanismo del arma de fuego.

1.1.1.2. Composicion interna

La composicion interna de las balas va a variar segun el tipo de municion con
la que se cuente, pero de forma general son mezclas que, cuando se someten a
percusion, proporcionan una explosion repentina que sirve para encender el
propulsor dentro de la vaina del cartucho (Figura 2). La composicion de esta mezcla
debe entregar un volumen relativamente grande de gases calientes y particulas
solidas, sin que se desarrolle una onda detonante, como lo menciona O’Mahony &
Wang, 2013.

De acuerdo con RENAR, 2001, la composicién de imprimacion ideal, consiste
en un compuesto quimico que sea simple, barato, facilmente disponible y
relativamente seguro de manipulacion, de granulacion uniforme que, cuando se
somete a un impacto, ocurra una descomposicion rapida y altamente exotérmica. El
unico compuesto que incluso se acerca a estas especificaciones es el
dinitrorresorcinato de plomo; sin embargo, es demasiado sensible a las condiciones
ambientales, por lo que en la practica, ningun compuesto quimico individual cumple

todos los requisitos de una imprimacion ideal.

Segun Heard, 2008, la mayoria de las municiones a nivel mundial son una
mezcla de compuestos que, aunque individualmente no son explosivos, se
sensibilizan entre si a la ignicion y a la combustion rapida. Estas mezclas estan
compuestas de uno o mas agentes detonantes iniciales, con agentes oxidantes,
combustibles, sensibilizadores y agentes aglutinantes. El efecto neto de las
adiciones es diluir el agente detonante inicial para convertir su descomposicion por
detonacion en combustion rapida. En algunos casos, una sola adicién puede tener
dos propasitos: por ejemplo, el sulfuro de antimonio actua como combustible y como
sensibilizador a la friccion, y la goma arabiga actia como combustible y agente
aglutinante. Los agentes oxidantes proporcionan oxigeno para apoyar la combustion



del combustible, dentro del pequefio espacio de la caja del cartucho. Los
combustibles son necesarios para prolongar la combustion el tiempo suficiente para
encender el propulsor. Las adiciones también pueden servir para aumentar el
volumen de gases, producidos por unidad de peso de composicion de imprimacion,
para evitar que los gases tengan una temperatura demasiado alta y para contribuir
con particulas solidas incandescentes, a los productos de descomposicién.

La velocidad de combustion, el volumen de gases, el peso de las particulas
sélidas producidas y la duracion de la llama son las principales influencias en el
funcionamiento eficiente de una composicion de imprimacion. Para una composiciéon
de imprimacion tipica de 0,15 g, el volumen de gases a temperatura y presion
ambiente es del orden de 1,5 centimetros cubicos. El porcentaje del peso
transportado como particulas incandescentes por los gases calientes variara con la
composicidn, pero puede estar en aproximadamente un 70 %, de acuerdo con Guy
& Pate, 1973; Heard, 2008; O’Mahony & Wang, 2013; Smyth Wallace, 2008.

En términos generales los cebadores para armas pequefias consisten en un
explosivo, un oxidante, un combustible y un friccionador, ademas otros compuestos
actuan como sensibilizadores y aglutinantes. Algunos de estos se muestran en la

Figura 3.

Ademas Heard, 2008, muestra que la cantidad de oxidante en la mezcla se
calcula para suministrar al menos suficiente oxigeno para la combustién completa
de la imprimacién; de lo contrario, podrian formarse productos de combustién que
sean dafiinos para el arma de fuego, asi como también puede existir mas de un
explosivo, oxidante, combustible y agente de friccion en una sola composicién de
imprimacion y a veces, se agrega un tinte como caracteristica de identificacion o

como una ayuda en la produccion.

Smyth Wallace, 2008, muestra que durante el afio 1805, se utilizé fulminato

de mercurio como base de la composicidon de imprimacion y, a partir de ese momento,



el sistema de percusion se convirti6 en las composiciones de imprimacién de
percusion de uso universal y altamente fiables de la actualidad. Este desarrollo que
comenzo6 en 1805 aun continua hoy, y los fabricantes son muy reacios a publicar
detalles de sus composiciones, pero como lo mencionan De Donato & Gutz, 2005 y
Vollset et al., 2019, la produccién de municiones con mercurio ha disminuido debido
al dafio ambiental que puede producir.

y
e azidas, fulminatos, compuestos diazo y compuestos nitro o nitroso; por
Explosivos ejemplo, plomo o azida de plata, fulminato de mercurio, estifnato de plomo,
TNTy PETN.

&

-
Oxidantes e nitrato de bario, clorato de potasio, diéxido de plomo y nitrato de plomo.

\_

-

U

e sulfuro de antimonio, goma ardbiga, siliciuro de calcio, nitrocelulosa, negro
Combustibles de humo, tiocianato de plomo y metales en polvo como aluminio, magnesio,
circonio o sus aleaciones.

Friccionadores e vidrio esmerilado y polvo de aluminio.

Sensibilizadores e tetraceno, TNT y PETN.

e goma arabiga, goma de tragacanto, cola, dextrina, alginato de sodio,

Aglutinan
glutinantes cemento de caucho y goma karaya.

Figura 3. Principales sustancias quimicas encontradas en la fabricacion de balas utilizadas en
municiones y armas de fuego. Tomado y resumido de Smyth Wallace, 2008.

Cabe destacar que los compuestos presentados en la Figura 3 no son los
unicos empleados en la fabricacion de municiones, ya que Dujay, 2003, utilizo la
técnica de SEM-EDX, para este analisis y detectd especificamente plomo, bario y
antimonio. Esto representa el comienzo para el estudio de la deteccidn y



caracterizacion de particulas pirotécnicas de residuos de reaccion (PRRP)
producidas por explosion o combustion.

Martiny, Campos, Sader, y Pinto 2008 realizaron su estudio en dos tipos de
municiones libres de plomo producidas en Brasil y comercializadas distintamente en
Europa y Estados Unidos. Los resultados indicaron que las municiones que se
vendian a Europa tenian estroncio como unico elemento detectado, mientras que las
que se vendian a Estados Unidos presentaban potasio, aluminio, silicio y calcio, por
lo que se concluyé que la identificacion de los residuos de disparo presentes en las
manos de los sospechosos se haria imposible sin la adicion de un marcaje metalico

distinto en la composicion del cartucho de la bala.

Mediante el uso de la técnica de microscopia electronica tiene la ventaja de
que la destruccion de la muestra es practicamente nula y la cantidad de metales
pesados encontrados es muy grande. La desventaja que presentan estos tipos de
estudio es el tiempo de medicion y que se trata de un analisis superficial que no logra
abarcar la muestra en su totalidad y por lo tanto no se puede distinguir fielmente, si
los residuos encontrados son de disparo o son residuos de otros componentes

encontrados en la escena del crimen, ni mucho menos su concentracion.

Por otro lado, Romolo y colaboradores, 2017 analizaron todo el arma de fuego
para la busqueda de estos residuos en casos especificos, ya que los metales que
mas se encuentran son plomo, bario y antimonio pero también se pueden encontrar
trazas de selenio, resultado de los productos de limpieza que se utilizan para borrar
cualquier evidencia que incrimine a una persona en especifico, por lo que este

analisis elemental proporciona informacion valiosa para recrear la escena del crimen.

Cuadro I. Caracteristicas fisicas de algunas balas segun su calibre. Resumido de RENAR: Registro
Nacional de Armas, 2001

. . Velocidad Alcance Alcance efectivo
Calibre Diametro (mm) Masa (g) Longitud (mm)
(m/s) maximo (m) (m)

22LR 5,67 - 5,70 2,77 - 2,80 11,70 - 11,90 350 1600 50




.25 Auto 6,35 - 6,38 3,15-3,35 11,70 - 12,00 250 900 30
.32 Auto 7,80 -7,83 4,35-4,40 1,50 - 11,70 325 1600 30
.380 Auto 9,00 - 9,03 5,75 -5,95 11,40 - 11,70 285 1500 35
9x18 mm 9,23 7,62 11,12 340 1500 25-40
9x19 mm 8,90 — 9,02 7,33 - 8,40 14,61 - 16,00 425 2800 50
.357 Magnum 9,05-9,10 5,80 - 11,70 16,10 — 17,38 490 2500 75
.38 SPL 9,03 -9,20 9,10 - 10,10 17,30 - 19,00 310 2500 50
.38 Corto 9,05-9,15 9,90 — 10,25 17,30 - 19,00 240 1800 50
.45 Auto 11,43 14,80 — 15,30 17,00 260 1400 25
7,62 x 39 mm 7,78 7,50 — 8,00 27,80 755 2500 300

Notas:
= LR: Long Rifle.

= Auto: del inglés Automatic Colt Pistol.

= Maédgnum: proviene de la casa fabricante S&W Magnum (Smith & Wesson).
= SPL: cartucho especial magnum.

= Corto: De su nombre en inglés “short”.

= Alcance mdximo: mayor distancia a la que puede viajar un proyectil disparado por un arma de fuego cuando el cafién ha sido posicionado en el angulo éptimo

Alcance efectivo: maxima distancia a la cual se espera que la bala sea letal.

1.2. Residuos de descarga de armas de fuego

Los gases, vapores y particulas formadas por la descarga de municiones en
un arma de fuego, se conocen colectivamente como residuos de descargas de
armas de fuego (FDR), residuos de disparos (GSR) o residuos de descargas de
cartuchos (CDR) (Figura 4).

Cualquier particula presente en la municion puede contribuir, junto con una
posible contribucién del arma de fuego en si. Cabe destacar que los residuos pueden
ser tanto de tipo organico como de tipo inorganico.
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Figura 4. Diagrama general de los residuos de disparo encontrados al disparar
una bala con un arma de fuego. Elaboracion propia

De acuerdo con Dalby et al., 2010 y Goudsmits et al., 2019, los componentes
inorganicos puedes provenir de la mezcla de imprimacion, copa, disco de sellado, la
caja del cartucho, los aditivos inorganicos del propulsor, el nucleo y la camisa de la
bala, los pigmentos que contienen metales en las lacas de colores, selladores,
lubricantes, trazas de impurezas inorganicas en cualquier componente y también de
la recamara, interior del canon, boca del arma de fuego, ademas de los residuos
inorganicos ya presentes dentro del arma de fuego antes de la descarga. En
generales, la principal fuente de residuos de descarga inorganicos son la bala y la

imprimacion.

Por otro lado, los componentes organicos provienen de la mezcla de

imprimacién, propulsor, selladores, lacas, lubricantes de la municion, y también
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lubricantes y desechos organicos ya presentes en el interior del arma de fuego antes
de la descarga, por lo que la principal fuente de residuos de vertidos organicos es el
propulsor, como menciona Goudsmits et al., 2019.

Los residuos que se encuentran en las descargas de armas de fuego, como
se observa en la Figura 4, de acuerdo con Castellanos et al., 2016 y Zeichner, 2012,
consisten en una mezcla heterogénea compleja, la cual es mayoritariamente material
particulado. El material particulado se puede detectar en un sospechoso, pero
también existe la posibilidad de que los productos vaporizados se adsorben en la
piel o en las superficies de la ropa.

De acuerdo con Smyth Wallace, 2008 y Castellanos et al., 2016, la descarga
de una municién en un arma de fuego va a producir alta temperatura y alta presion
durante un periodo corto de tiempo, el cual tipicamente es de 0,03 segundos desde
que el martillo o el percutor golpea el cebador hasta la bala o el disparo que sale de
la boca del cafion. Como resultado del periodo de tiempo y la naturaleza del proceso
de descarga, solo se produce una mezcla parcial de los componentes y esto explica
la naturaleza muy heterogénea de los residuos de la descarga de armas de fuego.

Cabe destacar que cuando se dispara una ronda de municion en un arma de
fuego, ademas del proyectil, se emiten residuos de descarga de arma de fuego,
principalmente desde la boca del caidn, pero también desde los huecos de los
cilindros, los orificios de expulsion y otras rejillas de ventilacién del arma de fuego,
Figura 1.

El analisis quimico de los granulos, de acuerdo con Zeichner, 2012 puede
proporcionar informacién util para fines de comparacion con municiones
sospechosas. Sin embargo, un aspecto importante que se debe tener en cuenta es
que un propulsor puede cambiar, tanto de color como de composicion quimica,
porque los revestimientos superficiales pueden explotarse o quemarse durante la

descarga y los granulos originales pueden no tener una composicion uniforme.
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1.3. Tipo de muestras analizadas

Se ha observado que el analisis de cada una de las partes de una municién,
asi como todo el casquillo, son importantes para la determinacion de residuos, ya
que cada uno podria proporcionar diferente informacion de residuos de metales

pesados, asi como también la pélvora lo hace.

Ahora bien, de acuerdo al Cuadro Il, con las muestras analizadas ademas de
residuos de disparo o inorganicos, también se pueden analizar tejidos histologicos,
como es el caso de Amadasi et al., 2014 y Grol3e Perdekamp, Nadjem, et al., 2011,
los cuales analizaron directamente los tejidos carbonizados de las victimas de
disparos; también Berryman et al., 2010 utilizaron muestras tomadas en heridas de
bala en costillas de cerdo con musculo intacto y en residuos encontrados a uno y a
seis pies de distancia realizadas con balas calibre .45 pulgadas. Freitas et al., 2012
emplearon, ademas de muestras tomadas de un revolver de calibre de .38 pulgadas
y pistolas de calibre de 9 y .40 pulgadas, tejidos de aproximadamente 2,25 cm?. En
todos los casos los metales que se detectaron fueron los mismos: plomo, bario y
antimonio, lo cual tiene mucho sentido ya que son los principales componentes del
material de las balas, ademas este tipo de muestras nos presentan la posibilidad que
tienen las técnicas para tratar tanto con muestras inorganicas como muestras de
tejidos e inclusive muchas veces con residuos de musculo, lo cual podria ser

interferencia para otras técnicas.

Cuadro Il. Analisis de metales pesados en muestra histologicas por diferentes
técnicas de deteccion y cuantificacion
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Metales
detectados

Matriz empleada

Técnica empleada

Referencia

Plomo,
bario y

antimonio

Tejidos carbonizados
de las victimas de

disparos

Microscopia electrénica
de barrido con rayos X
caracteristicos  (SEM-
EDX)

Amadasi, Borgonovo,
Brandone, Di
Giancamillo, y
Cattaneo, 2014

Muestras tomadas de
un revolver de calibre
de 0,38 pulg y pistolas
de calibre de 9y 0,40
pulg, ademas de
muestras de tejidos de
aprox. 2,25 cm?.

Espectrometria de
masas con plasma de
acoplamiento inductivo
(ICP-MS)

Freitas, Sarkis, Neto,
y Viebig, 2012

Tejidos carbonizados
de las victimas de

disparos

Microscopia electrénica
de barrido con rayos X
caracteristicos  (SEM-
EDX)

Grol3e  Perdekamp,
Nadjem, et al., 2011

Muestras tomadas en
heridas de bala en
costillas de cerdo con

musculo

Microscopia electrénica
de barrido con rayos X
caracteristicos  (SEM-
EDX)

Berryman, Kutyla, y
Russell Davis, 2010

La comparacién de metodologias en estos campos de investigacion siempre

son importantes para asegurar un buena deteccion de metales en las muestras, por

lo que Yanez et al., 2012, utilizaron espectrometria de masas con plasma de

acoplamiento inductivo (ICP-MS) vy espectrofotometria de absorcion atbmica con

horno de grafito (GFAAS) en muestras tomadas de las manos de tiradores y no

tiradores con municiones de dos marcas diferentes, de esta manera determinaron

metales caracteristicos como plomo, bario, antimonio, cobre, zinc y calcio, y lograron

diferenciar inclusive la marca de municion que se utiliz6 en algun crimen. Se

concluyé que la mejor técnica era la espectrometria de masas con plasma de
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acoplamiento inductivo (ICP-MS), ya que los niveles de deteccion y cuantificacion
eran mas bajos que con la espectrofotometria de absorcién atbmica con horno de
grafito (GFAAS).

También Cid y colaboradores, 2016, tomaron muestras de las manos de los
tiradores y analizaron estafio por la técnica de espectrofotometria de absorcion
atomica con horno de grafito (GFAAS). Como se conoce que su deteccion es dificil,
aplicaron un nuevo sistema de introduccion de muestras, el nebulizador de fluido
subcritico (ScFN), el cual combinado con la absorcion atomica mejord la

determinacidn de estafio inorganico en disoluciones acuosas.

En el caso de Costa y colaboradores, 2016 utilizaron la técnica de microscopia
electronica de barrido con rayos X caracteristicos (SEM-EDX) pero la cual comparé
con la técnica de espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-MS) para muestras que se tomaron directamente de una pistola y un revolver.
En su estudio emplearon municiones calibre 0,40 pulg para la pistola y 0,38 pulg
para el revolver y su analisis se enfocd principalmente en la cantidad de residuos
generados después de cada tiro hasta un maximo de 7 tiros, los resultados por
ambas técnicas mostraron que los metales presentes son hierro, plomo, bario y
antimonio, aunque por la técnica de espectrometria de masas con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-MS) se encontraron muchos residuos de hierro por lo
que se concluyd que la presencia de hierro se debe solamente al material de que
estan hechos cada una de estas y no especificamente era un residuo producto de la
detonacion de la misma, se observd que con esta técnica, ICP-MS, se puede obtener

mas informacion de la muestra.

Cabe destacar que las muestras no siempre son municiones, tejidos humanos
o de animales e inclusive aquellas que son tomadas directamente del arma de fuego.
En su estudio Roeterdink, Dadour, y Watling, 2004 analizaron, mediante la técnica
de espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS), este
tipo de residuos de metales directamente de las larvas de la mosca Calliphora dubia
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las cuales fueron extraidas de trozos de carne de vacunos contaminadas con
residuos de disparo. Se encontraron concentraciones altas de plomo, bario y
antimonio, comparando con grupos control. Ademas, se estudio si estos metales
eran bioacumulativos en las moscas y como resultado se observd que las
concentraciones disminuian conforme avanzaban las generaciones de las mismas,
lo cual se puede atribuir a que los residuos que se habian encontrado son
caracteristicos solamente de los residuos de disparo, lo cual podria brindar

informacion importante para un caso determinado.

1.4. Técnicas de analisis

El campo del analisis de residuos de disparo se encuentra actualmente en
constante cambio, la busqueda de nuevas tecnologias que sean rapidas, seguras y
poco costosas es el objetivo principal, ya que cada muestra es diferente y unica, por
lo que los limites de deteccion y cuantificacion de estos métodos deben ser a nivel
trazas y ultrazas, para lo cual se utilizan metodologias como microscopia electronica
de barrido con rayos X caracteristicos (SEM-EDX), cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC-MS), cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS), electroforesis capilar (CE),

técnicas electroquimicas, entre otras, las cuales se detallan a continuacion:

1.4.1. Microscopia electrénica de barrido con rayos X caracteristicos (SEM-
EDX)

De acuerdo con Stokes, 2008, la microscopia electronica de barrido es un tipo
de microscopio que logra producir imagenes de la muestra escaneando unicamente
la superficie de la misma con un haz de electrones. Los electrones interactuan con
los atomos de la muestra, produciendo una serie de sefiales que van a brindar
informacion importante sobre la topografia de la superficie y muchas veces también
de la composicion de la muestra. Ahora bien, Goldstein et al., 2018 mencionan que
el haz de electrones se combina con la intensidad de la sefal que se detecta en la

muestra para de esta manera generar una imagen, ademas en el modo SEM, el cual
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es el mas comun, los electrones secundarios emitidos por los atomos excitados por
el haz de electrones son detectadas por medio de un detector de electrones

secundario.

Como lo menciona E30 Committee, 2017, p. 30 en el campo de las ciencias
forenses, especificamente con muestras de residuos de disparo o inclusive en
materiales organicos, esta técnica es una de las mas utilizadas, ya que pueden

alcanzar resoluciones superiores hasta 1 nm, siempre en condiciones de alto vacio.

Como se observa en el Cuadro lll, la técnica de microscopia electronica de
barrido con rayos X caracteristicos (SEM-EDX) se utiliz6 para el analisis de
diferentes metales en los residuos de disparo y lo mas interesante que se aprecia es
la versatilidad de las matrices empleadas, como en los trabajos de Kara, Sarikavak,
Lisesivdin y Kasap (2016) y Brozek-Mucha (2009), son muestras tomadas
directamente del cuerpo de la persona que dispara, mientras que Brozek-Mucha y
Jankowicz (2001), Yilmaz, Tursucu, Uzunoglu y Korucu (2014) y Rijnders, Stamouli,

y Bolck (2010) utilizaron directamente la bala o lugares alrededor de su detonacion.

Cuadro lll. Anadlisis realizados en microscopia electrénica de barrido con rayos X
caracteristicos (SEM-EDX)

Metales detectados Matriz empleada Referencia
_ S | Municiones libres de plomo Fambro,
Bario, aluminio, silicio, potasio
. . Vandenbos,
y trazas de titanio, hierro y
Rosenberg, y
azufre
Dockery, 2017
Plomo, bario, antimonio, | Muestras tomadas de las manos de | Kara, Sarikavak,

aluminio, azufre, cobre, potasio

y magnesio

tiradores por medio del método de la

cinta especial

Lisesivdin y Kasap,
2016

Plomo y antimonio

Muestras de bala (cartucho, casquillo,

nucleo y pélvora)

Yilmaz, Tursucu,
Uzunoglu y Korucu,
2014
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Metales detectados Matriz empleada Referencia

Plomo, bario, antimonio, titanio

Muestras de siete lugares diferentes, | Rijnders, Stamouli, y
alrededor del origen del disparo (a | Bolck, 2010

y zinc _ : ,

diferentes distancias) y del arma.

Muestras las toman tanto de las | Brozek-Mucha,
Plomo, antimonio y bario manos de la persona que dispara, | 2009

como de la ropa en diferentes areas

Plomo, bario y antimonio

Trozos de aluminio con pestafas | Brozek-Mucha
adhesivas de carbono negro Jankowicz, 2001

Estroncio, potasio, aluminio, | Trozos de aluminio con pestafas | Brozek-Mucha

silicio y calcio adhesivas de carbono negro Jankowicz, 2001

Plomo,

antimonio llamado gatillo

estroncio, bario y | Disparador del arma, comunmente | Harris, 1995

Otra de las partes del arma que se estudia poco por esta técnica de
microscopia es directamente el disparador o comunmente conocido como el gatillo,
en donde se coloca el dedo para accionar el arma y provocar un disparo. Harris,
1995 analiza principalmente plomo, el cual es toxico por bioacumulacion. Antes de
disparar el unico metal encontrado fue estroncio, sin embargo, después de disparar
se encuentran bario, antimonio y plomo. Esto mismo lo estudian Fambro, Vandenbos,
Rosenberg, y Dockery, 2017 los cuales analizaron municiones libres de plomo y por
esta técnica logran la deteccion de bario, aluminio, silicio, potasio y trazas de titanio,
hierro y azufre; en esta ocasion no se detecto la presencia de plomo, ya que este
metal se encuentra principalmente en el nucleo de la bala y sale expulsado durante

la reaccidn de explosion.

Metales como el plomo y el antimonio fueron estudiados por Melo, Martiny, y
Pinto, 2014 quienes emplearon, ademas de la microscopia electrénica de barrido
con rayos X caracteristicos (SEM-EDX), la microscopia electronica de transmision
(TEM) para municiones de diferentes calibres producidas en Brasil, en donde la gran
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capacidad de aumento de esta segunda técnica, confirmo la presencia de particulas
nanomeétricas que generaron patrones de difraccion especificos para el 6xido de
plomo, ademas se determind que el bario no es un elemento muy comun encontrado
en estas nanoparticulas.

La aparicion de falsos positivos en el analisis de residuos de disparo es muy
comun, por lo que las metodologias empleadas deben prevenir este tipo de resultado.
Aksoya, Akmana, Erguna, Uzekb, y Aydinc, 2013 en su estudio determinaron
antimonio, por medio de espectrofotometria de absorcién atomica con horno de
grafito (GFAAS), en quince tipos diferentes de cintas adhesivas empleadas en
escenas del crimen, para el muestreo de residuos de disparo y propusieron un
meétodo sencillo, selectivo, barato y rapido para el antimonio que combina la
metodologia de espectrofotometria de absorcion atomica con horno de grafito
(GFAAS) y la microscopia electronica de barrido con rayos X caracteristicos (SEM-
EDX).

1.4.2. Espectroscopia de emision o6ptica con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-OES)

La técnica de espectroscopia de emision Optica con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-OES) es una herramienta analitica para la determinacion de metales,
simple, rapida debido a su alta sensibilidad y versatilidad. De acuerdo con
McClenathan et al., 2006, es una de las técnicas mas empleadas para la
determinacién de diferentes elementos quimicos, utilizando plasma acoplado
inductivamente para de esta manera producir atomos e iones excitados, los cuales
van a emitir radiacion electromagnética en longitudes de onda que son
caracteristicos. Lee, 2018, menciona que el plasma es una fuente de gas ionizado a
alta temperatura, la cual puede alcanzar desde los 6000 K a 10000 K. Cabe destacar
que la intensidad de las emisiones a diferentes longitudes de onda es proporcional

a la concentracién de los elementos dentro de la muestra.

Vanini et al., 2015 la emplearon y determinaron las condiciones optimas para

la deteccion y analisis de metales como plomo, bario y antimonio principalmente en
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municiones disparadas por un revolver 0,38 pulgadas, por medio de un estudio de
tres variables diferentes como son potencia de radiofrecuencia, flujo de gas
nebulizador y tasa de aspiracion.

En este mismo campo Halim, Safian, Elias, y Shazali, 2013, analizaron los
residuos obtenidos de las manos de personas que dispararon un arma de fuego que
fueron recolectados en tres eventos diferentes: antes de disparar el arma, después
de disparar el arma y finalmente lavando las manos de las personas y tomando la
muestra, los resultados determinaron altas concentraciones de plomo, bario y cobre
e inclusive se observd que la concentracion de plomo siempre se mantuvo después
de disparar y después de limpiar la mano del disparador, por lo que esta técnica
seria muy util para ayudar a la policia o investigador forense cuando se trate de
casos de crimenes con arma de fuego. Asi mismo Herrera Castillo, 2011, en su tesis
de licenciatura utiliza esta técnica para el analisis de estos mismos metales en las
manos de personas que dispararon armas de fuego, obteniendo buenos resultados
para el plomo y el bario, mas no asi para el antimonio, ya que los limites de deteccién
son menores. Se demostro también que las muestras, al ser tratadas en medio acido,
son estables en un periodo de 6 meses sin que exista la absorcion de metales por
parte de los tubos de propileno empleados para contener las muestras.

Asimismo, Motta y colaboradores, 2015, Vanini y colaboradores, 2014, por
medio de un método colorimétrico basado en la reaccion de Feigl-Suter, analizaron
las larvas de moscas Chrysomya albiceps. Comparando con los obtenidos por medio
de la técnica de espectroscopia de emision Optica con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-OES), consiguié determinar residuos de plomo, bario y antimonio en
ambos casos, pero con el ICP-OES la sensibilidad fue mayor.

Otra técnica derivada de estas, es la espectrometria de masas con fuente de
plasma de acoplamiento inductivo con multiples colectores (MC-ICP/MS), la cual de
acuerdo con Lin et al.,, 2016 y Yang, 2009, esta técnica combina una fuente de
plasma de acoplamiento inductivo (ICP), un filtro de energia, un analizador de sector
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magnético y multiples colectores para la medicion de iones. Los iones se producen
al introducir la muestra en el plasma de acoplamiento inductivo que elimina los
electrones creando asi iones cargados positivamente. Estos iones se aceleran a
través de un gradiente de potencial eléctrico y se enfocan en un haz a través de una
serie de rendijas y placas cargadas electrostaticamente. Este haz de iones luego
pasa a través de un filtro de energia, lo que da como resultado un espectro de
energia constante en el haz de iones y luego a través de un campo magnético donde
los iones se separan en funcion de su relacion masa/carga. Zeichner, Ehrlich,
Shoshani, y Halicz 2006, utilizaron esta técnica para examinar la variabilidad de las
composiciones isotopicas de plomo en balas y cartuchos de bala. Las muestras
fueron municiones de plomo de calibre 0,22 pulgadas y municiones de chaqueta de
metal Luger de 9 mm con pistolas semiautomaticas. Demostraron que el analisis de
la composicién isotdpica de plomo puede brindar evidencia en la investigacion, de
determinados escenarios de incidentes de tiro.

Otra de las técnicas utilizadas es la espectrofotometria de absorcidon atomica
con horno de grafito (GFAAS), la cual de acuerdo con Aliste & Chavez, 2016, es un
tipo de espectrofotometria que utiliza un horno recubierto de grafito para vaporizar
la muestra, la cual se basa en el hecho de que los atomos libres absorberan luz a
longitudes de onda caracteristicos del elemento de interés, los cuales se van a
producir en una muestra mediante la aplicacion de altas temperaturas. Ademas
Ozbek & Ozcan, 2016, mencionan que las muestras se depositan en un pequefio
tubo de grafito que luego se puede calentar para vaporizar y atomizar los analitos de
interés. Gagliano-Candela, Colucci, y Napoli, 2008, emplearon esta técnica para el
analisis de plomo presente en agujeros de bala producidos en blancos de prueba
con un revolver Colt 38 a diferentes distancias entre 5 y 100 cm, lo que dio como
resultados algoritmos especificos para este metal y determinar la distancia del

disparo de acuerdo al area y concentracion del mismo.

1.4.3. Espectroscopia Raman de superficie mejorada (SERS)
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La Espectroscopia Raman de superficie mejorada (SERS), de acuerdo con
Baia et al., 2008, es una técnica que ofrece incrementos de érdenes de magnitud en
la intensidad de la sefal, superando las sefiales obtenidos por la técnica Raman
convencional, los factores de mejora pueden ser tan altos como 10" - 10", lo cual
es suficiente energia para permitir incluso la deteccion de una sola molécula

utilizando esta técnica.

La mejora tiene lugar en una superficie de metal que tiene una rugosidad a
nanoescala, y son las moléculas adsorbidas en esa superficie, las que pueden
experimentar una mejora. Los metales tipicos que se utilizan son el oro o la plata; la
preparacion de la superficie puede realizarse mediante desgaste electroquimico,
recubrimiento metalico de un sustrato nanoestructurado o deposicion de
nanoparticulas metalicas (a menudo en forma coloidal), como lo expone Lombardi &
Birke, 2008.

Esta técnica fue utilizada por Panarin, Khodasevich, Gladkova, y Terekhov
2014, para la determinacion de antimonio, mediante un complejo con fenilfluorona
(Sb-PhF), lo cual da como resultado una metodologia rapida y altamente sensible
para el analisis de metales en residuos de disparo.

Otras de las técnicas utilizadas para el analisis de residuos de disparo son la
espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICPMS) vy
microespectroscopia Raman, la cual de acuerdo con Huang et al., 2010, esta es una
técnica de analisis quimico la cual es no destructiva y va a proporcionar informacion
de la estructura quimica, fase y polimorfia cristalina e inclusive las interacciones
moleculares en la muestra. La técnica Raman, como menciona Pawlyta et al., 2015,
se basa en la dispersion inelastica de fotones, la cual utiliza una fuente de luz
monocromatica (laser en el rango visible, infrarrojo cercano o UV). Esta luz va a
interactuar con las vibraciones moleculares, lo que provoca un cambio de energia
referente a la muestra y esta es la que proporciona informacion sobre los modos

vibratorios del sistema.
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Abrego et al., 2014, utilizaron estas técnicas para el analisis de residuos de
disparo en muestras de municiones sin plomo, detectaron metales como cobre, zinc,
estafo, circonio, estroncio, aluminio y titanio por SLA-ICPMS, mientras que por
Raman se detectaron algunos compuestos organicos como 1,3-dietil-1,3-difenilurea
(Figura 5.a), difenilamina (Figura 5.b) o sus derivados nitrados, los cuales son
propios de este tipo de residuos.
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@ (b)

(a)

ZT

Figura 5. Estructura esquelética de (a) 1,3-dietil-1,3-difenilurea y (b) difenilamina

De acuerdo al Cuadro IV, la técnica de microfluorescencia de rayos X es una
de las técnicas de analisis elemental que se basa en los mismos principios de
fluorescencia de rayos X, la cual exponen rayos X de onda corta o también rayos
gamma, que pueden producir la ionizacion de los atomos que componen el material.
Carpenter, 1989; Kanngielder et al., 2003, indican que la ionizacion consiste en la
expulsion de uno o mas electrones del tipo de atomos que compone el material,
ademas este tipo de rayos pueden ser suficientemente enérgicos como para
expulsar también electrones fuertemente retenidos de los orbitales internos del
atomo. También, Aden, Monte C. Nichols, et al., 2019, mencionan que la energia se
libera en forma de foton, y que es igual a la diferencia de energia de los dos orbitales
involucrados, por lo que el material emite radiacion, que corresponde a la energia

caracteristica de los atomos presentes.
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En el campos de las ciencias forenses Grolte Perdekamp, Arnold, et al., 2011,
analizaron muestras tomadas tanto de los orificios de entrada de diferentes tipos de
balas, asi como de los orificios de salida de las mismas, utilizando
microfluorescencia de rayos X; ya que estos residuos podrian encontrarse en mayor
cantidad a la salida o en el trayecto y no en la entrada de la bala; ademas, se
ayudaron con una camara de movimiento de alta velocidad, la cual demostr6 que en
el corto periodo del trayecto de la bala, la cavidad se extiende desde la entrada a la
salida facilitando la acumulacién de residuos en su trayectoria y, se encontraron
residuos de plomo, bario y antimonio. Charpentier y Desrochers, 2000, analizaron a
diferentes distancias del objetivo, muestras tomadas del iniciador del arma libre de
plomo y determinaron que esta metodologia brinda una buena deteccidén vy
cuantificacion de residuos de estroncio en el blanco hasta una distancia de 45 cm.
Por ultimo, Brazeau y Wong, 1997, analizaron la ropa del tirador y la victima, asi
como tejido humano y lograron detectar residuos de plomo, antimonio y bario
provenientes del casquillo de la bala, cobre y zinc usualmente de la bala y el hierro

posiblemente del caindn del arma utilizada.

Cuadro IV. Analisis de metales pesados en residuos de disparo mediante la técnica
de microfluorescencia de rayos X

Metales detectados Matriz empleada Referencia
. Muestras tomadas tanto de
Plomo, bario y o
. _ los orificios de entrada como | Grol3e Perdekamp, Arnold,
antimonio

de salidos de diferentes | etal., 2011

tipos de balas

Muestras tomadas  del .
Charpentier y Desrochers,

Estroncio iniciador del arma libre de
2000
plomo
Plomo, bario y | Ropa del tirador y victima,

, ) . . Brazeau y Wong, 1997
antimonio asi como tejido humano
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Esta técnica, al igual que la microscopia electrénica de barrido con rayos X
caracteristicos (SEM-EDX), presenta versatilidad en las muestras que se pueden
emplear en los diferentes analisis y la poca interferencia por parte de los demas
componentes de la matriz, debido a la especificidad y sensibilidad de la sefal

analizada.

1.4.4. Técnicas empleadas en muestras bioldgicas

En la deteccion de residuos de disparo, también son importantes las muestras
biolégicas de fluidos corporales, como por ejemplo la mucosa nasal de los
sospechosos. Merli, Brandone, Amadasi, Cattaneo y Profumo, 2016 aplicaron la
técnica del analisis instrumental de activacion de neutrones (INAA) para la
determinacién de residuos de antimonio, plomo y bario. En su estudio determinaron
que, al tratar con este tipo de muestras, se cuenta con un lapso de tiempo de 6 horas
aproximadamente, sin que se pierdan los residuos de disparo, lo cual puede ser

prometedor para un futuro en este campo de estudio.

Como se observa en el Cuadro V, las técnicas empleadas por los diferentes
autores son solo para identificar analitos, ya que por el fundamento de las mismas

no se logra cuantificar la cantidad del metal encontrado.

Cuadro V. Analisis de residuos de disparo en muestras biolégicas por medio de
técnicas de identificacion

Metales )
Matriz empleada Técnica empleada Referencia
detectados

. ) Tomografia
Plomo, bario | Treinta muestras de . .
. _ . _ computarizada, Amadasi et al.,
y antimonio | costillas de bovino . .
) resonancia magnética y | 2014
carbonizadas . ] .
radiografias digitales
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Cuerpos de personas

a quienes les Técnicas de rayos X Thali et al., 2003
dispararon
Tomografias _
. . Stein, Bahner,
Muestras de piel de | computacionales y .
. Merkel, Ain, y
cerdo reconstrucciones

Mattern, 2000
tridimensionales

En todas las muestras los metales fueron siempre los mismos: plomo, bario y
antimonio, ya que estos son los metales mas abundantes en estos tipos de residuos,

como ya se ha mencionado anteriormente.

Al igual que en todos los campos de analisis, el muestreo requiere mucho
estudio y un arduo trabajo para no danar la muestra y preservarla hasta su momento
de analisis, tal es el caso de estudio de Sarkis, Neto, Viebig, y Durrant, 2007, quienes
utilizaron hisopos impregnados con acido etilendiaminotetraacético (AEDT) para la
recoleccion de residuos de revolver calibre 0,38 pulgadas y la cuantificacion
principalmente de metales como plomo, bario y arsénico en concentraciones
mayores a 1 mg-L"', por lo que se pueden preservar las muestras al formar
compuestos de coordinacion tipo quelatos. En este caso en particular la muestra se
analizé por espectrometria de masas de campo sectorizado de alta resolucién con
plasma de acoplamiento inductivo (SF-HR-ICP-MS), la cual de acuerdo con Lin et
al., 2016; Yang, 2009, presenta el mismo funcionamiento de la espectrometria de
masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP), pero la diferencia
radica en la fuente de energia, ya que el filtro de puede modular de acuerdo a las
necesidades propias de la muestra. Sarkis et al., 2007
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1.5. Técnicas electroanaliticas

Entre las técnicas mas prometedoras para este tipo de residuos, estan las
técnicas electroquimicas, que permiten limites de deteccion y cuantificacion

realmente bajos.

1.5.1. Voltamperometria de pulso

Las técnicas de voltamperometria de pulso, de acuerdo con Joseph Wang,
2000, tiene como objetivo fundamenta el reducir los limites de deteccion de las
medidas voltamperométricas realizadas. Al aumentar la relacién entre las corrientes
faradaicas y no faradaicas, estas técnicas permiten una cuantificacién hasta el nivel
de concentracion de 10 mol/L, como lo menciona Bago@kii, 2006. Ademas las
técnicas modernas de pulso han cambiado y suplantado en gran medida a la
polarografia clasica en el campo del electroanalisis.

Como lo explican Bard & Faulkner, 2001, estas técnicas de pulso se basan en
un experimento de paso de potencial de corriente muestreado. Se aplica al electrodo
de trabajo una secuencia de potenciales, cada uno con una duracién de
aproximadamente 50 ms. Después de que se escalona el potencial, la corriente
capacitiva decae mas rapidamente, por lo que la corriente se muestrea antes y
después del pulso, por lo que la corriente neta es la diferencia entre los dos puntos

de muestreo.

La diferencia entre las diversas técnicas voltamétricas de pulsos rige en la

forma de onda de excitacion y el régimen de muestreo.

1.5.1.1. Voltamperometria de pulso diferencial (DPV)



27

La voltamperometria de pulso diferencia es una de las técnicas mas utiles y
se emplea para el analisis de muestras a niveles traza o ultratraza de especies
organicas e inorganicas. En esta técnica, de acuerdo con Bard & Faulkner, 2001, los
pulsos de magnitud fija, superpuestos a una rampa de potencial lineal, se aplican al
electrodo de trabajo en un momento antes del final de la medicion, tal como se
esquematiza en la Figura 6. Se realiza un doble muestreo de la corriente: antes de
la aplicacién del pulso y de nuevo al final del pulso. Instrumentalmente, la primera
corriente se resta de la segunda, y esta diferencia de corriente se traza frente al
potencial aplicado.

Ss-se _soms. !
E 0 Je=—__ae
- T
L~
Tiempo

Figura 6. Sefal de excitacion para la técnica de voltamperometria de pulso
diferencial. Imagen tomada y traducida de Joseph Wang, 2000

El voltamperograma de pulso diferencial que resulta va a constar de sefnales
de corriente en forma de pico cuya altura es directamente proporcional a la
concentracion de los analitos correspondientes. Ademas, el potencial al cual aparece
esta sefal o pico se utiliza para la identificacion de cada uno de los analitos en
estudio.

La respuesta en forma de pico de las mediciones de pulso diferencial da como
resultado una resolucion mejorada entre dos especies con potenciales redox
similares. En diversas situaciones, se pueden medir picos separados por 50 mV, la
cual depende no sélo de los correspondientes picos potenciales sino también de las
anchuras del pico. La respuesta en forma de pico, junto con la corriente de fondo
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plana, hace que la técnica sea particularmente util para el analisis de mezclas.
Segun menciona Joseph Wang, 2000, ademas de las mejoras en la sensibilidad y la
resolucion, la técnica puede proporcionar informacién sobre la forma quimica en la

que aparece el analito.

1.5.1.2. Voltamperometria de onda cuadrada (SWV)

Por otro lado, la voltamperometria de onda cuadrada, a diferencia de la
técnica de DPV, tiene la ventaja de ser mas versatil, ya que este presenta una
combinacion entre algunos aspectos de varios métodos de voltamperometria de
pulso, incluida la supresion de fondo y la sensibilidad de la voltamperometria de
pulso diferencial. También ofrece acceso a una gama mas amplia de escalas de
tiempo que las que se pueden lograr con cualquiera de las técnicas polarograficas
de pulsos, como lo menciona Joseph Wang, 2000.

De acuerdo con Bard & Faulkner, 2001 esta técnica presenta gran amplitud
en la que una forma de onda compuesta de una onda cuadrada simétrica,
superpuesta a un potencial de escalera base, la cual se aplica al electrodo de trabajo.
La corriente se muestrea dos veces durante cada ciclo de onda cuadrada, una vez
al final del pulso directo y una vez al final del pulso inverso, Figura 7. Dado que la
amplitud de modulaciéon de onda cuadrada es muy grande, los pulsos inversos
provocan la reaccion inversa del producto (del pulso directo). La diferencia entre las
dos medidas se traza frente al potencial de la escalera base
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Figura 7. Sefal de excitacion para la técnica de voltamperometria de pulso
diferencial. Imagen tomada y traducida de Joseph Wang, 2000

El voltamperograma en forma de pico resultante es simétrico con respecto al
potencial de media onda y la corriente de la sefial es proporcional a la concentracion.
Ademas, presenta una excelente sensibilidad que se debe a que la corriente neta es
mayor que los componentes directo o inverso (ya que es la diferencia entre ellos); la
sensibilidad es mayor que la de la polarografia de pulsos diferencial (en la que no se
utiliza la corriente inversa).

La comparacion de la voltamperometria de pulso diferencial y de onda
cuadrada para casos reversibles e irreversibles indicé que las corrientes de onda
cuadrada son 4 y 3.3 veces mas altas, respectivamente, que la respuesta de pulso
diferencial analoga, esto debido a que al restar una corriente positiva y una corriente
negativa al final se suman en una corriente mayor, de acuerdo con Joseph Wang,
2000.

Como se nota en el Cuadro VI, las técnicas electroanaliticas se pueden
emplear en gran cantidad de muestras y a algunos se les pueden realizar
modificaciones para mejorarlas. Kovaleva et al., 2001, incrementan la deteccion de
bario al emplear una pelicula delgada de plata en el electrodo de carbon vitreo. Al
emplear peliculas delgadas de diferentes metales como bismuto, oro y mercurio a

electrodos solidos como el de carbdn vitreo, se mejora la sensibilidad del mismo,
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ademas, aumenta la ventana de potencial, logrando de esta manera una mejor
deteccion y cuantificacion de los residuos de metales pesados que se oxidan o
reducen a potenciales superiores a los 2,0 V.

Por otro lado, Erden y colaboradores, 2011, ademas de las técnicas
electroanaliticas empleadas, compararon sus resultados con la técnica de
espectrofotometria de absorcion atomica con horno de grafito (GFAAS) y obtuvieron
mayor sensibilidad por los métodos electroquimicos, ya que las sefales obtenidas
son mucho mas confirmatorias que por el método de espectrofotometria de
absorcion atdmica con horno de grafito (GFAAS), debido a las pocas interferencias

instrumentales que se podrian tener, como es la contaminacién cruzada.

Uno de los aportes mas importante de estas técnicas lo mostré O’Mahony
et al., 2012, quienes propusieron que estos dispositivos podrian ayudar en forma
rapida y segura, la toma de muestras y la deteccidn in situ, de estos metales en
manos y ropa de delincuentes, lo que favorece la toma de muestras, ya que se
eliminaria el proceso de disolver la muestra en algun disolvente, la pérdida de
muestras a bajas concentraciones al tomar la muestra directamente con el electrodo,

esto facilitaria el analisis y se disminuirian las pérdidas en gran medida.

En los residuos de disparo no solo se encuentran metales pesados como los
que se han mencionado, también se encuentran residuos organicos producto de la
detonacién como son dinitroglicerina, dinitrotolueno, nitrodifenilamina, nitrobenceno,

entre otros.

En el Cuadro VI se muestran varias técnicas electroquimicas para la
deteccion y cuantificacion de diferentes componentes organicos propuestos por

varios autores y en el
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Cuadro VIl se muestran varias técnicas electroquimicas para la deteccion y

cuantificacion de diferentes componentes organicos propuestos por varios autores.

La ventaja que presentan estas técnicas para el analisis de componentes organicos

es la gran cantidad de analitos que se pueden detectar en una sola corrida. Las

diferentes matrices son un punto crucial en estos analisis, lo cual brinda una ventana

bastante amplia de donde se pueden obtener las muestras.

Cuadro VI. Analisis de residuos de disparo, principalmente metales pesados por técnicas
electroanaliticas de diferentes matrices.

Metales

. Técni I Ref .
detectados Matriz empleada écnica empleada eferencia
Muestras tomadas de las MICI’OS'C(-)pIa .
manos  de ersonas ue electronica de barrido
. . P g con rayos X | O’'Mahony, Samek,
Plomo, bario | estuvieron en contacto con - . .
antimonio | aladn arma de fuego. tanto caracteristicos (SEM- | Sattayasamitsathit, vy
y g g0, EDX) y voltametria de | Wang, 2014
antes como después del .
disparo resolucion en onda
P cuadrada (SWV)
Plolmo, . Muestras tomadas en las Sensores de carbon O'Mahony, Windmiller,
antimonio y manos y ropa de delincuentes | microfabricados Samek, Bandodkar, y
cobre yrop Wang, 2012
Muestras de revélver de 0,38
pulgadas, escopeta de accion
de bomba calibre 0,12
PIom.o, bgrlo pulgadas, rifle de repeticion .de Microelectrodo de oro | Salles, Naozuka, y
y antimonio | 0,38 pulgadas y rifle ,
. e . desnudo Bertotti, 2012
semiautomatico de calibre 0,22
pulgadas, ademas de seis
marcas de municiones
diferentes.
Voltamperometria de
Plomo y | Muestras preparadas en | adsorcion catédica de | Erden, Durmus, y Kilig,
antimonio laboratorio impulso diferencial | 2011
(DPCAdSV) y onda
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Metales Matriz empleada Técnica empleada Referencia
detectados
cuadrada por adsorcion
catodica (SWCAdSV)
Muestras tomadas de las|Gota colgante de|De Donato y Gutz,
Plomo . .
manos de los tiradores. mercurio 2005
.| Mcintire 'y Dewald,
Bario Muestras de balas o tomadas E’Iectrodo de. carbon 2001;
: vitreo con diferentes
de las manos de los tiradores eliculas delaadas Kovaleva, Gladyshev, y
P g Chikineva, 2001
Plomo y | Muestras preparadas en Volftampe%r'ometll'la_ de Woolever y Dewald,
: . redisolucion anddica de
bario laboratorio . : 2001
pulso diferencial
Voltamperometria por
gdsorC|on cgtodlcg por Briner, Chouchoiy,
Antimonio Muestras preparadas en | impulsos diferenciales Webster Popham
laboratorio (DPCAdSV) vy onda 1985 Y P ’

cuadrada por adsorcion
catodica (SWCAdSV)

Cuadro VII. Analisis de residuos organicos de disparo por medio de diferentes técnicas

Metales detectados

Matriz empleada

Técnica
empleada

Referencia

Particulas

macroscopicas tanto en

Espectroscopia

Lopez-Lopez,

Fourier (FT-NIR)

difenilamina y las municiones como en Raman de | Merk, Garcia-
1,3-dietil-1,3-difenilurea los residuos superficie Ruiz, y Kneipp,
mejorada (SERS) | 2016
encontrados en ropa
Espectrofotometria
Componentes  organicos Tiros a distintas en infrarrojo Sarraguca et al.,
con enlaces C—H, N-H, distancias cercano con 2016
O-Hy S-H transformada de
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Metales detectados Matriz empleada Tecnica Referencia
empleada
Cromatografia
32 compuestos oradnicos Muestras preparadas en | liquida de alta| Taudte et al,
P g laboratorio resolucién (HPLC) | 2015
con detector UV
Muestras de revolver de
0,38 in, escopeta de
1,3-dietil-1,3-difenilurea, | 2cCioN de bomba de ,
: o calibre 12, rifle de | Cromatografia de
2-nitrofenilamina, repeticion de 0,38 in ases acoplada a Moran y  Bel,
4-difenilamina, dimetilftalato | .~ ! Y19 P 2014

y difenilamina

riffe semiautomatico de
calibre 0,22 in, ademas

masas (GC-MS)

de seis marcas de
municiones diferentes.
2,4-dinitrotolueno,
1,3-dietil-1,3-difenilurea, Muestras de seis

1,3-

municiones distintas vy

Espectroscopia

Lopez-Lopez,

bis(metilamino)propano, 2- | muestras con | . . Delgado, y
e . . infrarroja de efecto , .
nitrodifenilamina, interferencias como Garcia-Ruiz,
e . . Raman
4-nitrodifenilamina, arena, sangre o inclusive 2012
difenilnitrosamina tinta de boligrafo.
y difenilamina
Muestras de cartuchos Cromatografia de | Weyermann,
- gastados  encontrados .
43 compuestos organicos en las escenas del gases acoplada a | Belaud, Riva, y
. masas (GC-MS) Romolo, 2009
crimen
difenilamina
e A e Cromatografia Laza, Nys,
1,3-dietil-1,3-difenilurea, liquida acoplada a | Kinder, Kirsch-

difenilnitrosamina,
2-nitrodifenilamina,
4-nitrodifenilamina y
1,1-difenil-2-metilurea

Muestras tomadas en las
manos de los tiradores

espectrometria de
masas en tandem
(LC-MS/MS)

De Mesmaeker,
y Moucheron,
2007

Las metodologias anteriores presentan

la limitante de analizar

los

componentes inorganicos, como los metales pesados, separados de los organicos,

ya que las muestras tanto de las municiones como las tomadas de las manos de los

tiradores presentan ambos tipos de componentes. Por esta razon Evans-Nguyen et

al. (2016), por medio de la técnica de plasma acoplado por microondas hacia un
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espectrometro de masas de trampa de iones analizaron rapidamente y sin
tratamiento previo, muestras de residuos de disparo para determinar componentes
como 1,3-bis(metilamino)propano, cromo, cobre, hierro, magnesio, manganeso,

silicio, titanio y zinc simultaneamente.

Por otro lado, Cruces-Blanco, Gamiz—Gracia, y Garcia-Campania, 2007, por
medio de electroforesis capilar (CE) analizaron muestras de residuos de disparo y
de tintas y colorantes, para presentar una forma mucho mas rapida de analisis de
metales como hierro, bario, calcio, magnesio, aluminio, niquel, zinc, plomo y cobre,
ademas de compuestos organicos como dimetilftalato, dinitrotolueno, dietilftalato,
difenilamina, 1,3-bis(metilamino)propano, 1,3-dietil-1,3-difenilurea y dibutilftalato,
siendo esta una de las técnicas mas nuevas y con mayor numero de compuestos

simultaneos reportados al mismo tiempo.

De la misma forma, Bernal Morales y Revilla Vazquez, 2004, utilizaron esta
técnica para el analisis de 11 componentes organicos como nitroglicerina,
dinitrotolueno, metilftalato, etilftalato, difenilamina entre otros, ademas, por la técnica
de espectroscopia de absorcion atédmica electrotérmica se analizaron 10
componentes inorganicos como plomo, bario, antimonio, cobre, zinc, niquel, hierro,
etc. Al comparar las metodologias se logré asegurar que la electroforesis capilar es
una metodologia muy util y ademas rapida para este tipo de analisis, y se obtuvieron

resultados similares.

Finalmente, Vuki, Shiu, Galik, O’'Mahony y Wang, 2012, son los primeros en
proponer un método electroquimico para el analisis simultaneo de componentes
organicos e inorganicos Yy utilizaron la técnica de voltamperometria ciclica (CV) y la
voltamperometria de separacion de onda cuadrada ciclica (CSWV), y detectaron
compuestos propulsores comunes, tales como nitroglicerina y dinitrotolueno, junto
con los constituyentes de metales pesados como antimonio, plomo, zinc y bario, lo

cual es una ventaja sobre cualquiera de las otras técnicas, ya que se utiliza una sola
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una técnica y se presenta una metodologia a menor costo y mas rapida que cualquier

otra, con menos cantidad de desechos generados.

Finalmente, el objetivo de esta investigacion es disponer de metodologias
electroanaliticas rapidas, confiables, de bajo costo y con poco tratamiento de
muestra para el analisis de componentes inorganicos como antimonio, bario, plomo
y algunos compuestos organicos como por ejemplo nitroglicerina, 2,4-dinitrotolueno
y difenilamina presentes en residuos de disparo mediante el uso de electrodos
sdlidos modificados, asi como también electrodos serigrafiados de carbon
modificados con peliculas delgadas de diferentes metales como bismuto y oro para

mejorar la sensibilidad.
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Capitulo 2.

Seccion Experimental

En esta seccidén se menciona todo el procedimiento utilizado para el desarrollo
de las diferentes técnicas electroanaliticas utilizadas en este trabajo, asi como la
preparacion de los electrodos (solidos y serigrafiados) y también la preparacion de
las diferentes peliculas delgadas de diferentes metales para el analisis de residuos

de disparo.

1.6. Reactivos y Equipo

1.6.1. Electrodos sélidos y serigrafiados

Se utilizaron electrodos sélidos de carbdn vitreo para voltamperometria de 3,0
mm de diametro de la marca Basi® junto con un soporte de celda C-3 de la misma
marca, este soporte es una caja de Faraday con una placa de agitacion y purga de
nitrogeno a través del programa de control propio del equipo.

También, se utiliz6 un potenciostato Autolab PGSTAT128N vy el software
NOVA (Version 2.1.4) (Metrohm USA, Inc.). Los electrodos serigrafiados comerciales
(Dropsens 110) utilizados para fabricar los sensores electroquimicos consisten en
un electrodo de trabajo de carbono (4 mm de diametro), un contraelectrodo de
carbono y un electrodo de pseudo-referencia de Ag/AgCl. Los valores de pH se

midieron con un medidor de pH Mettler Toledo FiveEasy F20.
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1.6.2. Disoluciones patréon

Se adquirieron disoluciones estandar de nitroglicerina (NG) (0,1 mg-mL™" en
etanol) y 2,4-dinitrotolueno (2,4-DNT) (1000 g-mL-! en metanol) de AccuStandard®
(New Haven, CT ). La difenilamina (DPA) (1000 mg-mL-' en metanol) y el patron de
antimonio (Sb) (1000 ug-mL" en agua, trazas de acido tartarico al 0,6 % y acido
nitrico) se adquirieron de SPEX Certiprep® (Metuchen, NJ) . El estandar de plomo y
cobre (Pb, Cu) (10.000 ug-mL™" en agua con &acido nitrico diluido) se adquirié de Ultra
Scientific® (Kingstown, RI).

1.6.3. Otras disoluciones y reactivos empleados

Para el desarrollo del trabajo, se utilizé una disolucion amortiguardora de
acetado de sodio 0,1 mol-L-' a un pH de 4,5, para esto el acetato de sodio anhidro
se adquirio de Fisher BioReagents (Fair Lawn, NJ). El acido acético glacial (grado
HPLC) adquirido de Sigma-Aldrich®. Ademas, para el tratamiento de las muestras
tanto de GSR como los patrones organicos se utilizé acetonitrilo (grado Optima® LC

/ MS) el cual se adquirié de Fisher Chemical (Fair Lawn, NJ).

Para el desarrollo de las diferentes peliculas delgadas de los metales se utilizé
una disolucion estandar de oro para ICP (999 mg - mL" + 2 mg-mL" en &cido
clorhidrico al 5 %) la cual se adquiri6 de Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO). Para el
desarrollo de la pelicula delgada de mercurio se preparé una disolucion de 0,1 mol-L-
' de mercurio a partir de nitrato de mercurio(ll) (Hg(NOs)2) adquirido de la empresa
Sigma-Aldrich® y para la pelicula delgada de bismuto se preparé una disolucidn de
100 mg-mL"" en bismuto, a partir de nitrato de bismuto(lll) (Bi(NOs)s) adquirida de la

misma empresa.

Finalmente, en todas las mediciones se suministré agua desionizada (18 MQ
cm) a través de un sistema de purificacion de agua Direct-Q® 3 UV (Millipore Sigma)
y el equipo Milli-Q® Direct 8 (Millipore Sigma) para la preparacion de todas las

disoluciones. Todas las mediciones electroquimicas se realizaron en una disolucion
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amortiguadora de acetato 0,1 mol-L"' a pH 4,5. Se obtuvo nitrégeno de Matheson®

(Irving, TX) para secar las muestras.

1.7. Preparacién de electrodos de carbon vitreo

1.7.1. Limpieza de los electrodos soélidos

Se sigue el procedimiento descrito por el instructivo de Bioanalytical Systems,
Inc, 2001. Para este tipo de electrodos, primero se debe humedecer la almohadilla
de pulido con un poco de agua desionizada, afiadiendo después una gota de la
disoluciéon de alumina de 0,05 pm, seguidamente el electrodo se limpia sobre esta
almohadilla por tres minutos aproximadamente (un minuto girando en el sentido de
las agujas del reloj y un minuto en el sentido contrario a las agujas del reloj y un

minuto de forma aleatoria), como se observa en la Figura 8.

1.\ 2. 3
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—_\\ /,“‘: A / // | . \ : \ -
- \. O \ \ /T\i / Y \\7_ >~
— \\ . \ /,/ ‘J \ \1‘\ = [
Humedecer la almohadilla Afadir una pequefia cantidad Emplear movimientos
de pulido de alimina 0,05 pm circulares y una presion
uniforme para pulir el
electrodo

Figura 8. Métodologia empleada para pulir los electrodos sélidos de carbén
vitreo. Imagen tomada, traducida y modificada de Bioanalytical Systems, Inc,
2001

Seguidamente, se limpio la superficie del electrodo con abundante agua
desionizada para eliminar por completo el material incrustado en la superficie, este
proceso se repitié con metanol para eliminar cualquier otro compuesto que afecte la
superficie.
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En algunos casos, para eliminar por completo las particulas abrasivas
residuales, se colocd el electrodo en una cantidad de agua desionizada poco
profunda y se puso en un bafio ultrasénico a 150 W o menos y se mantuvo de esta
forma por un periodo no mayor a cinco minutos, periodos mas prolongados pueden
sobrecalentar y danar el electrodo. Cabe destacar que dependiendo del tipo de
compuestos con los que se trabaja, el electrodo se puede limpiar por 10 segundos
en una disolucion de mezcla pirafia (tres partes de acido sulfurico y una parte de
peréxido de hidrogeno), pero esta mezcla lo que hace es desgastar la superficie del
electrodo, por tanto, se debe realizar de nuevo el tratamiento de pulido.

1.7.2. Limpieza de electrodos serigrafiados

Los electrodos serigrafiados de carbén (SPCE) se pueden obtener de dos
formas diferentes, la primera, por medio de la impresion de electrodos como lo
explica Dominguez Renedo & Arcos Martinez, 2007, de acuerdo con la Figura 9.a.

Electrodo
auxiliar

Electrodo de
trabajo de carbén

Electrodo
auxiliar

Q Metrohm
DropSens
110

Sustrato

Pseudo Referencia

p Capa Aislante Electrodo de

trabajo de carbon
Capa Aislante
Cables de

Cables de plata
plata

Pseudo Referencia
Ag/AgCl

Sustrato «— el

(a) (b)
Figura 9. Diagrama esquematico de los electrodos de carbon: (a) electrodo
serigrafiado impreso, (b) electrodo serigrafiado comercial. Elaboracion propia

Si bien es cierto, estos electrodos son muy utilizados en el campo de las
técnicas electroanaliticas, actualmente se pueden comprar los electrodos

serigrafiados comerciales de la marca Metrohm®, Figura 9.b.
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Para este trabajo se utilizaron los tres tipos de electrodos: el electrodo sélido
se utilizé para formar la pelicula delgada de mercurio, los electrodos impresos para
formar la pelicula delgada de bismuto y los electrodos comerciales de la marca

Metronm® para la formacion de la pelicula delgada de oro

1.8. Preparacion de las peliculas delgadas de diferentes metales

De acuerdo con Bard & Faulkner, 2001, la electrodeposicién es uno de los
tratamientos electroquimicos donde se reducen cationes metalicos que se encuentra
en una disolucion acuosa para ser depositados sobre un electrodo para crear una

capa de diferentes tamafos.

Para la preparacion de estas peliculas delgadas se debe utilizar una corriente
eléctrica para reducir los cationes metalicos que se encuentran en la disolucion y se
depositen sobre toda la superficie del electrodo de trabajo de los electrodos de
carbén. Uno de los aspectos mas importantes que se deben tomar a la hora de
realizar este tipo de peliculas es el tiempo de deposicion, ya que de este parametro

dependera el grosor de la misma.

1.8.1. Pelicula delgada de mercurio

Para la preparacion de esta pelicula delgada de mercurio, se siguio el
procedimiento descrito por Mcintire & Dewald, 2001, la cual describe la
electrodeposicion de mercurio in situ en un electrodo de carbdn vitreo previamente
pulido con alumina en una almohadilla de pulido o también en un electrodo

serigrafiado.

Se preparé una disolucién de mercurio 0,1 mol-L"' en agua desionizada y
acidificada a un pH de 2,3 con acido nitrico concentrado, a partir de nitrato de
mercurio(ll) (Hg(NO05),). Las condiciones experimentales se presentan en el Cuadro
VIIL.
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Cuadro VIII. Parametros electroquimicos para la deposicion de pelicula delgada
de mercurio sobre electrodos solido de carbén vitreo por la técnica de
voltamperometria de onda cuadrada con redisolucién anddica (SWASV)

Parametro Valor
Potencial de deposicion (mV) 800
Tiempo de deposicion (s) 180
Potencial inicial (mV) -950
Potencial final (mV) 1150
Paso de potencial (mV) 4
Amplitud de onda cuadrada (mV) 25
Frecuencia (Hz) 8
Muestras por punto 256
Tiempo de espera (s) 5
Sensibilidad (A-V-) 1x10®

Aplicadas las condiciones que se presentan en el Cuadro VIl el electrodo de
carbon vitreo se modifica con esta pelicula delgada de mercurio. Un punto
importante de destacar aca es que la técnica se utiliza tanto con electrodos solidos
de carbon vitreo como con electrodos serigrafiados de carbén, la diferencia va a
radicar en el color de la pelicula, ya que con los electrodos sdélidos se observa una
pelicula gris brillante, mientras que en los electrodos serigrafiados de carbono se
obtiene una pelicula gris opaco.

1.8.2. Pelicula delgada de bismuto

Para la modificacion de los electrodos con una pelicula delgada de bismuto
se siguio el procedimiento descrito por Pauliukaité & Brett, 2005 y Prior & Walker,
2006, los cuales describen la electrodeposicion de bismuto in situ en un electrodo
sélido de carbdn vitreo o también en un electrodo serigrafiado de carbon cuyo
sustrato sea PVC.
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Se prepard una disolucién de bismuto(lll) 100 mg-mL™" en una disolucién
amortiguadora de acetato a un pH de 4,45, a partir de nitrato de bismuto(lll)
(Bi(NO3)5), previamente a su uso, se filtrd para eliminar cualquier impureza presente

en la disolucion. Las condiciones experimentales se presentan en el Cuadro IX.

Una de las condiciones que se tomaron en cuenta a la hora de realizar la
pelicula delgada de bismuto sobre este tipo de electrodos, fue la eliminaciéon del
oxigeno en la disolucién por medio de un burbujeo constante con nitrégeno, esto
debido a que, de acuerdo con Banks et al., 2004 y Simdes et al., 2009 esta atmdsfera
ayuda a la estabilidad de la pelicula delgada por mas tiempo y se evita la oxidacion

de la pelicula.

Otro de los aspectos importantes es el material empleado para los electrodos,
con los electrodos sélidos de carbon vitreo no se presento ningun problema aparente
ya que se formo6 una pelicula delgada de bismuto de color gris oscuro sobre el
electrodo de trabajo. Con los electrodos serigrafiados de carbon comerciales con
sustrato de ceramica si se presentaron problemas, pues no se formé la pelicula
delgada in situ. Segun los estudios de Frena et al., 2011 y Mandil & Amine, 2009,
ellos utilizan este tipo de materiales por la interaccion entre los espacios vacios del
sustrato y el bismuto, lo que lo hace uno de los metales mas utilizados para el estudio
de ceramicas. Por esta razon se deben utilizar electrodos de plastico para que no
exista esta interaccion y se pueda formar la pelicula delgada de bismuto.



Cuadro IX. Parametros electroquimicos para la deposicion de la
pelicula delgada de bismuto sobre electrodos serigrafiados de carbon
por la técnica de voltamperometria anddica de onda cuadrada SWASV

Parametro Valor
Potencial de deposicion (mV) -1400
Tiempo de deposicion (s) 300

Potencial inicial (mV) -1400
Potencial final (mV) 400

Paso de potencial (mV) 4

Amplitud de onda cuadrada 25
Frecuencia (Hz) 25
Muestras por punto 256
Tiempo de espera (s) 15

Sensibilidad (A-V-) 1x10®

1.8.3. Pelicula delgada de oro
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Los electrodos serigrafiados de carbon se limpiaron previamente con agua

desionizada y se colocaron en una celda con 10 mL de una disolucion patron de oro

(999 + 2 g-L" en acido clorhidrico al 5 %). La deposicion de la pelicula delgada se

logréo mediante la aplicacidn del método electroquimico descrito en el Cuadro X. A

continuacion, los electrodos se enjuagaron con agua desionizada y se dejaron secar

al aire por un periodo de 30 minutos aproximadamente.
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Cuadro X. Parametros electroquimicos para la deposicion de la
pelicula delgada de oro sobre electrodos serigrafiados de carbdén por
la técnica de voltamperometria de pulso diferencial DPV

Parametro Valor
Tiempo de espera (s) 5
Potencial de deposicion (mV) -200
Tiempo de deposicion (s) 15
Potencial inicial (mV) -1000
Potencial final (mV) 400
Potencial de paso (mv) 5
Amplitud (mv) 25
Tiempo de espera (s) 0,5

La verificacion de la formacion de esta pelicula delgada es muy evidente ya
que se puede observar la aparicidn de una pelicula dorada sobre el electrodo de
trabajo de los electrodos serigrafiados. Esta pelicula delgada no se realiz6 sobre el
electrodo sélido de carbon vitreo, pues se contaba con un electrodo sélido de oro.

1.9. Preparacion de monocapa de mercaptanos

Para el analisis de mercaptanos se sigue y modifica el procedimiento descrito
por Granot et al., 2004, Rentsch et al., 2007 y Silva et al., 2010. Se prepararon
disoluciones patrén con 5,0 mL de cada uno de los mercaptanos cuya concentracion
fuera de 1,0 mM.

Para este estudio se utilizaron electrodos serigrafiados de carbén con pelicula
delgada de oro previamente colocada de acuerdo con las condiciones del Cuadro
X, se utilizaron electrodos con sustrato de plastico, ya que los electrodos comerciales

de ceramica se disolvian por la disolucion.

Se colocaron sobre los electrodos serigrafiados de carbon funcionalizados

con la pelicula delgada de oro, alicuotas de cada uno de los mercaptanos de intereés,
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de manera que esta cubriera la superficie del electrodo de trabajo, por un tiempo
determinado de acuerdo con las variables estudiadas en el Cuadro XI.

Cuadro Xl. Parametros por optimizar en el estudio del efecto de modificacion con
capas autoensambladas de mercaptanos en electrodos serigrafiados de carbono
cubiertos con capas delgadas de oro

Variable Condiciones por optimizar
Tipo de electrodo Plastico y Ceramica
Grupo funcional Sin grupo funcional, alcohol, acido carboxilico

Tiempo de contacto | 10s,15s,30sy45s

Los mercaptanos que se estudiaron en este estudio preliminar son: butanotiol,

hexanotiol, octanotiol, 2-mercaptoetanol y acido 3-mercaptopropionico.

1.10. Caracterizacion de electrodos

La caracterizacion de la superficie del electrodo de trabajo se realizé usando
SEM-EDX y microscopia de fuerza atdbmica (AFM). Se realizaron imagenes de
superficie por SEM-EDX en un JEOL JSM-6490LV utilizando electrones secundarios
a 10 kV con un aumento de 500X. El analisis elemental de la superficie del electrodo
se realizd usando un INCAx-sight 7623 equipado de Oxford Instruments para

demostrar la adicion de la pelicula delgada de oro.

La proyecciéon de imagen de la superficie AFM se realiz6 utilizando un
microscopio de fuerza atomica Asylum MFP-3D en modo de tapping para la
topologia en un area de 20 ym x 20 ym para los electrodos desnudos y modificados.

Todos estos analisis fueron desarrollados en la Universidad de West Virginia,
WYV, Estados Unidos, durante enero 2020 — mayo 2020. Ademas, algunos de los
analisis de superficie AFM fueron desarrollados en el Laboratorio de Microscopia de



46

la Unidad de Investigacion en Fisica Aplicada (IFA) de la Universidad Nacional de
Costa Rica.

1.11. Mediciones electroanaliticas

Se utilizaron técnicas de voltamperometria de pulso diferencial (DPV) y
voltamperometria de despojo anddico de onda cuadrada (SWASV) para evaluar la

presencia de residuos de disparo. Los parametros optimizados finales se describen

en el Cuadro XIl.

Cuadro XIll. Parametros de los métodos DPV y SWASYV para el analisis de residuos
de disparos con electrodos serigrafiados de carbdn y electrodos solidos de carbon
vitreo con peliculas delgadas de diferentes metales

Electrodo Pelicula Pelicula Pelicula
delgada de | delgada de | delgada de
desnudo .
Hg Bi Au

Técnica SWASV DPV SWASV SWASV
Potencial de 1950 800 11400 -1000
deposicion (mV)
Tiempo de 120 180 300 120
deposicion (s)
Potencial inicial (mV) -1000 -950 -1400 -1000
Potencial final (mV) 1200 1150 400 800
Paso de Potencial 4 4 4 5
(mv)
Modulacion de la
amplitud (mV) 25 25 25 25
I\!Iodulacmn del i i i 0,05
tiempo (s)
Frecuencia (Hz) 8 8 25 -
Tiempo de espera (s) 0,125 5 15 0,5
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A continuacion, se describe el tratamiento con cada una de las metodologias
y electrodos.

1.11.1. Método de celda con pelicula delgada de mercurio

El electrodo sdélido de carbdén vitreo se preparé en una primera etapa
aplicando la técnica de pulido presente en la Figura 8. Seguidamente, este electrodo
se sumergio en la disolucion de mercurio (I1) 0,1 mol-L"y se aplicé las condiciones
presentadas en el Cuadro VIl por medio de la técnica de voltamperometria de onda
cuadrada con redisolucion anddica (SWASV). Después de preparada la pelicula
delgada, el electrodo se introdujo en una celda electroquimica que contenia 10,0 mL
de una disolucién amortiguadora de acetato 0,1 mol-L"" y pH 4,5 para realizar las

mediciones electroanaliticas correspondientes.

Para las curvas de calibracion se prepararon disoluciones de 10 mg-mL-" de
cada uno de los analitos estudiados (Pb, Sb, 2,4-DNT y NG) y se afiadieron alicuotas
de 10,00 pL en la disolucion mediante adiciones estandar para construir la curva de
adiciones estandar.

Todos los parametros estadisticos como son los limites de deteccion vy
cuantificacion, linealidad, coeficiente de correlacion se estimaron por el método de
minimos cuadrados como lo indican B. Magnusson & U. Ornemark, 2014 y Miller &
Miller, 2010.

1.11.2. Método de celda con pelicula delgada de bismuto

El electrodo sdélido de carbdén vitreo se preparé en una primera etapa
aplicando la técnica de pulido como se indica en la Figura 8. Seguidamente, este
electrodo se sumergié en la disolucion de bismuto(lll) 0,1 mol-L"y se aplicaron las
condiciones presentadas en el Cuadro IX por medio de la técnica de
voltamperometria de onda cuadrada con redisolucion anddica (SWASV). Después
de preparada la pelicula delgada, el electrodo se introdujo en una celda
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electroquimica que contenia 10,0 mL de una disolucién amortiguadora de acetato
0,1 mol-L' y pH 4,5 para de esta forma y realizar las mediciones electroanaliticas
correspondientes.

El electrodo serigrafiado de carbdn con sustrato de plastico se conecto al
equipo y de la misma forma, se sumergid en la disoluciéon de bismuto(lll)
0,1 mol-L! bajo las mismas condiciones. Después de la electrodeposicion del
bismuto, el electrodo se lavd con agua desionizada para eliminar cualquier rastro de

metal no depositado en la superficie.

Para las curvas de calibracion se prepararon disoluciones de 10 mg-mL-" de
cada uno de los analitos estudiados (Pb, Sb, 2,4-DNT y NG) y se anadieron alicuotas
de 10 uL en la disolucién mediante adiciones estandar para de esta forma construir

la curva de calibracion por adicién estandar.

Todos los parametros estadisticos como son los limites de deteccion vy
cuantificacion, linealidad, coeficiente de correlacion se estimaron por el método de
minimos cuadrados de acuerdo a B. Magnusson & U. Ornemark, 2014 y Miller &
Miller, 2010.

1.11.3. Método de celda con pelicula delgada de oro

El electrodo serigrafiado de carbon con sustrato de ceramica primero se
enjuagd con agua desionizada y luego se secO y se sumergid en una celda
electroquimica con 5 mL de una disolucion patrén de oro 999 + 2 g-L™' en acido
clorhidrico al 5 % en masa. Aplicando las condiciones descritas en el Cuadro X se
realizé la electrodeposicion del oro en el electrodo. Después de preparada la pelicula
delgada, el electrodo se lavo de nuevo con agua desionizada y se sumergio en una
celda electroquimica que contenia un volumen inicial de 5,00 mL de una disolucion
amortiguadora de acetato 0,1 mol-L"' cuyo pH es de 4,5 y realizar las mediciones

electroanaliticas correspondientes.
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Para la cuantificacidon por adicion estandar; se prepard una disolucion patron
combinada de Pb, Sb, 2,4-DNT, DPA y NG de 10 mg-L"" de cada analito, a partir de
disoluciones madre de cada analito de 100 mg-L™'. Se afiadieron alicuotas de 20,00
ML en la celda con el amortiguador mediante adiciones estandar para la

cuantificacion.

Todos los parametros estadisticos como son los limites de deteccion vy
cuantificacion, linealidad, coeficiente de correlacion se estimaron por el método de
minimos cuadrados de acuerdo a B. Magnusson & U. Ornemark, 2014 y Miller &
Miller, 2010.

1.11.4. Método de gota con pelicula delgada de oro

El electrodo serigrafiado de carbdn con sustrato de ceramica primero se
enjuago con agua desionizada y se sumergio en una celda electroquimica con 5 mL
de una disolucién patron de oro 999 + 2 g-L! en acido clorhidrico al 5 % en masa.
Aplicando las condiciones descritas en el Cuadro X se realizé la electrodeposicion
del oro en el electrodo.

El analisis se realiz6 aplicando gotas de 50 yL de disolucién que contenian
los compuestos estudiados en disolucion amortiguadora de acetato 0,1 mol-L-" y pH
4,5. La gota de 50 pL se coloco sobre el electrodo serigrafiado de carbén modificado
con una pelicula delgada de oro para cubrir toda el area activa del mismo (es decir,
el electrodo de trabajo modificado, el contraelectrodo y el electrodo de referencia).
Luego se aplico la técnica de voltamperometria de pulso diferencial DPV para medir
cada analito directamente como se describe en el Cuadro XIl. Se prepararon curvas
de calibracion a partir de una disolucién madre combinada de Pb, Sb, 2,4-DNT, DPA

y NG con una concentracion de 100 mg-L-! de cada uno de ellos.

Para la preparacion de cada estandar, se tomaron alicuotas de 1 pL, 3 pL, 5
ML, 7 L y 10 yL de la disolucion madre, luego las respectivas alicuotas se

evaporaron a sequedad con un flujo constante de nitrogeno y se reconstituyeron con
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1000 pL de la disolucién amortiguadora de acetato de pH 4,5. A continuacion, se
prepararon los patrones de la curva de calibracién a concentraciones que iban desde
0,1 mg-L"-1,0 mg-L".

Todos los parametros estadisticos como son los limites de deteccion vy
cuantificacion, linealidad, coeficiente de correlacion se estimaron por el método de
minimos cuadrados de acuerdo a B. Magnusson & U. Ornemark, 2014 y Miller &
Miller, 2010.

1.11.5.Método de gota sobre el electrodo serigrafiado de carbén

Para esta metodologia se siguio lo descrito por Trejos et al., 2018. Se utilizé
voltamperometria de onda cuadrada con redisoluciéon anddica (SWASV) en la
superficie de los electrodos serigrafiados de carbdn sin ninguna modificacion
aparente en su superficie. Se analizé una gota de disolucion amortiguadora de
acetato 0,1 mol-L" y pH 4,5 que contenia los analitos estudiados de acuerdo con las
condiciones instrumentales descritas en el Cuadro XII.

Se prepararon disoluciones individuales y mezclas de componentes
inorganicos y organicos que se encuentran comunmente en los residuos de disparo
para la optimizacion del método (disoluciones de Pb, Sb, Cu, NG, 2,4-DNT, DPA y
EC). Se evaporaron a sequedad aquellas disoluciones que contenian analitos
organicos usando un flujo constante de nitrégeno y se reconstituyeron en disolucion
amortiguadora de acetato. Se analizaron las curvas de calibracion para cada
compuesto en diferentes ambitos de linealidad.

Los limites de deteccion se estimaron como 3 veces la desviacion estandar
del patron mas bajo, dividida por la pendiente de la curva de calibracion, utilizando
las areas de las sefiales analiticas y la altura de las sefales, de acuerdo con Brunetti
B, 2015y Lavagnini et al., 2007.

1.12. Preparacién y toma de muestras de GSR
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Para validar el rendimiento del método, se obtuvo un conjunto de muestras
auténticas de residuos de disparo de las manos de los tiradores utilizando un talén
de aluminio con dos capas de adhesivo de carbono (Ted Pella, Inc, Redding, CA).

La recolecciéon de muestras se realizé como se describié anteriormente por,
Trejos et al., 2018. Para este estudio se utilizaron tres armas de fuego diferentes
para la recoleccion de muestras auténticas de tiradores como se enumera en el
Cuadro XIll. Se recolectaron muestras de la palma derecha, el dorso derecho, la
palma izquierda y el dorso izquierdo de las manos de diferentes tiradores cada cinco
disparos sin lavarse las manos después de disparar. Se lavaron las manos entre
disparos de diferentes armas de fuego. Las muestras se almacenaron a 4 °C antes
del analisis. Las muestras de palma izquierda fueron analizadas por métodos
electroquimicos, mientras que las muestras del dorso izquierdo se analizaron por
otras técnicas como son la espectroscopia de plasma inducido por laser (LIBS) y
cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a masas (HPLC-MS) de acuerdo

con lo descrito en Menking-Hoggatt et al., 2019.

Cuadro XIll. Informacion sobre armas y cartuchos empleadas en el estudio de analisis
electroanalitico de residuos de disparo

Arma de fuego Tipo Cartuc.:h.o’ de Cartucho Tipo de Calibre Muestras
municién bala tomadas
Springfield XD9 | Pistola | Vinchester200 1 o FMIIS g 20
rondas grain
Cargado por el
Taurus Modelo | o over fabricante Laton | T T30 1 a8 Special 50
608 American Eagle grain
Federal
o . Cargado por el , FMJ 115
Springfield XD9 Pistola fabricante Laton : 9 mm 25
. grain
Remington

Para asegurar el analisis electroanalitico completo de cada una de las

muestras, la superficie del talén de la muestra se lavd con 2 adiciones de 50 uL de
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disolucion amortiguadora de acetato 0,1 mol-L' y pH 4,5 por medio de la adicion de
una alicuota de la gota hacia arriba y hacia abajo varias veces sobre la superficie del
talon de carbono antes de combinar las dos alicuotas de 50 pL en un tubo de

microcentrifuga.

El trozo de cinta de carbdn se lavo de forma similar con 2 adiciones de 50 yL
de acetonitrilo para extraer los componentes organicos de residuos de disparo
(OGSR). Estas alicuotas se colocaron en un tubo de microcentrifuga separado
seguido de evaporacion hasta sequedad usando un flujo de nitrégeno constante
dentro de una campana extractora sin ductos con un filtro de carbén de Air Science®
(Fort Myers, FL), como se observa en la Figura 10.

A D

(a) (b) (c)
Figura 10. Preparacion de las muestras de GSR de residuos de disparo
recolectadas en la Universidad de West Virginia, WV, Estados Unidos, tratadas en
el laboratorio de analisis forenses de la misma universidad durante octubre 2019 —
enero 2020: (a) talébn de aluminio con cinta de carbon donde se encuentra la
muestra, (b) colocacion de una gota de disolucion amortiguadora de acetato 0,1
mol-L-" y pH 4,5 para extraccidn de residuos inorganicas y (c) colocacion de una
gota de acetonitrilo para la extraccion de componentes organicos. Fotografias
propias

La muestra evaporada se reconstituy6 luego con los 100 yL de lavado con
disolucion amortiguadora del talébn de muestra de la extraccion de residuos de
disparo inorganico (IGSR) y se agit6 con vortex.
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Por otro lado, se tomaron muestras de blancos de poblacién, las cuales se
recolectaron al azar de una poblacion de individuos de las cercanias de la
Universidad de West Virginia en Morgantown, WV, Estados Unidos. Estas muestras
de antecedentes se obtuvieron de las manos de personas que informaron no haber
manipulado o disparado un arma de fuego en las ultimas 24 horas, como se observa

en la Figura 11.

(b)

Figura 11. Toma de muestras de blancos poblacionales recolectadas con un talén
de aluminio y cinta de carbon preparadas para ser utilizado en la Universidad de
West Virginia, WV, Estados Unidos, tratadas en el laboratorio de analisis forenses
de la misma universidad durante diciembre 2019 — enero 2020: (a) toma de
muestra en la palma de la mano, (b) y (c) toma de muestra en la parte posterior
de la mano de diferentes personas. Fotografias propias

Para asegurar la toma de muestras y evitar la contaminacion cruzada entre
cada una de las muestras se recogi6 un blanco del talén de aluminio con cinta de
carbon durante la actividad de la toma de muestras y la cual corresponde a la
medicion del medio de analisis. También, se utilizé un talon de aluminio con cinta de
carbon como control negativo, el cual corresponde a un talon de prueba para toma
de residuos de disparo que no se utilizé durante la toma de muestras, asi como
también varios analisis tomados en las manos del analista que se asigné para tomar

las muestras y asegurar que no existié ninguna interferencia en el analisis.
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1.13. Preprocesamiento de datos y analisis estadistico

Los datos electroquimicos se procesaron con el software NOVA (version 2.1.4)
(Metrohm USA, Inc.) y luego se procesaron con Excel 2019 (version 16.32,
Microsoft® Corporation). El analisis de errores y la representacion grafica también
se realizaron utilizando el software RStudio 2019 (versién 1.2.1335, RStudio, Inc),

con la versiéon R 3.6.1.
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Capitulo 3.

Resultados y Discusion

En esta seccion se presenta la discusidn de todos los resultados obtenidos en
este proyecto de investigacion, asi mismo los resultados generados con su

respectivo analisis y explicacion detallada de los mismos.

3.1. Tipos de Recubrimientos

Uno de los primeros objetivos establecidos al inicio de la investigacion fue
seleccionar la mejor técnica de modificacion de electrodos solidos para la
determinacién por métodos electroanaliticos de plomo, antimonio y algunos
componentes organicos presente en residuos de disparo. Lo fundamental en este
punto fue la busqueda de materiales que aumentaran la sensibilidad del electrodo,
de acuerdo con B. Magnusson & U. Ornemark, 2014. La sensibilidad analitica se
define como la respuesta del instrumento que corresponde a una variacion de la

magnitud medida.

De acuerdo a O’Mahony et al., 2012 y Dominguez Renedo & Arcos Martinez,
2007, la técnica de formacion de peliculas delgadas de diferentes metales sobre el
electrodo de trabajo puede aumentar la sensibilidad que se busca, por lo que se
aplicd el principio de electrodeposicidon de peliculas de diferentes metales en
electrodos serigrafiados de carbén desechables o proporcionados por la Universidad

de Burgos Yy electrodos solidos de carbon vitreo.

De acuerdo con la metodologia propuesta, se trabajé en la formacioén de una
pelicula delgada de mercurio, para aumentar la sensibilidad en el analisis de los
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diferentes metales, como lo recomiendan de Oliveira et al., 2004; Frenzel, 1993;
Monterroso et al., 2004. Sin embargo, en la mayoria de los casos las peliculas de
mercurio se oxidaban y no permitian ver las sefales de los metales de interés. Tanto
en la figura 12.a como en la 12.b, no se notd el cambid, aun al agregar alicuotas de
Pb o de Sb, por lo que se descartd seguir con ese tipo de pelicula. Ademas, el
mercurio por su toxicidad se ha dejado de utilizar tanto en los electrodos de gota de

mercurio como las propias peliculas, por lo que se descartd ese tipo de pelicula.

FHG_008.BIN
L L L L

Corriente, pA

T T T
-1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0

Potencial, V

(a)

+3.0

+2.6

Corriente, pA

Potencial, V

(b)

Figura 12. Voltamperograma de pulso diferencial para analisis de la pelicula
delgada de mercurio con un electrodo sélido de carbon vitreo [0,01 cm?] (a) en
buffer de acetato de sodio 0,1 mol/L, pH 4,5 y (b) con alicuota de 20 yL de Pb y

Sb 1 mg/L en buffer de acetato de sodio 0,1 mol-L"", pH 4,5
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Si bien es cierto, autores como Ensafi et al., 2010; Pinchin & Newham, 1977
logran hacer determinaciones de diferentes analitos y muestras a partir de un
electrodo de carbon modificado con peliculas delgadas de mercurio y obtuvieron
corrientes muy altas, pero esto se debe principalmente al gran area superficial que
presentan los electrodos utilizados (52 veces mas grande que lo utilizado en este
trabajo), por lo que de acuerdo con Bard & Faulkner, 2001 la corriente aumenta de
acuerdo con el area superficial del electrodo, lo cual implica que la relacion

sefal/ruido para los autores es mas grande que la presentada en este trabajo.

Las senales del mercurio presenta interferencia en el analisis de plomo y
antimonio, con potenciales de -700 mV y -400 mV respectivamente, como lo
presentan Galik et al., 2011; O’'Mahony & Wang, 2013.

Al descartar por completo la utilizacion del mercurio para este tipo de analisis,
se probo la formacion de la pelicula delgada de bismuto. De acuerdo con Saturno et
al., 2011, enlos ultimos afos este elemento ha tenido especial interés en areas como
la bioactividad, catalisis, quimica de agrupaciones y sintesis organica, pero también
en la quimica electroanalitica, ya que ha sido propuesto como idéneo a la hora de
preparar peliculas delgadas en electrodos para sustituir al mercurio por su alta
toxicidad, ya que de acuerdo con Martin-Yerga et al., 2013, es uno de los principales
inconvenientes al trabajar con mercurio, ya que cada especie de mercurio (elemental,
inorganica y organica) es diferente, pero cualquiera de ellas plantea una amenaza a
la salud humana y el medio ambiente. En el ser humano esta se puede observar en

el higado, el cerebro, el tejido 6seo de los organismos.

Economou, 2005 menciona que los electrodos que han sido modificados con
peliculas delgadas de bismuto presentan una gran ventaja, ya que este metal tiene
la capacidad de formar “aleaciones fundidas” las cuales son comparables con las
amalgamas que se pueden formar con las peliculas delgadas de mercurio; por otro
lado, el bismuto presenta otras ventajas, su baja toxicidad, ademas no se ve
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afectado por el oxigeno disuelto y reacciona facilmente con compuestos organicos,

lo cual se va a tratar mas adelante.

Corriente, A
5

- T T T T T T
1.8 -1.4 -1.0 -0.6 -0.2 +0.2

Potencial, V

Figura 13. Voltamperograma de pulso diferencial para analisis de la pelicula
delgada de bismuto con un electrodo sélido de carbon vitreo [0,01 cm?] en buffer
de acetato de sodio 0,1 mol-L-!, pH 4,5

Como se observa en la Figura 13 la pelicula delgada de bismuto sobre el
electrodo solido de carbdn vitreo, no presenta ninguna interferencia en el rango de -
1300 mV y 200 mV, por lo que se pueden determinar metales de interés con

potenciales de oxido-reduccion en ese ambito de potencial.

Un punto importante que menciona Economou, 2005, es la desventaja de
estas peliculas delgadas de metales como el bismuto y el mercurio, ya que se sabe
que el analisis esta restringido para elementos con potenciales superiores a los -
2000 mV. Sin embargo, de acuerdo a los resultados experimentales observados en
la Figura 13, la interferencia comienza a potenciales menores que -1400 mV, lo cual
dificultaria cualquier tipo de analisis. Por otro lado, Economou, 2005, menciona

también que las peliculas delgadas de bismuto son propensas a la adsorcidon de
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compuestos tensoactivos, formacion intermetalica, falta de resolucion en algunos

casos y degradacion mecanica.

Cabe destacar que la electrodeposicidn del bismuto en el electrodo de carbén
vitreo se hizo por medio de una metodologia ex situ, es decir, se generd la pelicula
delgada mediante la deposicion a partir de una disolucion acida; la técnica in situ se
descarta del analisis de residuos de disparo debido a la codeposicion de diferentes
metales que podrian afectar toda la determinacion. La estabilidad de esta pelicula
delgada depende del potencial de recubrimiento y de la composicion de la disolucion
empleada para generarlo, Grinciené et al., 2009; HoCevar et al., 2002; Kefala, 2003;
Krélicka & Bobrowski, 2004.
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Figura 14. Voltamperometria de onda cuadrada para analisis de Pb, Sby 2,4-
DNT con electrodo de carbon [0,01 cm?] con pelicula delgada de bismuto en
disolucion amortiguadora de acetato de sodio 0,1 mol-L™, pH 4,5.

Finalmente, como se observa en la Figura 14, el electrodo de carbén con
pelicula delgada de bismuto presenté una considerable ventaja en la deteccion de

Pb, Sby 2,4-DNT, ya que hay sefales particulares de este analisis, pero el problema
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radica en su baja sensibilidad en comparacién con otro tipo de modificaciones, por
lo que se realiz6 una tercera pelicula delgada, la cual era de oro, esto para intentar
aumentar la sensibilidad y selectividad en el analisis.

Corriente (+ 0,001 pA)

_’/——I—'_\—’_’\—__—_—’_’,—
-1000 750 -500 250 0 250 50( 750

Potencial (+ 1mV)

Figura 15. Voltamperograma de pulso diferencial (DPV) para el analisis de la
pelicula delgada de oro con un electrodo de carbono [0,01 cm?] en buffer de
acetato de sodio. 0,1 mol-L"", pH 4,5.

Ahora bien, al observar la Figura 15 las interferencias son mucho mas
pequeias que en cualquier otra de las utilizadas para esta determinacion. Se
observa una sefial muy marcada alrededor de -500 mV y 0 mV, la cual se debe a
una interferencia de cobre presente en los reactivos utilizados en la preparacion de
las disoluciones. Ademas, Dominguez Renedo & Arcos Martinez, 2007; Libansky et
al., 2017; J. Wang et al., 1996 mencionan que las peliculas delgadas de oro han sido
ampliamente utilizadas en la construccién de sensores electroquimicos debido a la
deteccion de la rugosidad de la interfaz, las propiedades cataliticas y conductoras y
la mejora del transporte de masa.

Grzelczak et al., 2008; Z. Wang & Ma, 2009, indican que la preparacion de las
peliculas delgadas de oro también puede influir mucho en el estudio que se quiere
hacer; se pueden sintetizar estas particulas sobre el electrodo o adicionar mediante
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meétodos fisicos como la pulverizacidn catdédica magnética, por métodos radioliticos
y fotoliticos; a pesar de lo anterior Dai et al., 2004; Mohanty, 2011, sefalan que la
electrodeposicion va a proporcionar una alternativa facil, rapida y econémica para

preparar estas peliculas.

3.2. Caracterizacion de las peliculas delgadas

La caracterizacion de los electrodos se llevd a cabo mediante la colaboracion
de la Universidad Nacional de Costa Rica y la Universidad de West Virginia. Para
esta seccion se utilizaron técnicas como la Microscopias electronica de barrido con

rayos X caracteristicos (SEM-EDX) y microscopia de fuerza atdmica (AFM).

La Figura 16, presenta la morfologia de la superficie de los electrodos
estudiados mediante la técnica de Microscopia de fuerza atomica (AFM): la Figura
16.a, corresponde al electrodo de carbdn sin ninguna modificacion, sin embargo la
superficie del mismo no es totalmente lisa, sino que presenta ligeras rugosidades,
que corresponden a la gran porosidad que presenta este material, de acuerdo a lo
explicado por Q.-L. Zhao et al., 2008; la Figura 16.b, corresponde al electrodo de
carbon recubierto con una pelicula de bismuto, se logra apreciar un incremento del
espesor de la superficie, ademas de que se denotan diferentes capas o estructuras
sobre el electrodo, lo cual se puede deber a la distribucion del bismuto sobre el
electrodo de carbon y finalmente en la Figura 16.c se evidencia la presencia del oro,
pero con una distribucién diferente, ya que se presenta en forma nanoparticulada.
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Figura 16. Caracterizacion AFM de la superficie modificada con pelicula
delgada de oro: (a) electrodo desnudo, (b) con pelicula delgada de bismuto y (c)
con pelicula delgada de oro

De este ultimo, como se presenta en la Figura 17, puede proporcionar un
mejor analisis de la morfologia de la superficie, ya que se pueden visualizar cambios
muy pequefos en la topografia utilizando esta técnica. Se analizaron varias areas
de 20 x 20 ym para el electrodo de carbono sin modificar y para el electrodo
modificado con pelicula delgada de oro. A pesar de la apariencia visual de una
superficie de carbono lisa, se observaron defectos en el carbono como picos o valles
en la superficie del electrodo. Sin embargo, la caracteristica general de la superficie
del carbono era suave en comparacion con la pelicula fina de oro. El analisis de la
pelicula de oro demostr6 muchos picos en la superficie del electrodo de altura y
tamano variables a través de una dimension z de aproximadamente 600 nm, lo que
revela el aumento del area de superficie del electrodo de trabajo y el éxito de la

modificacion.
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(b)

Figura 17. Caracterizacion AFM de la superficie del electrodo serigrafiado de

carbon: (a) sin modificar y (b) modificada con pelicula delgada de oro.

Utilizando SEM-EDS con un aumento de 500X (Figura 18), se pueden ver
pequefas diferencias en la superficie del carbono frente al oro; sin embargo, las
superficies de los dos electrodos de trabajo parecen muy similares. Tras el analisis
mediante espectroscopia de rayos X de dispersion de energia, la presencia del oro
en la superficie se puede ver en la Figura 18.b mediante la deteccidn de tres lineas
de rayos X caracteristicas principales (Ma. 2.12 KeV, La. 9.71 KeV, and L 11.44KeV
keV).
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(a) (b)
Figura 18. Caracterizacion SEM-EDS para (a) la morfologia de la superficie de las SPCE

modificadas con pelicula delgada de oro (b) los picos espectroscépicos de oro en la
superficie del carbono.

3.3. Sensibilidad Analitica

De acuerdo con B. Magnusson & U. Ornemark, 2014 y Miller & Miller, 2010,
la sensibilidad analitica se define como la variacién de la respuesta del instrumento

que corresponde a una variacion de la magnitud medida.

Para esta determinacion se realizé el analisis de los diferentes analitos
presentes en los residuos de disparo y se utilizaron los electrodos de carbono y los
electrodos modificados con distintas peliculas delgadas utilizando regresiones
lineales mediante el analisis de minimos cuadrados, con el fin de comparar las

pendientes respectivas.

De acuerdo con los datos obtenidos en la Figura 19 se demuestra como la
sensibilidad aumenta cuando se utiliza un método con una pelicula delgada, ya sea
de bismuto o de oro. Al emplear el electrodo desnudo de carbodn, la sensibilidad
obtenida fue realmente pequena, por lo que se considerd que no era un buen método
para la determinacion de estos analitos presentes en residuos de disparo. El empleo
de peliculas delgadas de metales mejoré en gran medida la determinacion de estos

analitos, lo cual es un aspecto positivo para los objetivos de esta investigacion. La
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pelicula delgada de bismuto presenté una mejora significativa en relacion con el
electrodo desnudo de carbon, con la desventaja de que no logréla determinacion de
nitroglicerina (NG) y difenilamina (DPA) por el método empleado.
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bismuto oro (celda) oro (gota)

Tipo de Electrodo

Figura 19. Sensibilidad para el analisis de Pb, Sb, 2,4-DNT, NG y DPA por
voltamperometria de pulso diferencial (DPV) con un electrodo de carbono [0,01 cm?]
desnudo y con pelicula delgada de bismuto y oro en buffer de acetato de sodio 0,1
mol-L-', pH 4,5.

La pelicula de oro presentd mayor sensibilidad para todos los analitos de
interés, por lo que se escogio esta pelicula para continuar con la investigacion. Se
utilizaron dos métodos para trabajar con las pelicula de oro. La primera fue utilizar
alicuotas de cada analito disueltas en un volumen fijo de 5,00 mL de disolucion de
buffer de acetato de sodio 0,1 mol-L', pH 4,5. En un segundo caso se utilizé la
alicuota directamente en el electrodo serigrafiado, formando una gota que cubriera
los tres electrodos (pseudoelectrodo indicador de Ag/AgCl, electrodo de trabajo y

electrodo auxiliar).
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Cuando se utilizo el electrodo de carbono modificado con la pelicula delgada
de oro, tanto en celda como en gota, se observo un aumento significativo de mas de
100 % en la sensibilidad de cada uno de los analitos, en las dos metodologia
empleadas, como se nota en la Figura 19. De acuerdo con O’Mahony & Wang,
2013, en el campo de las ciencias forenses, especificamente en el campo del analisis
de residuos de disparo por métodos electroanaliticos, el uso de peliculas delgadas
de diferentes metales, entre ellos el oro, es uno de los avances mas prometedores

en este campo de estudio. Esto se evidencia en los resultados.

También se puede observar una particularidad importante al comparar las
diferentes metodologias con pelicula delgada de oro. Si bien es cierto, la sensibilidad
obtenida por el método de la gota es superior a la obtenida por el método de la celda,
cabe destacar que una de las inquietudes estudiadas fue el posible empleo de la
técnica in situ en escenas del crimen, por lo que el uso de gota es mas versatil para
uso de campo, pues las mediciones se realizan directamente sobre el electrodo, sin
necesidad de diluir la muestra ya tratada. Mas adelante se mencionara el analisis de

resolucidn y rango lineal de las técnicas.

3.4. Calibracion y Limites de deteccion y cuantificaciéon de

los diferentes electrodos empleados

De acuerdo con Joseph Wang, 2000 y Miller & Miller, 2010, una de las
caracteristicas de cualquier método analitico es el limite de deteccion, que se define
como la concentracion minima a la que se puede detectar un analito con un grado
especifico de certeza. El limite de deteccion para todos los métodos se determiné a
partir del error minimo obtenido por cada una de las curvas de calibracion de cada

analito estudiado.

Los limites de deteccion fueron menores en el electrodo con pelicula delgada
de oro en comparacion con el electrodo desnudo o el electrodo modificado con una

pelicula delgada de bismuto, lo que denota el aumento de la interaccion entre el
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analito y el electrodo debido a la presencia de oro en el medio de reaccion,
mejorando las sefales obtenidas de cada uno de los analitos estudiados. Esto era
de esperar debido a una mayor area de superficie activa, una catalisis mas efectiva
y el transporte de masa rapido. Varios estudios realizados por Dominguez Renedo
& Arcos Martinez, 2007 y Libansky et al., 2017, apoyan estas conclusiones
demostrando que la modificacion de este tipo de electrodo con una pelicula fina de

oro tiene un mejor rendimiento electroanalitico.

Al comparar las metodologias utilizadas, de acuerdo con la Figura 20, al
utilizar peliculas delgadas de oro, los limites de deteccion y cuantificacidon mejoran
en gran medida, aunque la metodologia que utiliza la celda tenia limites de deteccion
y cuantificacion de cada uno de los analitos mas bajos, con excepcion del antimonio,
lo que sugiere una deteccion a concentraciones mas bajas debido a la interaccién
con la capa del electrodo y los analitos, asi como la difusion en el medio de reaccion.
Por otro lado, en la gota, la difusion es menos efectiva debido al uso de volumenes
mas bajos y la incapacidad de agitar la solucion, de acuerdo a lo explicado por Bard
& Faulkner, 2001.
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Figura 20. a) Limites de deteccion y (b) Limite de cuantificacion para el analisis de Pb, Sb,
2,4-DNT, NG y DPA por Voltamperometria de pulso diferencial (DPV); n =5

Otro de los aspectos que se puede notar en la Figura 20 es la mejora
significativa que se encuentra con respecto a los limites de deteccidn y cuantificacion,
que son mas bajos cuando se emplea la metodologia de la pelicula delgada de
algun metal con respecto al electrodo de carbono desnudo. Si bien es cierto, las
peliculas delgadas de bismuto y de oro, en la metodologia de la celda, también
mejoraban la linealidad de estos analitos; hay que recalcar que el uso del electrodo
con la pelicula delgada con oro, agregando una gota directamente sobre el electrodo,
mejoré mucho la respuesta analitica y se pudieron observar las sefiales mas nitidas

de los cinco analitos de interés.

3.5. Respuesta electroquimica utilizando diferentes

metodologias

Como se menciond anteriormente, en este trabajo se emplearon dos

metodologias distintas para el analisis de componentes organicos e inorganicos
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presentes en muestras de residuos de disparo tomadas directamente en las manos

de posibles tiradores, en celda y de gota.

Estas metodologias se probaron unicamente en los electrodos de carbon
serigrafiados modificados con una pelicula delgada de oro, esto debido a la alta
sensibilidad y selectividad que presentd sobre los demas tipos de electrodos
modificados. En ambas técnicas se emplean los mismos reactivos, el unico cambio

aparente es la dilucion que se esta aplicando:

1. Metodologia de celda: Se colocé una cantidad de 50 pL de la muestra diluida
en 100 pL de una disolucion amortiguadora de acetato de sodio con un pH de
4,5, colocados directamente en una celda de analisis que contenia 5,0 mL de
la disolucion amortiguadora de acetato de sodio con un pH de 4,5.

2. Metodologia de gota: Se coloco una cantidad de 50 pL de la muestra diluida
en 100 pL de la disolucion amortiguadora de acetato de sodio con un pH de
4,5 directamente sobre el electrodo modificado con una pelicula delgada de

oro.

Se estudiaron estas dos metodologias debido al tipo de muestras que se
pueden recolectar en una posible escena del crimen, ya que; si la muestra se puede
llevar a un laboratorio de analisis, se podria utilizar la técnica de la celda, mientras
gue si se requiere una técnica de analisis rapido e in situ se tiene la posibilidad de
utilizar la técnica de la gota. Por otro lado, se debe pensar en la cantidad de la
muestra y réplicas que se podrian llevar a cabo. Costa et al., 2016, mencionan que
en la mayoria de los casos se cuenta con una cantidad muy pequena de muestra,
por lo que se requiren técnicas con alta sensibilidad y selectividad para el analisis de

muestras de indole forense, como son los residuos de disparo.

En las Figura 21.a y 21.b se muestran las sefales obtenidas por la
metodologia de celda y de gota respectivamente, donde se utilizo la misma técnica
electroanalitica de voltamperometria de pulso diferencial (DPASV), para una mezcla
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de disolucién estandar de componentes organicos e inorganicos presentes en
residuos de disparo con una concentracion de 1,0 mg - L' cada uno de ellos. El
analisis en celda presenta sefales definidas de cada uno de los analitos, sin
embargo, la utilizacion del método de la gota sobre la superficie del electrodo de
carbono permitié una separaciéon mucho mejor entre cada uno de los componentes
organicos e inorganicos, y una mejor resolucion de las sefales de difenilamina (DPA)
y nitroglicerina (NG). También se puede notar una diferencia en la intensidad de la
corriente de los picos entre ambos métodos aplicados.

Otro de los aspectos clave que se debe notar es la corriente obtenida por
ambas metodologias, por el método de la celda se tiene una corriente maxima de
0,180 pA, mientras que la metodologia de la gota tiene una corriente maxima de 12

MA, por lo que es una técnica que tiene una mejor resolucion de las sefales.
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Figura 21. Comparacion de las sefnales de voltamograma de una mezcla
estandar de 1,0 mg - L' cada una por las diferentes metodologias (a) electrodo
de carbdn con pelicula delgada de oro con metodologia de celda por técnica
DPV y (b) electrodo de carbdn con pelicula delgada de oro con metodologia de
gota por técnica DPV.

Como un ensayo preliminar para determinar si la aplicacion de ambas
metodologias en muestras de GSR daba resultados cualitativos semejantes a los
obtenidos con disoluciones patrén, se analizaron varias muestras obtenidas de la
mano de un tirador. Como se observa en la Figura 22, el voltamperograma de la
muestra presenta picos menos definidos que la muestra control, que es parecida a
las obtenidas con patrones estandar. Se pudieron detectar sefiales de Pb, Sb, Cu y
2,4 DNT. Cada una de las muestras tenia un control negativo y un blanco, esto para
determinar que, tanto las personas que tomaron las muestras como las disoluciones
utilizadas durante el analisis no presentaran ninguna interferencia externa. Ambas
metodologias proporcionaron la identificacion de componentes inorganicos vy
componentes organicos de las muestras del tirador en niveles superiores a los
controles negativos de fondo.
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Figura 22. Comparacion entre el tirador y las muestras de control negativo con el (a) método de la
celda y (b) el método de gota, ambos usando un electrodo serigrafiado de carbon con una
pelicula delgada de oro.

Se puede observar que las sefales obtenidas en celda son menos definidas,
principalmente para Sb y Cu, debido a que la disolucién esta 100 veces mas diluida
que en la gota. En el Anexo 7 y Anexo 8 se pueden observar que todos los
voltamperogramas en la metodologia de celda presentan menor resolucion que en la

metodologia de gota.

3.6. Estimaciones de calibracion y limites de deteccién para

los electrodos de oro

Una vez determinadas las condiciones o6ptimas para el analisis de los
diferentes analitos utilizando los electrodos de carbono y los electrodos con pelicula
delgada de oro, se realizo una serie de regresiones lineales mediante el analisis de

minimos cuadrados.

De acuerdo con el Cuadro Xll, las condiciones optimas para el analisis por
pelicula delgada de oro por medio de la técnica de SWASV son: un potencial de
deposicion de -1000 mV, un tiempo de deposicién de 120 s, con una ventana de



73

potencial desde -1000 mV a 800 mV, un paso de potencial de 5 mv, modulacion de
la amplitud de 25 mV, modulacién del tiempo de 0,05 s y un tiempo de espera de 0,5
S.

Se empled la técnica de minimos cuadrados para determinar la pendiente de
cada una de las metodologias empleadas en este trabajo, ademas de los
coeficientes de correlacion, los cuales demostraron la linealidad de cada una de las
curvas de calibracion aplicadas en el analisis, y que se confirmaron con la evaluacion
de los residuales. De acuerdo con los resultados en el Cuadro XIV, se demuestra
que la sensibilidad analitica aumenta cuando se usa la metodologia de la gota en
comparacion con la metodologia de la celda, a pesar de que esta ultima se encuentra

100 veces mas diluida.

Al comparar los resultados del Cuadro XIV, se pueden observar pendientes
mas pronunciadas, lo que sugiere una mayor sensibilidad hacia la deteccion de los
diferentes analitos estudiados. En la metodologia de la celda se puede observar una
mejor correlacion lineal en ciertos analitos que los obtenidos por la metodologia de
la gota, como es el caso del 2,4-DNT, DPA y Sb; sin embargo, al aplicar la
metodologia de la gota se da un aumento de aproximadamente un 100 % en la
deteccidn en todos analitos, lo que sugiere que al tener un menor volumen en la gota,
la distancia promedio que recorre el analito a la superficie de la pelicula delgada de
oro es menor por lo que reduce su tiempo de migracion y mejora la deteccion del
mismo, en comparacion con la dilucion de los analitos en la metodologia de la celda.
Ademas, se observa mayores pendientes en todas las curvas de calibracion
comparadas con las de la celda.
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Cuadro XIV. Comparacion entre curvas de calibracién para las metodologias utilizadas para
identificar GSR con electrodos de carbon serigrafiados y modificados con una pelicula delgada
de oro.

Electrodo de carbon vitreo con Electrodo de carboén vitreo con
pelicula delgada de oro (celda) pelicula delgada de oro (gota)
Pendiente / Pendiente /
Analito x107 '"te;;‘g_'?m Il Rre x107 '"te;;’g_'?m ' Rre
(L-A-ng™) (L-A-ng™)
Pb 1,37 + 0,01 0,061 + 0,001 0,998 43 +4 5+2 0,999
Sb 5,80 +0,08 | -0,058 + 0,003 | 0,995 22 +4 -26+0,6 0,993

2,4-DNT 0,45+0,01 | 0,029+0,001 | 0,999 | 58,2+0,9 -39+0,4 0,996

DPA 0,49+0,01 | 0,032+0,001 | 0,999 | 80,7+0,7 -0,3+0,4 0,993

NG 14,2 + 0,1 0,71 +£0,03 0,998 | 25,7+04 56 +4 0,999

Cuando se utilizé la metodologia de la gota con el electrodo de carbon y la
pelicula delgada de oro, el cobre en concentraciones trazas se ve como un pequeio
pico alrededor de 0,0 mV, como se muestra en la Figura 21.a y Figura 21.b. Sin
embargo, esta sefal esta muy cerca de la sefial del 2,4-DNT y al elevar su
concentracion a mas de 450 pg-L"' podria comprometer la resolucion de ambos

analitos.

Uno de los analitos que se queria estudiar en este analisis era la etil centralita
(EC); la cual de acuerdo con Morelato et al., 2012; M. y Zhao et al., 2008, tiene un
uso restringido a municiones y por lo tanto, su deteccidén en una investigacion forense
proporciona pruebas soélidas de una asociacion con un arma de fuego; pero su sefal
asociada se ve alrededor de 1000 mV. Dado que la ventana de potencial de los
SPCE con peliculas delgadas de oro solo alcanza un maximo de alrededor de 750
mV, la sefial de etil centralita no se logra obtener con este tipo de electrodos
modificados. De acuerdo con esto, para su determinacion se recomienda el empleo
de otro tipo de electrodo que que cubra esa ventana de potencial y emplear algun

otro tipo de metodologia, por lo tanto, se descart6 su analisis ya que en este trabajo
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se queria obtener el maximo de sefales de interés con un mismo electrodo y una

misma metodologia.

3.7. Precisiéon de las metodologias electroanaliticas con

pelicula delgada de oro

De acuerdo a B. Magnusson & U. Ornemark, 2014, la precision se va a definir
como la medidas de la proximidad de la concordancia entre los resultados de
medicion independientes entre si, los cuales se obtienen bajo ciertas condiciones
especificas. La precision va a depender de la concentracion del analito.

A nivel de validacion de metodologias, para determinar la precision de las
técnicas se utiliza la repetibilidad, la cual es un tipo de precisién que se espera que
represente la variacion mas pequefia entre los resultados obtenidos por mediciones
independientes. Esta variacion de los datos se debe determinar bajo ciertas
condiciones especificas, como son: mismo material de referencia, misma
metodologia, mismo analista, mismo laboratorio y el mismo equipo en un periodo de

tiempo muy corto.

Por otro lado, otro de los parametros que se utilizan para la determinacion de
la precision es la reproducibilidad, la cual va a determinar el grado de precision, al
cambiar ciertas condiciones especiales como es el equipo, el analista o hasta el
material de referencia utilizado, pero muchas veces la determinacién de este
parametro se puede complicar, por o que una de las medidas mas empleadas
recientemente es la “repetibilidad intermedia”, la cual implica que se van a cambiar
ciertas condiciones pero siempre lo hara el mismo analista y en periodos de tiempo
mas largo e inclusive se podria determinar en otro laboratorio y con otro equipo; con
esto, la variabilidad de los datos es mayor y se puede obtener un patron mas
determinante con la precisién de los datos, de acuerdo con B. Magnusson & U.
Ornemark, 2014.
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Para el estudio de la repetibilidad y la repetibilidad intermedia se utilizaron
ocho curvas de calibracion independientes y se calcularon los coeficientes de
variacion de las respectivas pendientes con las dos metodologias empleadas: celda
y gota (Cuadro XV).

Cuadro XV. Resultados de la precision en términos de repetibilidad y
repetibilidad intermedia para la metodologia de pelicula delgada de oro. Para
n=8

Electrodo serigrafiado de Electrodo serigrafiado de
carbén con pelicula delgada carbén con pelicula delgada
de oro (en celda) de oro (con gota)
Analito | Repetibilidad R;‘:::'r::f::d Repetibilidad R;‘::::::::d
/% RSD | % RSD Sralishe | % RSD
Pb 0,7 0,7 0,6 0,5
Sb 0,4 0,4 1,0 21
2,4-DNT 0,5 1,3 1,6 1,3
DPA 2,0 1,7 0,7 1,0
NG 0,5 1,0 1,8 1,8

Como se puede observar, se obtuvo una excelente repetibilidad y precision
intermedia con los valores calculados de % RSD, los cuales en todos los casos son
inferiores al 2,1 %, al utilizar cualquiera de las metodologias de la pelicula delgada
de oro. Estos datos sugirieron una fuerte correlacion entre las curvas de calibracion
medidas en periodos cortos de tiempo al determinar la repetibilidad, pero también

demuestran su aplicabilidad en periodos de tiempo mas largos.



77

Cuadro XVI. Determinacién de significancia estadistica por medio de prueba t para la comparacién de
las pendientes de las curvas de calibracién para las metodologias empleadas a un nivel de significancia
de 0,05 para n=8.

Electrodo serigrafiado de Electrodo serigrafiado de
carbén con pelicula delgada | carbén con pelicula delgada
de oro (en celda) de oro (con gota)
Pendiente Desyiacién Pendiente Desyiacién
Analito | Promedio / x10~7 estanc_i7ar/ Promedio/ x107 estanc_i7ar/ testadistico | tcalculado
(L-A-ng™) Al (L-A-ng™) 2l
(L-A-ng™) (L-A-ng™)
Pb 1,37 0,01 43 4 32,05
Sb 5,80 0,08 22 4 15,05
2.4-DNT 0,45 0,01 58,2 0,9 2,36 176,33
NG 14,2 0,1 25,7 0,7 167,28
DPA 0,49 0,01 80,7 0,4 312,01

De acuerdo con los resultados obtenidos en el Cuadro XV, se puede observar
que los valores de las desviaciones estandar al ser tan pequefos, aseguran que, en
la validacion de la metodologia, la técnica empleada es precisa y ademas repetible.
En este punto cabe destacar que la repetibilidad intermedia de la técnica puede
verse afectada por errores sistematicos con respecto al tipo de metodologia y

electrodos empleados, asi como interferencias presentes en el analisis.

Es importante mencionar la diferencia significativa que pueda existir entre la
pendientes de las curvas de calibracion de ambas metodologias, por lo que al aplicar
la prueba estadistica t utilizando el promedio de las pendientes de cada uno de los
analitos estudiados, de acuerdo con Miller & Miller, 2010., en todos los casos la t
calculada es mayor que la t critica, lo que indica que hay diferencia significativa entre
ambas metodologias, tomando como hipdtesis nula del analisis que no existe
diferencia significativa, es decir, que la t calculada es menor que la t critica. En el
Cuadro XVI se puede concluir que, para todos los analitos estudiados, por medio
del calculo del estadistico t, se acepta la hipotesis alternativa, es decir, que si existe
diferencia significativa entre las metodologias empleadas. La metodologia de la

celda presenta una variacion menor en cuanto a equipos utilizados y electrodos
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empleados en todas las determinaciones electroanaliticas, ya que siempre se realiz6
por medio de adiciones estandar continuas a un volumen determinado de la
disolucién amortiguadora; por otro lado, para la metodologia de la gota, se debe
tener en cuenta la cantidad de analito que se esta agregando, ademas que se debe

colocar siempre en un lugar en especifico y repetible.

3.8. Validacion cualitativa del rendimiento del método para la
deteccion de residuos de disparo utilizando muestras de
GSR

Uno de los puntos mas importantes en la validacion de este tipo de
metodologias, es la aplicacion con muestras de residuos de disparo (GSR) tomados
en las manos de las personas que disparan armas de fuego y comparar con aquellas
muestras de personas que no tienen contacto con un arma de fuego en periodos

cortos de tiempo.

La técnica de recoleccion de las muestras utiliza un talon de aluminio con dos
capas de adhesivo de carbono (Ted Pella, Inc, Redding, CA). La recoleccion de
muestras se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Trejos et al., 2018. Las
muestras se recolectaron de la palma derecha, el dorso derecho, la palma izquierda
y el dorso izquierdo de las manos de diferentes tiradores, cada cinco disparos sin
lavarse las manos. Para prevenir cualquier pérdida de analitos las muestras se

almacenaron a 4 °C antes del analisis.

Para el primer lote de muestras se realiz6 un analisis con 20 muestras
tomadas en las manos de una persona que dispard un arma Springfield XD9 descrita
en el Cuadro XIll. Para este primer analisis se compararon las dos metodologias
electroanaliticas con pelicula delgada de oro, celda y gota, en cuanto a la
sensibilidad y selectividad que tendrian las técnicas al emplearse en muestras de
GSR.
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Esta primera comprobacién de la metodologia se llevd a cabo para identificar
la técnica mas idonea para el analisis de este tipo de muestras. En la Figura 22 se
observa un ejemplo de las respuestas, del analisis de muestras de GSR recolectadas
de la piel de tiradores y no tiradores, para ambos métodos de pelicula de oro, para
la muestra de la mano del tirador, un control negativo y la disolucion amortiguadora
como blanco. Ambos métodos proporcionaron la identificacion cualitativa de
residuos de disparo tanto inorganicos como organicos de las muestras de tiradores
a niveles por encima de los controles negativos. No obstante, una limitacion practica
de la metodologia empleada, es la dilucién de la muestra, que es aproximadamente
100 veces. Por lo tanto, la pérdida de informacion de la muestra es dificil de superar,
especialmente para muestras de baja concentracion inicial. A pesar de este
inconveniente, el método de celda obtuvo resultados de LOD y LOQ mas bajos junto
con rangos lineales mas amplios. Sin embargo, el método de la gota ofrecié valores
LOD considerablemente menores que la concentracion analitica de la muestra, por
lo que puede ser aplicable a la deteccidn de GSR, asi como una excelente resolucion.
Por estas razones, ademas de no diluir la muestra, se seleccioné el método de gota

como el mejor enfoque para medir muestras auténticas de GSR.

Debido a todo lo anterior, se decidié hacer un nuevo analisis con 75 muestras
tomadas de la misma manera explicada anteriormente, pero esta vez con dos tipos
de armas distintas, comparar los resultados obtenidos por cada una de las armas
estudiadas, las cuales se describen en el Cuadro XIIl.

Para este analisis en particular, se realizé una comparacion de metodologias,
tanto el electrodo de carbon desnudo, sin ninguna modificacion aparente en su
superficie, con la metodologia del electrodo de carb6n modificado con una pelicula
delgada de oro, de acuerdo con la metodologia de Trejos et al., 2018, En la Figura
23, se presentan dos voltamperogramas tipicos del analisis de los residuos de
disparos recolectados.
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Figura 23. Voltamperogramas del analisis poblacional, blanco (disolucion
amortiguadora de acetato 0,1 M pH 4,5), control negativo del analisis y el Taurus
357 Magnum modelo 608 con municion federal American Eagle cargada por el
fabricante 38 Muestra especial FMJ de 130 granos en (a) SWASV con SPCE
desnudo y (b) DPV con SPCE modificado con pelicula fina de oro por el método

de la gota
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Ambos voltamperogramas detallaron una variedad de informacion analitica
importante; el primer tipo corresponde al analisis de muestras del analisis
poblacional, estas muestras se recolectaron al azar de una poblacion de individuos
en las cercanias de la Universidad de West Virginia en Morgantown, WV. Estas
muestras de antecedentes se obtuvieron de las manos de personas que informaron
no haber manipulado o disparado un arma de fuego en las ultimas 24 horas. También
se recogio un blanco de disolucion amortiguadora de acetato de sodio 0,1 M, pH 4,5
simultaneamente durante esta actividad y corresponde a la medicion del medio de
analisis y en tercer lugar esta el control negativo del analisis que corresponde a un
control de prueba de toma de muestras de residuos de disparo no utilizado. Esta
prueba asegura que no haya interferencia de los componentes de este instrumento

o0 contaminacioén en el centro de recoleccion de la muestra.

Los resultados se analizaron mediante diagramas de caja, o también llamados
boxplot, de acuerdo con Kampstra, 2008; Marmolejo-Ramos & Siva Tian, 2010.
Estas representaciones funcionan para visualizar mejor los resultados, en este caso
en particular de cada analito objetivo para muestras de tiradores y no tiradores. La
Figura 24 presenta los resultados del método SWASV con electrodo de carbon
desnudo, asi como el método DPV con pelicula delgada de oro. Al analizar los
resultados utilizando la técnica SWASV, se observo una gran diferencia entre las
muestras de tiradores y no tiradores. Esto es beneficioso cuando se identifican
muestras de GSR positivas, ya que existe una buena separacion entre las sefales
presentes para los diferentes tipos de muestras. Al evaluar la técnica DPV, se puede
observar que existe la misma diferencia entre los tiradores y los no tiradores; sin
embargo, se nota una sensibilidad mejorada para varios marcadores de residuos de

disparo.



82

- 6.000 . 24.000 1 . 8.000 4
< * < < *
= = i * s
- Z 20.000 ol = 60004
S 4.000 1 Variable 3 16.000 Variable S) Variable
o * * % o o )
2 B3 NoTirador H 12,0001 B3 No Tirador Hoa000{ * B3 No Tirador
Q ) o) '
£ 2000 . E3 Tirador £ 400 - . ES Tirador - B3 Tirador
— Q — . .
I * = = *
5 5 4.000 1 S
o #é o © =
0.000 4 -i-' . 0.000 | ———— 0.000 1 *.-L _-
Carbon Oro Carbén  Oro Carbon Oro
(a) (b) (c)

. 8.000 . 0.200 *

< ¥ <

= 000 Z 01601 *

8 Variable 8 i Variable

o o 0.120 1

\+_-I/ 4.000 4 * E No Tirador \+_-I/ E No Tirador

g * ; E Tirador g 0.080 1 E Tirador

D 2.000 1 Qo

% % 0.040 A

O O

Carbon Oro Carbon Oro
(d) (e)

Figura 24. Diagrama de caja de la relacion tirador / no tirador obtenida por analisis electroquimico en 75
muestras. La linea central de cada cuadro es la mediana, los bordes del cuadro son los percentiles 25y 75,
y los bigotes se extienden hasta los puntos de datos maximo y minimo que no se consideran valores
atipicos. SPCE por técnica SWV y SPCE con pelicula fina de oro por técnica DPV (a) Pb, (b) Sb, (c) NG,
(d) 2,4-DNT (e) Cu

Otro aspecto importante a observar en la Figura 24 son los valores atipicos o
también llamados outliers, los cuales de acuerdo con Sim et al., 2005, representa un
valor u observacién grande o pequefia con respecto al promedio de las mismas, lo
cual puede dar como resultado un efecto desproporcionado con respecto a los
resultados estadisticos y finalmente conducir a falsas interpretaciones de los
resultados. En el caso particular de los residuos de disparo, los valores atipicos
pueden estar presentes en estas muestras debido a la variabilidad que existe como
resultado de la posicidn del arma y la aleatoriedad con la que se dispersa la polvora.
Sin embargo, es importante tener en cuenta que la mayoria de los valores atipicos
estan presentes en las muestras de tiradores por encima del valor maximo del
diagrama de caja y, como tales, todavia se considerarian una identificacién "positiva"

de GSR. En lugar de valores atipicos problematicos, estos valores atipicos
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demuestran grandes cantidades de analito en las manos del tirador y permiten la

visualizacion de la gran diferencia entre las muestras de tirador y no tirador.

3.8.1. Parametros cualitativos para la Validacion del
rendimiento del método para la deteccidon de residuos de
disparo utilizando muestras auténticas de disparos

Para el analisis cualitativo de las muestras estudiadas y de acuerdo con el
analisis realizado en E30 Committee, 2017, p. 30 y Trejos et al., 2018, el criterio
utilizado para este analisis comparativo se basé en la presencia de al menos dos
sefales GSR caracteristicas, ya sean de naturaleza organica o inorganica, sin
embargo se otorga una mayor confianza en los resultados para un mayor numero de
analitos y deteccién dual de marcadores organicos e inorganicos. Los resultados
obtenidos se dividen en dos grupos, tirador y no tirador, de manera que se pueden
obtener cuatro posibles respuestas: verdadero positivo, verdadero negativo, falso
positivo y falso negativo.

Las muestras verdaderas positivas (TP) resultan cuando una muestra del
tirador presenta sefales correspondientes a los marcadores de residuos de disparo.
Las muestras falsas negativas (FN) se obtienen cuando una muestra clasificada
como tirador no tiene sefiales GSR. Las muestras verdaderas negativas (TN) son
muestras de no tiradores clasificados correctamente por la ausencia de senales de
residuos de disparo. Por ultimo, las muestras de falsos positivos (FP) son aquellas
muestras de no tiradores que tienen senales GSR caracteristicas, de acuerdo con lo
presentado por Trejos et al., 2018.

Al evaluar los resultados de estas muestras, se analizaron las siguientes tasas

de desempenio:

A. Sensibilidad: capacidad de la metodologia analitica para mostrar
resultados precisos debido a la presencia de sefales caracteristicas
con residuos de disparo, es decir, verdadero positivo.
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B. Falso negativo: la medida de identificar errbneamente una muestra
que se conoce como positiva (es decir, tirador) pero debido a la
ausencia de sefiales caracteristicas de residuos de disparo se clasifica
como no tirador.

C. Especificidad: la medida de categorizar positivamente aquellas
muestras que se consideran negativas y no se observan signos
caracteristicos de residuos de disparo.

D. Falso positivo: la medida de identificar erroneamente una muestra
que se conoce como negativa (es decir, no tirador) se clasifica como
positiva (es decir, tirador) debido a la presencia de sefales
caracteristicas de residuos de disparo.

El Cuadro XVII muestra las tasas de desempefio de dos métodos
comparados. Al evaluar los resultados de las muestras recolectadas de los tiradores,
el mayor nivel de rendimiento del electrodo de pelicula delgada de oro en
comparacion con el electrodo de carbén desnudo se noto6 facilmente. Sin embargo,
al evaluar los resultados de los no tiradores, el electrodo desnudo tuvo un mejor
desempeifio ya que, como se ha evaluado previamente, la metodologia del oro tuvo
una mayor sensibilidad, lo que condujo a algunos falsos positivos. Por lo tanto, el
método con pelicula fina de oro puede ser mas capaz de detectar compuestos

presentes de forma natural en concentraciones bajas.

Finalmente, el indice de Youden, de acuerdo con Fluss et al., 2005, Ruopp et
al., 2008 y Youden, 1950, indica la confiabilidad de la prueba con respecto a un
resultado dicotdmico, es decir, en este caso en particular, este parametro indica si la
metodologia utilizada asegura un resultado correcto al asignar si una muestra es
positiva o no para residuos de disparo. Estas tasas de rendimiento demuestran que
ambos sensores electroquimicos son viables para la deteccion y el analisis de
pruebas de residuos de disparo.

Cuadro XVII. Medidas de confiabilidad del analisis cualitativo de GSR con electrodos
serigrafiados de carbon con diferentes metodologias
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Electrodo Electrodo
serigrafiado de | serigrafiado
carbén con de carbon
pelicula desnudo (sin
delgada de oro | modificacién)
Medida de < Muestras 3 3
confiabilidad Expresion totales Total %o Total %o
Sensibilidad m 39 52 58 77
TP + FN 75
Tasa de.falsos M 36 48 17 23
negativos TP + FN
Especificidad M 50 100 50 100
TN + FP 50
Tasa de falsos m 0 0 0
positivos TN + FP
Precision 100CTP + TN) 71 86
TP + TN + FP + FN
indice de Youden | 100(sensibilidad + especificidad — 1) 52 77

Para evaluar si la capacidad general de detectar marcadores de residuos de
disparo tanto inorganicos como organicos, aumenté cuando se combinaron los datos
de los electrodos de pelicula delgada de oro y de carbono desnudo, se define un
resultado positivo para residuos de disparo cuando habia al menos dos marcadores
de residuos de disparo inorganicos y al menos un marcador de residuos de disparo

organico, en la misma muestra detectado por cualquiera de los dos analisis.

Se considero que los resultados falsos positivos eran cualquier combinacion
de marcadores organicos e inorganicos mediante ambos enfoques de electrodos. La
naturaleza complementaria de la pelicula delgada de oro y carbén desnudo se
observa a través del rendimiento superior cuando los datos de ambos métodos se
combinan como se muestra en el Cuadro XVIII, donde la precision mejord de 86 %
(desnudo) y 90 % (oro) a 94 % (combinado). Los datos combinados de ambos
analisis permitieron evaluar un panel mas grande de marcadores de residuos de
disparo, lo que brinda mas oportunidades de detectar residuos de disparo tanto

inorganicos como organicos, ya que diferentes marcadores respondieron mejor a
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cada método. Esto también representa un apoyo experimental para la confianza
mejorada de la presencia de residuos de disparo en muestras auténticas, cuando se

evaluan juntos este tipo de residuos.

Cuadro XVIIl. Medidas de confiabilidad del analisis cualitativo de residuos de disparo para la
combinacion del analisis en electrodo desnudo de carbdn y electrodo con pelicula delgada
oro

2 o mas 2IGSR +1
marcadores OGSR
Medida de . Muestras o o
confiabilidad Expresion totales Total ) Total %o
Sensibilidad 100(TP) 75 100 47 63
TP + FN 75
Tasa de falsos 100(FN)
negativos TP + FN 0 0 28 37
Especificidad M 47 94 50 100
TN + FP 50
Tasa d.e.falsos 100(FP) 3 6 0 0
positivos TN + FP
Precision 100(TP + TN) 98 78
TP 4+ TN + FP + FN
indice de Youden | 100(sensibilidad + especificidad — 1) 94 63

3.9. Errores e interferencias en la validacion del rendimiento

del método para la deteccion de residuos de disparo

3.9.1. Presencia de cobre
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Uno de los analitos mas comunes que se pueden encontrar en los residuos
de disparo es el cobre, ya que muchos de los materiales empleados para los
recubrimientos de las balas son de este material o de ciertas aleaciones especiales.
De acuerdo con Mohd Hashim et al., 2016, la concentracion de cobre en residuos de
disparo se puede encontrar entre 1 mg-L-'y 50 mg-L™".

Otro de los puntos importantes es la presencia de cobre en al agua de
consumo humano. En nuestro pais de acuerdo con el “indice de Riesgo de la Calidad
del Agua para Consumo Humano en Costa Rica (IRCACH)” del Instituto
Costarricense de Acueductos y Alcantarillados, Mora-Alvarado et al., 2018, Costa
Rica presenta limites admisibles de concentracion de cobre menores a 1 mg-L™' y
los estudios han revelado que los indices de este analito es no detectable, por lo que
siempre se encuentra en concentraciones menores al minimo permitido. Por otro
lado, el estado de West Virginia en Estados Unidos es una de las regiones de
explotacion minera de carbon de ese pais y como se presenta en Law et al., 2017,
la concentracion de cobre en el agua de consumo humano puede superar
1,3 mg-L"' y a pesar de esta concentraciéon de cobre, Hendryx et al., 2012,
mencionan que son violaciones que llevan mucho tiempo tratandose, pero no se ha

logrado ninguna solucion.

Ademas de acuerdo a los limites determinados para las metodologias
electroanaliticas estudiadas, presentados en el Anexo 2, el cobre puede ser una
interferencia importante en este tipo de analisis, ya que hay que considerar los
residuos que se pueden encontrar en la fabricacion de las balas y que se pueden
extraer a la hora de la toma de la muestra, asi como también aquellos que se hayan

en los reactivos y preparacion de disoluciones.

Debido a esta situacion, se decidio estudiar especificamente este analito y su
efecto en las muestras, tanto para su deteccidn por técnicas electroanaliticas, como
también el efecto negativo que podria tener con otro tipo de sefiales. Como se
observa en la Figura 25, durante los meses de octubre y noviembre de 2020 se
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presentd un aumento en la sefal alrededor de 0,0 V, al realizar el analisis en la
disolucion amortiguadora, como parte de los controles de calidad en el uso de los
electrodos serigrafiados, ademas esta sefial coincide e interfiere con la sefal de 2,4-
DNT, uno de los analitos importantes en el estudio y la deteccion de residuos de
disparo.
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Figura 25. Voltamperometria diferencial de pulso (DPV) para la disolucién
amortiguadora de acetato de sodio. 0,1 mol-L"!, pH 4,5, con la metodologia de
gota sobre el electrodo de carbén serigrafiado [0,13 cm?] con pelicula delgada de
oro

Para determinar la caracterizacion de esta sefial, se realizaron ciertos analisis
particulares como son:
= Agua desionizada empleada en los analisis
= Reactivos (acetato de sodio y acido acético)

= Disolucion amortiguadora de acetato de sodio
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Figura 26. Comparacion entre las diferentes pruebas en el método de gota
utilizando electrodo serigrafiado con pelicula delgada de oro

En la Figura 26 se muestra un resumen de todas las sefales obtenidas por
las pruebas realizadas y las sefales interferentes estan presentes en todas ellas,
por lo que se empieza a observar que es una interferencia presente en ese momento

del analisis y no es algo propio de las muestras ni de las metodologias empleadas.

Una de las propuestas al respecto fue la aparicion de estas sefiales por el oro
utilizado para hacer la pelicula delgada o complejos formados con la disolucién
amortiguadora de acetato de sodio, por lo que se utilizaron técnicas de
caracterizacion como la voltamperometria ciclica (CV) para determinar cada una de
las reducciones y procesos de oxidacion presentes en la solucidn. La
voltamperometria ciclica (CV) de la solucion de oro se muestra en la Figura 27, se
puede ver que solo muestra dos sefiales de oxidacion en alrededor de 0,32 V 'y 0,55
V, que son sefnales caracteristicas del oro. No es posible observar ninguna sefal
alrededor de 0,0 V y 0,8 V de un contaminante de la pelicula delgada o alguna
reaccion secundaria que se dé entre la disolucion amortiguadora y la pelicula de oro.
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Figura 27. Voltamperograma ciclico de una solucion de oro utilizando un
electrodo serigrafiado con una fina pelicula de oro.

Se prepard una disolucion patrén de cobre de 10 mg-L' y se realizaron
diferentes adiciones estandar. Como se puede ver en la Figura 28, la sefial
alrededor de 0,0 V aumenta a medida que la concentracion aumenta y se amplia, lo
cual sugiere que esta sefal representa la presencia de cobre en las disoluciones
empleadas, ademas de que es complicado de eliminar por completo, otro de los
cuidados que se debe tener es que a altas concentraciones de cobre se pueden

perder algunos analitos en estudio, como es el caso del 2,4-DNT.
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Figura 28. Voltamperometria diferencial de pulso (DPV) y curva de pseudocalibracion para
analisis de cobre, con la metodologia de una gota sobre un electrodo serigrafiado de carb6on con
pelicula delgada de oro [0,13 cm?] en disolucion amortiguadora de acetato de sodio, 0,1 mol-L™",

pH 4,5.

De acuerdo con Perevezentseva & Gorchakov, 2014, J. Wang et al., 1996 y
Yanez et al., 2012, al aumentar un poco el tiempo de deposicion en las mediciones,
se logra la oxidacién completa y la eliminacion de este tipo de interferencias, como
se observa en la Figura 29, ya que aparece la sefial alrededor de 0,0 V, pero con

una corriente muy pequefia que no interfiere en el analisis, ni la aparicion de las
sefales de otros analitos.
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Figura 29. Voltamperometria diferencial de pulso (DPV) disoluciones

amortiguadoras de acetato de sodio, 0,1 mol-L-!, pH 4,5, con la metodologia de
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una gota en un electrodo serigrafiado de carbon con una pelicula delgada de oro

[0,13 cm?]

A raiz de esto, se repitid el analisis en el Centro de Electroquimica y Energia

Quimica de la Universidad de Costa Rica, CELEQ y los resultados del analisis de la

disolucion amortiguadora de acetato de sodio, 0,1 mol-L-!, pH 4,5 se muestran en la

Figura 30.
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Figura 30. Voltamperometria diferencial de pulso (DPV) disoluciones
amortiguadoras de acetato de sodio, 0,1 mol-L-!, pH 4,5, con la metodologia de
una gota en un electrodo serigrafiado de carbon vitreo con una pelicula delgada

de oro [0,13 cm?] tomados en el mes de abril, 2021.

3.9.2. Recomendaciones para la colocacién de la gota sobre
el electrodo

En la metodologia empleada en este estudio, uno de los aspectos importantes
es la busqueda de dispositivos que sean portatiles, ya que se busca analizar las
muestras in situ para evitar la pérdida de informacion por efectos de volatilizacién de
la muestra, lo que podria pasar con los residuos de disparo de origen organico, que
presentan una alta volatilidad, pues la pérdida de informacion es un aspecto que se
debe considerar.

El electrodo serigrafiado de carbon es uno de los mas utilizados en el campo
de los analisis electroanaliticos, debido a sus propiedades que son resistentes a
altas temperaturas, dureza, baja resistencia eléctrica y baja densidad, pero una
desventaja que es bien conocida es la interferencia que puede presentar el oxigeno

en las muestras, por medio de reaccion de reduccion de oxigeno o de evolucion de
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este. Por otro lado, la corrosion en diferentes medios (alcalinos, neutros y acidos) se
pueden deber a la formacion de grupos funcionales de oxigeno en la superficie del
electrodo, ademas el carbon en medios acidos se degrada formando Oxidos
superficiales mediante un proceso que es catalizado por acido, que conduce a la
apertura del anillo en la estructura grafitica y por lo tanto a la oxidacion en la masa,
de acuerdo con el estudio de Yi et al., 2017,

De acuerdo con las metodologias de gota que se presentan en este trabajo,
tanto con el electrodo desnudo como con el electrodo modificado con una pelicula
delgada de oro, se debe colocar una alicuota de 50 uL en la superficie del electrodo,
de manera que cubra toda la seccion del electrodo de trabajo, pseudo electrodo de
referencia de Ag/AgCl y el contraelectrodo, como se observa en la Figura 31. Cabe
destacar que, para evitar esta interferencia por la formacion de o6xidos en la
superficie del electrodo, la gota se debe colocar una unica vez y expandirla con
cuidado para evitar que se dafe esta superficie y se generen resultados erroneos.

Figura 31. Diagrama de la colocacion de la gota de 50 L sobre el electrodo
serigrafiado de carbdn vitreo desnudo o modificado con pelicula de oro.
Elaboracion propia

Como se observa en la Figura 32 se tienen dos sefales de dos muestras que
fueron medidas por la misma metodologia y las mismas condiciones descritas en el
Cuadro XIll, utilizando un electrodo serigrafiado de carbon modificado con una
pelicula delgada de oro, pero aplicando la alicuota varias veces, lo cual agrega
oxigeno a la superficie del electrodo y de aca la modificacién de la sefial observada.
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En la Figura 32, la senal que se observa corresponde al antimonio, uno de
los residuos de disparo inorganico estudiado, el cual presenta una alta sensibilidad
con este tipo de metodologia; como se observa en el pico bien definido de la Figura
32.a, sin embargo, al emplear mal la técnica de la gota, la sefal sufre un
ensanchamiento que afecta su debida determinacion. La formacion de oxidos en la
superficie del electrodo hace que la sefal de este analito incremente e inclusive se

divida, de acuerdo con Qu et al., 2004, como se observa en la Figura 32.b.
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Figura 32. Voltamperogramas del analisis poblacional, blanco (disolucion
amortiguadora de acetato 0,1 M pH 4,5), control negativo del analisis y el
Taurus 357 Magnum modelo 608 con municion federal American Eagle cargada
por el fabricante 38 Muestra especial FMJ de 130 granos al agregar (a) una
alicuota de 50 pL sin adicién de oxigeno (b) una alicuota de 50 pL con varias
adiciones de oxigeno

Como lo muestra Qu et al., 2004 y Yi et al., 2017, para impedir la oxidacion
de la superficie, no se debe agregar oxigeno por medio de alicuotas simultaneas al
medio de reaccion, solo una alicuota de disoluciéon o muestra que se deba medir en
la superficie del electrodo, para que no se forme este tipo de 6xidos que pueden
afectar cada una de las sefales presentes en el analisis de residuos de disparo.
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3.10. Analisis preliminar de mercaptanos

Con el fin de aumentar la sensibilidad y la selectividad de los electrodos
serigrafiados de carbdn, y mejorar los niveles de deteccion de los analitos a nivel de
trazas y ultratrazas, se probaron diferentes mercaptanos que se enlazaron a la

pelicula de oro.

La modificacion de electrodos serigrafiados les proporciona a las técnicas
electroanaliticas una gran versatilidad, y por esta razon surgen los electrodos
quimicamente modificados (CMES). De acuerdo con Joseph Wang, 2000 y Kochana
et al., 2019, estos electrodos se basan en un enfoque moderno de modificacion, en
donde la colocacién del reactivo se hace directamente en la superficie de electrodo
para trasladar las propiedades de ese reactivo a la superficie modificada. Entre las
formas que pueden beneficiar estas aplicaciones analiticas se encuentran: la
aceleracion de las reacciones de transferencia de electrones, la acumulacion
preferencial o la permeacion selectiva de la membrana, los cuales pueden impartir
mayor selectividad, sensibilidad o inclusive estabilidad en los dispositivos

electroquimicos.

Una de las técnicas mas empleadas con los CMES, de acuerdo con Kochana
et al.,, 2019, Silva et al., 2010 y Xue et al., 2014, son las monocapas adsorbidas
espontaneamente de n-alcanotioles en las superficies de oro, que se basan en la
fuerte interaccion entre el oro y el azufre, las cuales son particularmente adecuadas
para controlar y manipular la reactividad entre los analitos estudiados y la sefal
electroanalitica que se puede obtener Figura 33.
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De acuerdo con Joseph Wang, 2000, este tipo de monocapas se forman

comunmente sumergiendo el electrodo de oro durante un tiempo determinado en

disoluciones etandlicas que contienen concentraciones milimolares del mercaptanos

en estudio.

RSH+ Au @ RS—Au+e +H*

Las fuerzas de Van der Waals entre los grupos metileno van a orientar la

monocapa que se va a formar sobre el electrodo de oro, de acuerdo con la ecuacién

[1]; este proceso de autoensamblaje da como resultados monocapas bien

organizadas y estables, pero este empaquetamiento y orden se va a ver influenciado

por factores como la longitud de la cadena, la naturaleza del grupo final, la naturaleza

del disolvente, el tiempo de inmersion y la morfologia del sustrato.
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A raiz de esto se determind la sensibilidad de cada uno de los electrodos de
serigrafiados de carbon con peliculas delgadas de oro que se modificaron con
mercaptanos, tanto de cadena lineal como son: butanotiol, hexanotiol, octanotiol, asi
como ramificados y con diferentes grupos funcionales como son: 2-mercaptoetanol

y acido 3-mercaptopropidnico.

Este analisis se desarroll6 especificamente con la metodologia de la celda,
donde el analito se colocaba en 10,0 mL de disolucién amortiguadora de acetato 0,1
mol-L-" cuyo pH es de 4,5. De acuerdo con la Figura 34, la sensibilidad en todos los
casos siempre fue menor que con el electrodo con pelicula delgada de oro sin la
adicién de algun mercaptano, mas bien ocurre el efecto contrario, ya que conforme
aumenta la longitud de la cadena, el analito se aleja cada vez mas de la superficie
del electrodo, por lo que su deteccidn es mas pobre.

Otro de los aspectos importantes que se notan en la Figura 34 es que en la
mayoria de los casos, solo con la excepcidn de 2-mercaptoetanol, el tiempo 6ptimo
para poder analizar todos los analitos presentes es 30 segundos; se noté que a
mayor tiempo la pelicula se satura, por lo que no hay interaccién alguna entre el
electrodo y el analito, y a menor tiempo de contacto existen pérdidas de analitos,
ademas no se presentan los resultados del 1-Octanotiol, esto debido a que nunca se
obtuvo medicidn de ninguno de los analitos en ninguno de los tiempos sugeridos,
esto se puede deber a la longitud de la cadena de este compuesto, lo cual aumenta
la pérdida de interaccién entre el electrodo y el analito.



100

80,00 80,00
70,00 I 70,00 I
"B 60,00 " 60,00
< <
< <
4 50,00 4 50,00
B 40,00 I T 40,00
2 2
3 30,00 5 30,00 I
2 2
€ 20,00 € 20,00
(%] wv -
10,00 B = I I 10,00 I I
0,00 = i - 0,00 [ | [ ] [ |
Electrodo de Tiol 10 min Tiol 15 min Tiol 30 min Electrodo de Tiol 5 min Tiol 15 min Tiol 30 min
carbon con carbdn con
pelicula pelicula delgada
delgada de oro de oro
® Analito mPb mSb 2,4-DNT m NG ® Analito mPb mSb 2,4-DNT m NG
(a) (b)
80,00 80,00
70,00 I 70,00 I
s 60,00 7, 60,00
< <
< 50,00 < 50,00
=2 =
T 40,00 T 40,00
2 2
5 30,00 B 30,00
e 2
o 20,00 o 20,00
(%] wv
10,00 I I 10,00 I = I B I
0,00 R ~m® 0,00 n
Electrodo de Tiol 10 min Tiol 15 min Tiol 30 min Electrodo de Tiol 10 min Tiol 15 min Tiol 30 min
carbon con carbén con
pelicula delgada pelicula delgada
de oro de oro
m Analito mPb mSb 2,4-DNT m NG ® Analito mPb mSb 2,4-DNT m NG
(c) (d)

Figura 34. Analisis de la sensibilidad de los electrodos serigrafiados de carbon modificados con pelicula
delgada de oro en contacto con diferentes mercaptanos: (a) Butanotiol, (b) Hexanotiol, (c) Acido 3-
mercaptopropionico y (d) 2-Mercaptoetanol
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De acuerdo con Joseph Wang, 2000 y Kochana et al., 2019, al agregar un
componente extra a las peliculas delgadas de oro se van a obtener estructuras cada
vez mas desordenadas con menor densidad de empaquetamiento y cobertura, al
disminuir la longitud de la cadena (n<10). Estos y otros trastornos y defectos
estructurales conducen a un rendimiento degradado. De acuerdo con los resultados,
al agregar este componente extra a la capa de interaccion entre el analito y el
electrodo se pierde sensibilidad en el medio.

Finalmente, al observar los limites de deteccion (LOD) obtenidos para este
estudio de mercaptanos, Figura 35, se puede observar que, al aumentar los limites
de deteccion, no se pueden detectar niveles traza o ultratraza en las muestras, por
lo que empeora la capacidad de analisis. Todos los mercaptanos presentan limites
muy por encima del electrodo serigrafiados de carbon con la pelicula delgada de oro
sin interaccidbn con mercaptanos, por lo que se tiene otro indicio de que esta
separacion entre el electrodo y el analito afecta este analisis, pero el problema radica
en que no es el caso para todos los analitos estudiados, ya que en algunos casos

no se obtuvo sefal alguna.

Para concluir este estudio es necesario realizar réplicas de cada uno de los
casos e incluir otros mercaptanos para tener diferentes distribuciones y grupos
funcionales que respalden la hipétesis de que al agregar una separacion entre el
electrodo y el analito mas bien disminuye la sensibilidad del analisis con los analitos
de interés.
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Figura 35. Analisis del limite de deteccion (LOD) de los electrodos serigrafiados de carbon
modificados con pelicula delgada de oro y contacto con diferentes mercaptanos: (a) Butanotiol, (b)
Hexanotiol, (c) Acido 3-mercaptopropiénico y (d) 2-Mercaptoetanol
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Capitulo 4.

Conclusiones y Recomendaciones

1. Conclusiones

Las técnicas electroquimicas brindan una solucién viable a la deteccion de
residuos de disparo, al lograr la deteccion dual, tanto de residuos inorganicos IGSR
como residuos organicos GSR, de estos compuestos con una metodologia rapida y
portatil que permite la evaluacion e interpretacion de la evidencia.

El uso de los electrodos de carbono sdlidos y serigrafiados sin ninguna
modificacion se pueden utilizar para detectar algunos de los analitos de interés de
esta investigacion, sin embargo, los electrodos serigrafiados modificados con una
pelicula delgada de bismuto mostraron una mejoria en cuanto a los limites de

deteccidn y cuantificacion para los analitos que se estudiaron en este trabajo.

El uso de la pelicula de bismuto requiere condiciones muy especificas para la
medicidn, como lo es una atmdsfera de nitrégeno para evitar la oxidacidn temprana
del recubrimiento, ademas no demostré ser viable para el analisis de todos los
residuos organicos e inorganicos principales que se encuentran en las muestras de
GSR tomadas en las manos de las personas, por lo que la pérdida de la informacion

es inminente.
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Los electrodos que mostraron mejores resultados para todos los analitos que

se estudiaron fueron los electrodos serigrafiados de carbén modificados con pelicula

delgada de oro, utilizando la voltamperometria de pulso diferencial, y algunas de las

ventajas que brindan son las siguientes:

a.

El electrodo serigrafiado de carbdn con una pelicula delgada de oro
tiene una mayor resolucion que el electrodo desnudo. Esto tiene la
ventaja de que es menos probable que el analisis con la pelicula fina
de oro se vea influido por interferencias. Sin embargo, se recomienda
hacer un estudio de interferencias con otros metales que puedan dar
falsos positivos.

Las determinaciones con electrodos recubiertos tienen menores limites
de deteccidn y cuantificacién que su contraparte sin modificacion. Esto
permite medir analitos a niveles de trazas y ultratrazas,
concentraciones esperadas en el analisis de residuos de disparo.

Las metodologias que utilizan pelicula delgada de oro tienen un
aumento de sensibilidad en comparacién con el método de electrodo
desnudo, lo que significa que, con esta modificacion, es posible
distinguir entre concentraciones distintas a niveles traza y ultratraza de
los residuos inorganicos y organicos.

El método de pelicula delgada de oro por celda mostro limites de
deteccidon menores que el método de gota. Sin embargo, el método de
la celda tiene la desventaja de diluir en gran medida la muestra, lo que
no es practico cuando se manipulan muestras de trabajos de casos, ya
que la preservacion de la muestra es fundamental.

La técnica de barrido rapido permitié la deteccion de componentes
organicos que de otro modo se pueden perder debido a su volatilidad
cuando no se analizan con prontitud.

Se puede realizar una combinacion de técnicas para mejorar la
deteccion de ciertos analitos e inclusive ampliar la cantidad de analitos

detectados, como es el caso del analisis de residuos de disparo con
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electrodo desnudo de carbdn y modificado con pelicula delgada de oro,

ambos empleando la metodologia de la gota.

Las técnicas de barrido como la voltamperometria de pulso diferencial
empleada en esta investigacion, muestran la gran ventaja de tener un analisis dual,
tanto cualitativo, como es el caso de este trabajo por medio de la designacion de
sefiales y de cuantificacion por curvas de calibracion. Si se identifican al menos dos
sefales cualesquiera (IGSR y OGSR) que superan el LOD de la metodologia, como
criterio para designar una muestra como GSR, existe una buena relacion entre los
indices estadisticos de calidad; proporcionando una alta fiabilidad en los resultados

del método.

Existen senales interferentes, como la del cobre, que no pueden eliminarse
por completo del analisis, pero deben tenerse en cuenta a la hora de asignar las
senales. Las sefales que presenta la pelicula de oro formada sobre la superficie de
carbdn, dos sehales de oxidacion caracteristicas de los procesos de oro puro, por lo
que no se demostrd una posible formacion de complejos de oro a un pH de 4,5. Por
otro lado, también se observan sefales con corrientes muy débiles en los
voltamperogramas de las muestras; sin embargo, presentan corrientes comparables
al ruido de fondo, por lo que no son asignadas como sefiales por la designacion
automatizada. Ademas, estas sefales se pueden distinguir visualmente, pero no se

tienen en cuenta en el analisis.

Se aplicaron dos técnicas de analisis como son el uso de una celda y el uso
de la gota para el analisis cualitativo y cuantitativo, con limites de deteccion y
cuantificacion menores para la primera técnica, sin embargo, el uso de la gota
permite el analisis simultaneo de Pb, Sb, 2,4 DNT, NG y DPA con sefales mas
definidas y sin necesidad de diluir la muestra como es el caso de la celda.
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Las metodologias desarrolladas demostraron ser aplicables para la deteccién
cualitativa de residuos organicos e inorganicos de disparo, y la aplicacién de las

técnicas de evaluacion

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, la técnica de
electrodo de carbon con pelicula delgada de oro con la metodologia de celda tiene
un rango de trabajo de 0,200 mg-L™" - 0,350 mg-L-! en el caso de plomo; 0,250 mg-L"
1-0,375 mg-L" para antimonio; 0,050 mg-L-! - 0,120 mg-L™" para 2,4-dinitrotolueno;
0,030 mg-L" - 0,150 mg-L™" para nitroglicerina y 0,050 mg-L-' - 0,400 mg-L™" para
difenilamina, en todos los casos se observa un comportamiento lineal con

coeficientes de correlacion (R?) promedio de 0,995.

La técnica de electrodo de carbon con pelicula delgada de oro con la
metodologia de gota tiene un rango de trabajo de 0,100 mg-L-' - 1,000 mg-L" para
todos los analitos estudiados con un comportamiento lineal con coeficientes de
correlacion (R?) promedio de 0,995. Lo anterior demuestra que metodologia de gota
presenta mayores ambitos de trabajo que la metodologia de celda.

Se analizaron muestras recolectadas directamente de las manos de personas
que dispararon armas de fuego, bajo controles para evitar contaminaciones
provenientes de otras fuentes. Las muestras obtenidas son de indole heterogénea y
variable, debido a esto, a pesar de que la técnica presentada en este trabajo cumple
con parametros para aplicar un analisis cuantitativo, con las muestras obtenidas se
imposibilita la aplicacidén de la misma, por lo que se puede concluir que los electrodos
serigrafiados de carbon recubiertos con peliculas delgadas de oro se pueden aplicar
al campo de los residuos de disparo, mas no se puede concluir de momento la

concentracion obtenida por cada una de las muestras.
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La repetibilidad reportada para la técnica de electrodo de carbdn con pelicula
delgada de oro con la metodologia de celda para plomo, antimonio, 24-
dinitrotolueno, nitroglicerina y difenilamina son 0,7 %, 0,4 %, 0,5 %, 0,5 % y 2,0 %
respectivamente, mientras que la repetibilidad intermedia seria de 0,7 %, 0,4 %, 1,3 %
1,0 % y 1,7 % respectivamente, ambos reportados como % RSD.

Para la técnica de electrodo de carbdn con pelicula delgada de oro con la
metodologia de gota para plomo, antimonio, 2,4-dinitrotolueno, nitroglicerina y
difenilamina son 0,6 %, 1,0 %, 1,6 %, 1,8 % y 1,7 % respectivamente, mientras que
la repetibilidad intermedia seria de 0,5 %, 2,1 %, 1,3 % 18 % y 1,0 %
respectivamente, ambos reportados como % RSD.

Estos resultados sugieren que, para el Sb, 2,4-DNT y NG la metodologia de
celda presenta resultados ligeramente mejores que la metodologia de gota, mientras
que para el plomo y la DPA los resultados son equivalentes para ambas
metodologias.

Finalmente, las sensibilidades obtenidas en este trabajo fueron de 1,37
L-A-ng"' para plomo, 5,80 L-A-ng”' para antimonio, 0,45 L-A-ng" para 2,4-DNT,
14,22 L-A-ng"' para nitroglicerina y 0,49 L-A-ng”" para DPA para la técnica de
electrodo de carbon con pelicula delgada de oro con la metodologia de celda,
mientras que para la técnica de electrodo de carbon con pelicula delgada de oro con
la metodologia de gota se obtuvieron sensibilidades de 43,2 L-A-ng™" para plomo,
22,6 L-A-ng? para antimonio, 58,2 L-A-ng’ para 2,4-DNT, 25,7 L-A-ng" para
nitroglicerina y 80,7 L-A-ng”' para DPA, todos los valores reportados como las
pendientes de la curva de calibracion (n=5). Esto demuestra que la metodologia de
gota es mas sensible a los cambios de concentracion de los analitos estudiados en

este trabajo.
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A pesar de que la metodologia de celda presenta resultados mas
prometedores en cuanto a sensibilidad, LOD y LOQ que la metodologia de gota, no
obstante, una limitacion practica de la metodologia de la celda es la dilucidén de la
muestra, la cual es aproximadamente 100 veces menor al comparar con la
metodologia de la gota. Por lo tanto, la pérdida de informacién de la muestra es dificil
de superar, especialmente para muestras de baja concentracion inicial. Sin embargo,
el método de gota ofrecié LOD y LOQ suficientemente bajos para la cuantificacion
de GSR en muestras tomadas en las manos de tiradores. Esto es demostrado por

su alto indice de precision cualitativo.

Ademas, se realizé el estudio preliminar de la modificacion del electrodo
serigrafiado de oro con diferentes mercaptanos, del cual solo se puede mencionar
que existe una fuerza electrostatica entre la pelicula de oro y el mercaptano
correspondiente, o que permite el autoensamblado en monocapas reportado
previamente en la literatura, aunque falta evidencia experimental de que este patrén
de ensamblado sea el observado en la modificacion. Ademas, se observo que
conforme aumenta el largo de la cadena alifatica del mercaptano, la sefal va a
disminuir su intensidad, ya que el analito se esta alejando del area de trabajo del
electrodo, pero cabe destacar que se necesitan mas estudios en esta area.

Se realizd una validacion cualitativa del desempefo de las técnicas
desarrolladas, aplicando el diagrama de cajas, con muestras de GSR para
determinar la relacion tirador no tirador, una evaluacion de la capacidad general de
detectar marcadores de residuos de disparo tanto inorganicos como organicos, para
los electrodos solos y combinando los datos de los electrodos de pelicula delgada
de oro y de carbono desnudo, y el calculo indice de Youden, Estas tasas de
rendimiento demuestran que ambos sensores electroquimicos son viables para la

deteccidn y el analisis de pruebas de residuos de disparo.
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Los métodos propuestos en este trabajo tienen la capacidad de mejorar la
eficiencia de la deteccion de IGSR y OGSR en laboratorios e in situ. Como método
de deteccion, la electroquimica puede ayudar en la clasificacion de casos, reducir
los costos operativos y proporcionar una mejor toma de decisiones en la escena del

crimen.
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2. Recomendaciones

Para poder aplicar estas técnicas en la cuantificacion de residuos de disparo,
se debe hacer un estudio de validacion tanto en el proceso de muestreo, como de
la recuperacion analitica, ya sea con el analisis de materiales de referencia
certificados, participacion en una ronda de intercomparacion, o la aplicacién de otras
técnicas por ejemplo, SEM-EDX (técnica referente para analisis de residuos de
disparo), ICP-MS (para el caso de IGSR) y/o HPLC-MS (para el caso de OGSR),
pues la cantidad de muestra que se recoge de los individuos que disparan en muy

limitada y heterogénea, lo cual no se pudo realizar en esta etapa.

Ademas de esto se deben estudiar y validar parametros importantes en la
toma y el tratamiento de la muestra ya que, de acuerdo a lo realizado, no se tienen
estudios correspondientes a las pérdidas de analito, por lo que no se puede asegurar

el analisis cuantitativo de las muestras en este trabajo.

Se recomienda el estudio de otro tipo de electrodos, como por ejemplo electrodos
de carbon modificados con otro tipo de peliculas delgadas que no se vean afectadas
a potenciales altamente negativos, alrededor de -2,0 V, ademas el uso de electrodos
sélidos como el electrodo de diamante dopado con boro, los cuales podrian mejorar
e inclusive detectar la sefal de este elemento, que esta presente en los residuos de
disparo. Lo mismo que la posibilidad de medir la etil centralita y la metil centralita,
considerados actualmente como marcadores importantes en la deteccion de

residuos de disparo.
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Anexos

1. Cuadros de resultados de sensibilidad y limites de deteccion
y cuantificacion de las diferentes metodologias con electrodo
serigrafiado de carbén desnudo y con peliculas delgadas de
bismuto y oro por la técnica de voltamperometria de pulso
diferencial (DPA)

Anexo 1. Comparacién del parametro sensibilidad en el analisis de Pb, Sb, 2,4-DNT, NG y DPA
mediante la técnica de voltamperometria de pulso diferencial, con electrodo serigrafiado de carbdn
[0,01 cm?] desnudo y con pelicula delgada de bismuto y oro en disolucién amortiguadora de acetato de

sodio 0,1 mol-L"!, pH 4,5

Sensibilidad con Sensibilidad con Sensibilidad con
Sensibilidad con electrodo de carbén electrodo de carbén electrodo de carbon
Analito | electrodo desnudo de vitreo con pelicula vitreo con pelicula vitreo con pelicula
carbén / L-A-ng? delgada de bismto / delgada de oro / delgada de oro /
L-A-ng? L-A-ng? (celda) L-A-ng? (gota)
Pb 3,42 3,97 1,37 43,2
Sb 0,16 2,79 5,80 22,6
2,4-DNT 0,31 0,34 0,45 58,2
NG 0,23 N.D 14,22 25,7
DPA N.D N.D 0,49 80,7
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Anexo 2. Comparacion entre los limites de deteccion y cuantificacion de las

diferentes metodologias utilizadas para el analisis de GSR para n=8

Limite de deteccion (LOD)/ upg-L™*

Electrodo Electrodo Electrodo
Electrodo serigrafiado de | serigrafiado de | serigrafiado de
. serigrafiado carbén con carbén con carbén con
Analito . - p
desnudo de pelicula pelicula pelicula
carbén delgada de delgada de oro | delgada de oro
bismuto (celda) (gota)
Pb 11,8 17,9 14,1 31,5
Sb 17,0 5,6 18,1 10,5
2,4-DNT 40,2 28,4 22,8 291
NG 80,3 N.D 16,2 30,8
DPA N.D N.D 13,1 29,7
imite de cuantificacién (LOQ) / pg-L*
Electrodo Electrodo Electrodo
Electrodo serigrafiado de | serigrafiado de | serigrafiado de
. serigrafiado carbén con carbén con carbén con
Analito . - p
desnudo de pelicula pelicula pelicula
carbén delgada de delgada de oro | delgada de oro
bismuto (celda) (gota)
Pb 39,5 59,2 471 105,1
Sb 56,7 18,5 60,4 34,9
2,4-DNT 1341 94,6 75,9 97,0
NG 267,6 N.D 54,1 102,5
DPA N.D N.D 43,6 99,0




2.

Corriente (HA)

Corriente (pA)

132

Curvas de calibracion por el método de la celda con electrodo

desnudo de carbé6n empleando metodologia de celda

1,000 +
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2 _ I
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0,000 } f f f f !
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0,040 } f f f {
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0,350 —
0300 + 1=(0,308 £ 0,009)-C, 4 pnr + (0,067 £ 0,005) § -9
—_ R? = 0,995
O 3
= 0,250 + i
E | e
T 0,200 + o
S s
0,150 + ')
0,100 : ; , , . . .

0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,900
Concentracién 2,4-DNT (mg-L?)

(c)
0,120 +
0,100 +
-
0,080 - 1=(0,23 £ 0,02)-C\ + (0,004 + 0,004) ] L
R?=0,946 - N

Corriente (HA)
o o
o o
N (o))
o o
|

o
o
N
o
I
T

0,000 : : : : ' ' ' |

0,000 0,05 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350 0,400
Concentracion NG (mg-L?)

(d)

Anexo 3. Curvas de calibracion para el analisis de: (a) Pb, (b) Sb, (c) 2,4-DNT y
(d) NG por voltamperometria diferencial de pulsos (DPV) con un electrodo
serigrafiado de carbon [0,13 cm?] en disolucion amortiguadora de acetato de
sodio 0,1 mol-L', pH 4,5
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3. Curvas de calibracion por el método de la celda con electrodo

de carbén con pelicula delgada de bismuto empleando

metodologia de celda
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0,300 -+

0,250 -+ T

1=(0,341 £ 0,007)-C>*PNT _ (0,041 + 0,004) '|' J_
< 0200 + R?=0,998 T [
2 L1
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Anexo 4. Curvas de calibracion para el analisis de: (a) Pb, (b) Sby (c) 2,4-DNT

por voltamperometria diferencial de pulsos (DPV) con un electrodo serigrafiado

de carbono [0,13 cm?] modificado con pelicula delgada de bismuto en disolucion
amortiguadora de acetato de sodio 0,1 mol-L", pH 4,5
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4. Curvas de calibracion por el método de la celda con electrodo
de carbén con pelicula delgada de oro empleando

metodologia de celda
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Anexo 5. Curvas de calibracion para el analisis de: (a) Pb, (b) Sb, (c) 2,4-DNT,
(d) NG y (e) DPA por voltamperometria diferencial de pulsos (DPV) con un
electrodo serigrafiado de carbon [0,13 cm?] modificado con pelicula delgada de
oro con metodologia de celda en disolucién amortiguadora de acetato de sodio
0,1 mol-L-', pH 4,5
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. Curvas de calibracion por el método de la celda con electrodo
de carbén con pelicula delgada de oro empleando
metodologia de gota
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Anexo 6. Curvas de calibracion para el analisis de: (a) Pb, (b) Sb, (c) 2,4-DNT,
(d) NG y (e) DPA por voltamperometria diferencial de pulsos (DPV) con un
electrodo serigrafiado de carbon [0,13 cm?] modificado con pelicula delgada de
oro con metodologia de gota en disolucién amortiguadora de acetato de sodio
0,1 mol-L-', pH 4,5
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Voltamperogramas de muestras de pistola Springfield XD9,
cartucho Winchester 200 rondas 9 mm empleando
metodologia de la celda con electrodo de carbén modificado

con pelicula delgada de oro
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Blanco Control Muestra de
= (buffer) = Negativo = disparo
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Anexo 7. Voltamperogramas de las muestras de pistola Springfield XD9, cartucho
Winchester 200 rondas 9 mm empleando metodologia de la celda con electrodo de carbén
modificado con pelicula delgada de oro siendo falsos negativos: (a)
OPT_110619_1_PLH_WIN_EC cell _LP; (b) OPT_110619 2 PLH WIN_EC cell LPy
verdaderos positivos (¢) OPT_110619_15 PLH_WIN_EC_cell_LP; (d)
OPT_110619_19 PLH_WIN_EC cell_LP
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7. Voltamperogramas de muestras de pistola Springfield XD9,

Corriente (£ 0,001 pA)

cartucho Winchester 200 rondas 9 mm empleando
metodologia de la gota con electrodo de carbén modificado

con pelicula delgada de oro
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Blanco Control Muestra de
= (buffer) = Negativo = disparo
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Anexo 8. Voltamperogramas de las muestras de pistola Springfield XD9, cartucho
Winchester 200 rondas 9 mm empleando metodologia de la gota con electrodo de carbon
modificado con pelicula delgada de oro siendo falsos negativos: (a)
OPT_110619_1_PLH_WIN_EC drop_LP; (b) OPT_110619_13_PLH_WIN_EC drop LPy
verdaderos positivos (¢) OPT_110619_5 PLH_WIN_EC_drop_LP; (d)
OPT_110619_10_PLH_WIN_EC drop_LP
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8. Voltamperogramas de muestras de revolver Taurus Modelo

Corriente (£ 0,001 pA)

608, cartucho Cargado por el fabricante American Eagle
Federal .38 special empleando metodologia de la gota con

electrodo de carbon modificado con pelicula delgada de oro
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Anexo 9. Voltamperogramas de las de muestras de revolver Taurus Modelo 608, cartucho Cargado
por el fabricante American Eagle Federal .38 special empleando metodologia de la gota con electrodo
de carbén modificado con pelicula delgada de oro siendo falsos negativos: (a)
121019_400_RRH_NAC_SU_LP_EC _drop; (b) 121019_433_RRH_NAC_SU_LP_EC dropy
verdaderos positivos (¢) 121019 _410_RRH_NAC_SU _LP_EC_drop; (d)

121019_435 RRH_NAC_SU_LP_EC drop
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Corriente (+ 0,001 pA)
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Voltamperogramas de muestras de pistola Springfield XD9,
cartucho Cargado por el fabricante Remington 9 mm
empleando metodologia de la gota con electrodo de carbén

modificado con pelicula delgada de oro
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Anexo 10. Voltamperogramas de las de muestras de pistola Springfield XD9, cartucho Cargado por el
fabricante Remington 9 mm empleando metodologia de la gota con electrodo de carbén modificado
con pelicula delgada de oro siendo falsos negativos: (a) 121019_453 PLH_NAC_SU _LP_EC_drop;

(b) 121019_469 PLH_NAC_SU_LP_EC_drop y verdaderos positivos (c)
121019 _465 PLH_NAC_SU_LP_EC _drop; (d) 121019_470_PLH_NAC_SU_LP_EC_drop

250 500 750
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Anexo 11. Articulo publicado en la revista “Journal of Forensic Sciences” en colaboracion con el
Laboratorio de Analisis Forenses de la Universidad de West Virginia, WV, Estados Unidos
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Paper (3 Full Access

Evaluation of the Simultaneous Analysis of Organic and
Inorganic Gunshot Residues Within a Large Population Data Set
Using Electrochemical Sensors™’

Colby E. Ott M.S., Kourtney A. Dalzell B.S., Pedro José Calderén-Arce M.S., Ana Lorena Alvarado-Gamez
Ph.D., Tatiana Trejos Ph.D., Luis E. Arroyo Ph.D. =«

First published: 25 August 2020 | https://doi.org/10.1111/1556-4029.14548 | Citations: 2

* Presented in part at the 72nd Annual Scientific Meeting of the American Academy of Forensic
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T This project is sponsored by Award No. 2018-DU-BX-0186 from the National Institute of Justice to West
Virginia University. The opinions, findings, and conclusions are those of the authors and do not
necessarily reflect those of the Department of Justice.

Abstract

The increasing demand for rapid methods to identify both inorganic and
organic gunshot residues (IGSR and OGSR) makes electrochemical methods, an
attractive screening tool to modernize current practice. Our research group has
previously demonstrated that electrochemical screening of GSR samples delivers a
simple, inexpensive, and sensitive analytical solution that is capable of detecting
IGSR and OGSR in less than 10 min per sample. In this study, we expand our
previous work by increasing the number of GSR markers and applying machine
learning classifiers to the interpretation of a larger population data set. Utilizing bare
screen-printed carbon electrodes, the detection and resolution of seven markers



155

(IGSR; lead, antimony, and copper, and OGSR; nitroglycerin, 2,4-dinitrotoluene,
diphenylamine, and ethyl centralite) was achieved with limits of detection (LODs)
below 1 ug/mL. A large population data set was obtained from 395 authentic shooter
samples and 350 background samples. Various statistical methods and machine
learning algorithms, including critical thresholds (CT), naive Bayes (NB), logistic
regression (LR), and neural networks (NN), were utilized to calculate the performance
and error rates. Neural networks proved to be the best predictor when assessing the
dichotomous question of detection of GSR on the hands of shooter versus
nonshooter groups. Accuracies for the studied population were 81.8 % (CT), 88.1%
(NB), 94.7% (LR), and 95.4% (NN), respectively. The ability to detect both IGSR and
OGSR simultaneously provides a selective testing platform for gunshot residues that
can provide a powerful field-testing technique and assist with decisions in case

management.

Referencia:

Ott, C. E., Dalzell, K. A., Calderon-Arce, P. J., Alvarado-Gamez, A. L., Trejos, T., &
Arroyo, L. E. (2020). Evaluation of the Simultaneous Analysis of Organic and
Inorganic Gunshot Residues Within a Large Population Data Set Using
Electrochemical Sensors* ' 1. Journal of Forensic Sciences, 1556-4029.14548.
https://doi.org/10.1111/1556-4029.14548

El articulo se encuentra en la siguiente pagina web:

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1556-4029.14548
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