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Antecedentes

1. Antecedentes

La ciencia forense se define como el conjunto de una variedad de disciplinas que tienen
como objetivo particular la materializacion de pruebas fehacientes, con efectos de
caracter judicial mediante el uso de metodologias cientificas. A nivel mundial se
desempefia como una herramienta en el esclarecimiento de una gran variedad de delitos,

permitiendo dar con certeza y veracidad un fallo en alguna resolucion. (Rojo, et al., 2014).

El uso de armas de fuego ha ido en aumento a nivel mundial, como resultado de factores

como: falta de regulaciones, monitoreo en procesos de venta, trafico legal/ilegal, etc.

En afios recientes la transgresién de los derechos humanos ha sido mas evidente con
motivos de la privacion del derecho a la libertad y a la vida como efecto colateral. Diversos
estudios han dilucidado que el nimero de bajas civiles incrementa proporcionalmente
conforme incrementa la disponibilidad de cualquier tipo de arma de fuego (Lépez, 2019).
En diversos paises desarrollados esta tendencia no siempre se presenta, pues la
existencia de normas y sanciones severas regulan el uso parcialmente de forma efectiva,
reduciendo considerablemente el nimero de efectos dolosos, caso contrario en paises en
subdesarrollo aunado a la presencia de grupos delictivos y conflictos armados afecta
considerablemente el nimero de tragedias, tal y como se observa en la Figura 1(Llaneras,
2018).

Canadd
Francia
Irlanda
Israel
Chile
EEUU

Turquia

México

o

20 40 60 80 100

Muertes por cada millén de habitantes

Figura 1. Paises con mayor nUmero de muertes

por arma de fuego.
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1.1 Arma de fuego

Un arma de fuego, se define como un instrumento o herramienta que permite atacar o
defenderse en referencia al aspecto fisico, ya que un arma puede lastimar fisicamente o
hasta matar a otra persona. Permite la propulsién de proyectiles, que son lanzados a gran
velocidad para asi hacer un impacto sobre su objetivo. Ejemplos de un arma de fuego

son: rifle, revélver, pistola, ametralladora, fusil y la carabina.

De forma general un arma de fuego se conforma de (Figura 2): Gatillo (Figura 2a):
dispositivo para accionar el percutor, Percutor (Figura 2b): es el medio de accién que va a
golpear al cartucho para que inicie el proceso de ignicion y se dispare la bala (municién),
Cafion (Figura 2c): zona donde sale la bala, a su vez provee direccion y estrias a la bala,
Cartucho (Figura 2d): objeto que alberga a todos los elementos que son necesarios para
gue pueda ocurrir el disparo en un arma de fuego y Municién (Figura 2e): objeto sélido a
manera de proyectil, siendo este Ultimo el que permite descifrar si una persona ha

disparado o no un arma de fuego.

) ‘i‘,flﬂmu‘l

Figura 2. Partes de un arma de fuego (Colmenero, 2015).
1.2 Componentes de la municion

Casquillo: Recipiente metalico en el que se encuentra la carga de proyeccion y la cipsula
detonante, cuya boca se une rigidamente a la bala, hecha por una aleacién de metales
(Colmenero, 2015).

Fulminante (capsula iniciadora): Permite la ignicibn de la pdélvora mediante una

explosion por percusion.
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Esta constituido por trinitroresolcinato de plomo (explosivo), tetraceno (explosivo), nitrato
de bario (oxidante), dioxido de plomo (oxidante), trisulfuro de antimonio (reductor y
regulador de combustién) y siliciuro célcico (reductor y regulador de la combustion).
(Mufios, 1997).

Pdlvora: Compuesto propulsor de la municion o proyectil, a través de la obtencién de
altas presiones originadas a consecuencia de los gases resultantes de su combustion.
Mezcla de componentes quimicos que contienen gran cantidad de oxigeno, el cual les
permite arder en conjunto, sin necesidad de oxigeno atmosférico. La pélvora arde
rapidamente, dependiendo de su granulacién (Romolo, 2004).

Proyectil: Objeto que se impacta, compuesta de uno o varios elementos (plomo, bronce,

cobre o hasta madera) (Colmenero, 2015).

/ Proyectil / municion

e Casquillo/ Vaina

Polvora

<— Fulminante ———*

Figura 3. Componentes de la municién.

La percusion de un arma de fuego genera una serie de reacciones fisico-quimicas que
dan origen a la produccién de residuos, dentro de los cuales se destacan los nitritos y
nitratos (residuos de pélvora), plomo, cobre (residuos del detonador), Ba(ll) y Al(lIl)
(residuos del iniciador), entre otros compuestos organicos e inorganicos, tal y como se

muestra en la Tabla 1. (Basu, 1982)
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Tabla 1. Residuos por disparo de un arma de fuego

Residuos Organicos

Compuesto Funcién

Nitrocelulosa Explosivo primario

Nitroglicerina Explosivo primario

Nitroguanidina Explosivo primario

Difenilamina Estabilizador

Centralita de metilo y etilo Estabilizador

Resorcinol Estabilizador

Akarditas (I, Il y ) Estabilizador

Ftalato de dibutilo y dimetilo Plastificante

Glicerol triacetato Plastificante

Dinitrotolueno Inhibidor Flash

Residuos Inorganicos
Elemento Funcion

Aluminio Componente de la vaina y del primer

Antimonio Componente de la vaina, componente del
primer y bala

Arsénico Componente de la vaina

Bario Componente del primer y carburante de la
pélvora

Bismuto Componente de la vaina

Cromo Componente de la bala

Cobre Componente de la vaina, bala y del primer

Hierro Componente del cafién y bala

Plomo Componente de la bala y del primer

Magnesio Componente del primer

Mercurio Componente del primer

Niquel Componente de la vaina

Fosforo Componente de la vaina

Potasio Componente del primer y carburante de la
poélvora

Estroncio Componente del primer



Antecedentes

Titanio Componente del primer
Tungsteno Componente de cafidn
Zinc Componente del primer

Conforme la generacion de los residuos obtenidos mediante un disparo de arma de fuego
estos quedan depositados sobre manos, prendas, superficies del arma de fuego, y por
tanto la determinacién y cuantificacién de estos ya sea de forma individual o en conjunto,

es indicativa de la percusién o manipulacion de un arma de fuego. (Ditrich, 2012).

Figura 4. Zona o huellas de residuos de disparo de arma de fuego.

Debido a la importancia que tiene el andlisis de residuos de disparo de arma de fuego
(Gunshot Residues-GSR) en diversos ambitos judiciales la intervencion de la ciencia
forense permite determinar de forma veraz si un individuo ha disparado o no un arma de
fuego (Roeterdink, et al., 2004)

El principal objetivo del analisis de residuos de disparo de arma es corroborar una serie
de posibles hip6tesis como son: si una persona a manipulado un arma, definir con
certeza el tipo de arma utilizada, o bien para confirmar la implicacion de un sospechoso, lo
gue ha llevado al desarrollo de diversas técnicas analiticas que permiten su identificacién
y/o determinacion de forma veraz y efectiva (Maitre et al., 2017). Dentro de los residuos
inorganicos, de mayor interés han sido el Pb(Il) , Ba (ll), Sb(lll), Al(lll) y Cu(ll)como los
iones que se encuentran en mayor proporcion, por lo cual se han desarrollado una gran
variedad de pruebas cualitativas y cuantitativas que permitan su identificacion y

determinacion.
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1.3 Identificacion de Al(lI), Pb(ll) y Cu(ll) en residuos de disparo de arma de
fuego

1.3.1 Pruebas cualitativas

1.3.1.1 Prueba de parafina

Técnica presentada en el afio de 1922, en la que se emplea parafina para dilucidar la
presencia de nitratos provenientes de la composicion de los explosivos primarios
mediante su reaccién con difenilamina en medio &cido denominado como reactivo de
Guttman cuya reaccion origina un compuesto de color azul (Figura 5) (Tagliaro, et
al.,2002).

N 0

: H - [Y— _~N

J 0 A—=g=p
(A) (B)

Figura 5. Reacciéon quimica de la prueba de parafina. (A) Difenilamina, (B) Nitratos, (C)
N-N’-Difenilbenzidina.

El analisis cualitativo consiste en impregnar y/o humedecer la mano o prenda en parafina
caliente, una vez solidificada se pone en contacto con una solucion 0.25% de
difenilamina preparada en acido sulfdrico concentrado. La reaccion quimica presenta una
coloracién azul en el area del molde de parafina y con base a la dispersion presentada
en las prendas se puede determinar la distancia del disparo. Sin embargo en afos
recientes, esta técnica ha quedado en desuso pues tiene un alto porcentaje de falsos

positivos debido a la presencia de iones nitrados en el ambiente (Turkel, et. al., 1955).
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1.3.1.2 Prueba de Harrison-Gilroy

La prueba de Harrison-Gilroy esta disefiada para identificar residuos de disparo de arma de
fuego mediante la formacion de complejos manifestados con la presencia de manchas o
puntos coloreados ocasionados por particulas de Pb(ll), Ba(ll) y Sb(lll), donde los ultimos
dos son de poca abundancia en la naturaleza. (Sosa, 2012). La prueba emplea rodizonato
de sodio como ligante de Pb(ll) y Ba(ll) (Figura 6), mientras que el yoduro de
trifenilmetilarsonio permite la deteccion de Sb(lll) (Giannelli, 1991).

Esta prueba consiste en frotar la piel de las manos del sospechoso con hisopos
humedecidos con una solucién de &cido clorhidrico diluido para recolectar los iones
presentes una vez percutida el arma de fuego, subsecuentemente el hisopo es secado a
temperatura ambiente para después ser tratados con una solucibn de yoduro de
trifenilmetilarsonio en metanol, mismo que sirve en la determinaciobn de antimonio,
posteriormente son secados nuevamente y se finaliza con la adicion de una solucién de
rodizonato de sodio. (Dockery, et al., 2003).

Para la determinacion de Sh(lll), el yoduro de trifenilmetilarsonio reacciona para dar un
complejo color naranja, mientras que la reaccion de rodizonato de sodio con residuos de

Pb(Il) y Ba(ll) produce un complejo rojo escarlata o rosa marrdn respectivamente.

@] O
@) O Na*
M2+ O O\
4> /lVI
O O Na* o) O
O O

M2+= Pb2* 6 Ba2*

Figura 6. Esquema de reaccion de la prueba de Harrison-Gilroy.
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Tabla 2. Reacciones en la prueba de Harrison Gilroy

Plomo

Pb?* + 2HCI __ , PbCh + Hy "
PbCl,  + Na:CeOs _ , B8 I

Bario

Ba?  + 2HCI — » BaCl,  + Ha !
BaCl; +

NazCsOs —» [Bat.0s I

Debido a factibilidad en la deteccion de Pb(ll), Ba(ll) y Sb(lll) la prueba de Harrison-
Gilroy ha sido aceptada como prueba rapida, sin embargo una de sus limitantes es sin
duda que es considerada solo una prueba presuntiva ademas de que puede puede
presentar falsos positivos, lo cual implica el incriminar a una persona inocente (Cervantes,
2013).

1.3.1.3 Prueba de Griess

La prueba de Griess permite la determinacion de nitritos una vez percutida el arma de
fuego, lo cual posibilita la obtencion de nitritos con una estructura quinoide entre los
nitritos y una amina primaria pasando por una sal de diazonio (Cervantes, 2013). La
prueba de Griess requiere del uso de hisopos humedecidos en agua destilada que se han
de frotar en las regiones donde se sospecha impacté el proyectil. El hisopo con la muestra
se coloca en un vidrio de reloj y se le afiaden gotas de acido acético al 25%, acido
sulfanilico al 5%, a-naftilamina al 5% en metanol y por ultimo nitrito de potasio (Figura 7).
De ser positivo el analisis, el hisopo se tornara de un color rojo-anaranjado. (Yuksel, et al.,
2019).

/\/NH2
HN
NH,
NH, N*=N HN/\/
H™ OO
FNOy, — 3 + -

i
SO2NH; SO,NH, N

S

SO,NH,

Figura 7. Esquema de reaccién en la obtencion del compuesto azoico.
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1.3.2. Técnicas cuantitativas

1.3.2.1Técnicas Cromatogréaficas

Las técnicas cromatograficas fueron empleadas por primera ocasion a principios del siglo
XX en la separacion de pigmentos provenientes de plantas. De forma general las técnicas
cromatogréficas tienen como comun denominador el uso de una fase estacionaria y una
fase movil. Es entonces que los constituyentes de una mezcla, pasan a través de una fase
estacionaria mediante el flujo de una fase movil, donde la separacion analitica se permite
mediante la distribucion de los analitos entre las fase estacionaria y fase mévil, donde los
analitos son separados, basada en las diferencias de las velocidades de migracién (Skoog
et al., 2006).

Las técnicas cromatograficas son aquellas que se especializan en la separaciony analisis de
residuos organicos, siendo la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia liquida de
alta resoluciéon (HPLC) las técnicas mas usadas, debido a su eficiencia y a la posibilidad
en el andlisis (De Castro et al., 2015).

e Cromatografia de liguidos de alta resolucion (HPLC)

Técnica empleada en el analisis de residuos de disparo de arma de caracter organico

como: difenilamina, nitroglicerina y dinitrotolueno, obteniéndose buenos resultados

usando columnas no-polar del tipo Cigy una mezcla de metanol-agua como fase movil
(Dalby et al., 2010).

Aunque HPLC goza de una buena sensibilidad, existe una posibilidad de que no se pueda
colectar una cantidad necesaria para el analisis, ya que estos se encuentran en menor
proporcion frente a los residuos del tipo inorganicos por arma de fuego, siendo asi un

pequefio inconveniente para la determinacion de los mismos (Tarifa et al., 2015)

e Cromatografia de gases (GC)

La técnica GC es empleada para la separacion de componentes volatiles presentes en
una matriz analitica, donde estos se reparten en una fase gaseosa (fase movil) y una fase

solida (fase estacionaria) contenida dentro de una columna (Skoog et al., 2006).
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La aplicacién de GC ha sido muy diversa en la separacion y determinacion de una gran
variedad de analitos organicos: farmacos, pesticidas, entre otros como son la difenilamina
(Gutenmann y Fisk, 1963) y el dinitrotolueno (Bader et. al. 1968), compuestos presentes
en residuos por arma de fuego, para su determinacion se emplean columnas del tipo fenil
metil polisiloxano, polietilenglicol y polidimetilsiloxano, dependiendo la polaridad del
analito. Sin embargo, en ocasiones, debido a la naturaleza del analito, puede requerir
tratamientos de la muestra especificos como son procesos de derivatizacion como la
silacion y acilacion tal y como se observa en la Figura 8, que consisten en el cambio de
las propiedades quimicas del analito para su separaciéon mediante el uso de reactivos
como: bromuro de alquilo, &cido clorhidrico, éster N-hidroxisuccinimida, cloroformiatos de

alquilo y ésteres trimetilsilil, entre otros (Moldoeanu, et al., 2019).

SILACION
H
/ | AN \ /S ’
(|3 . Si X - O——Si——X - O——Si——
MUESTRA ‘ ‘ ‘ ’ ’
X=106Br
ACILACION
H 0
y o o)
0
| -
MUESTRA
MUESTRA

Figura 8. Esquema de derivatizacion.

En residuos de disparo de arma de fuego mediante GC se han determinado
dinitrotolueno, naftaleno, pireno, entre otros, empleando columnas no polares y de baja
polaridad entre otras como la HP-5MS, Rtx-1 (ambas de fenil-metil posiloxano) y DB-VRX,
siendo el He la fase movil que predomina, mientras que para analitos como difenilamina y
la etil centralita (N,N'-Dietil carbanilida) se han empleado agentes derivatizantes (cloruro
de dansilo y nitracién via nitrosacién) con procesos de reaccion de los 50°-120°C y 30
min-70 hrs permitiendo asi su deteccion directa, alcanzando limites de deteccion en el
orden de mgLtypugL™.
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1.3.2.2. Técnicas no cromatogréaficas

e Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

Su fundamento es la medicién de radiacion absorbida dada una longitud de onda
determinada. Esta absorbancia obedece la Ley de Lambert-Beer que es directamente
proporcional a su concentracion. Esta técnica espectroscépica se utiliza en la
determinacion de compuestos cromoforos que en su estructura poseen grupos
funcionales especificos que permiten la deteccion cuantitativa a una longitud de onda
especifica. A menudo, se recurre a la complejacion, ya que en muchos los analitos por si
solos no presentan alguna coloracion, pero si formando un complejo con alguna especie
principalmente organica, con pares de electrones no compartidos con grupos insaturados.
(Cervantes, 2013).

e Espectroscopia de absorcion atomica (AAS)

La espectroscopia de absorcion atdmica es una de las técnicas mas empleadas en
analisis cuantitativos de una gran variedad de metales, en el que los analitos se llevan a
su nivel atbmico mediante procesos de atomizacion. La radiacién emitida a cierta longitud
de onda es absorbida selectivamente por atomos que poseen diferentes niveles
energéticos cuya diferencia en energia corresponde en valor a la energia de los fotones
gue indicen en tal variacion captada. Los equipos de AAS contienen un catodo hecho del
material del analito ademas de un anodo, que son rellenados con algin gas noble. Las
lamparas emiten “lineas de excitacion” para elevar el estado de energia de los atomos
misma que sera cuantificada por los detectores correspondientes (Ulrich, 2003).

La AAS es la técnica por excelencia para la determinacion de metales en el analisis de
residuos de disparo de arma de fuego, aunque la técnica puede requerir su acoplamiento
a detectores especificos o de una gran variedad de técnicas de pre-tratamiento para
alcanzar los limites de deteccion y cuantificacion necesarios (Koirtyohann, 1991).

El elemento més analizado mediante esta técnica es el Pb(ll), sin embargo ante los
avances de esta técnica se amplio la determinacion a algunos metales como el Ba(ll) y
Sb(lll).

11
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e Electroquimicas (Voltamperometria)

En afos recientes, en la busqueda de alternativas en la determinacion de residuos de
disparo por arma de fuego, una técnica salié a relucir por la sencillez denominada como
voltamperometria, técnica electroquimica que consiste en la aplicacion de un voltaje
variable, con la cual se mide la intensidad de corriente a distintos puntos (Achterberg et
al., 2018). Esta técnica tiene como fundamento la cuantificacién de corriente en una celda
electroquimica en total estado de polarizacién debido a la concentracion del analito,
donde la rapidez con que la masa del analito es depositada en la superficie del electrodo

regira la velocidad de oxidacién o reduccion de la misma muestra (Skoog et al,. 2006).

El principal analito de interés para este tipo de analisis fue Sb(lll) y se utilizaban
electrodos de mercurio, posteriormente se introdujo el analisis de otros metales como
Pb(Il) y Cu(ll), permitiendo el analisis de iones metalicos posterior a una descarga de
arma de fuego. (Woolever, et al., 2001). Sin embargo las técnicas electroquimicas pueden
presentar inconvenientes en el andlisis multianalito ya que conforme a los potenciales de

los iones, estos pueden interferir en muchos de los casos (Scholz, 2015).

o Electroforesis capilar (CE)

El término electroforesis hace referencia al movimiento diferencial de analitos i6nicos
(incluso neutros) por atraccion o repulsiéon en un campo eléctrico dado por una diferencia
de potencial eléctrico entre dos electrodos. Las sefales o picos de un electroferograma
son generados debido a la concentracion de la especie y su velocidad de migracion. Esta
velocidad de migracion dependera de la movilidad electroforética, que a su vez depende
de factores como tamano y carga del analitos: a una mayor carga y menor tamafio de la
especie se vera un incremento en la velocidad de migracion (Issag, 2000). Uno de los
principales efectos que constituyen una separacién por electroforesis capilar, es la
generacion del flujo electrosmético (FEO), originado mediante el contacto un electrolito y
una solucién idénica en una superficie sélida cargada. Por ejemplo, en una polaridad
positiva las especies con carga negativa se han de mover después del FEO, mientras que
para las especies con carga positiva, se anticiparan al FEO, moviéndose mas rapido que
él. Para las especies neutras su movimiento se dan al mismo tiempo que el FEO ya que
son “arrastradas” por este (Revilla, 2005). Conforme a la naturaleza de los analitos dentro

de las principales técnicas electroforéticas mas utilizadas se encuentran:
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¢ Cromatografia Capilar Electrocinética Micelar (MEKC)

Esta modalidad es una combinacion de electroforesis y cromatografia, fue presentada por
primera vez en 1984. Es utilizada principalmente para la separacion de muestras neutras,
aungque también para analitos con carga. Se hace uso de surfactantes conforme su
concentracion micelar critica (Tabla 3), formando micelas con extremos hidrofébicos hacia
el centro y asi evitar interacciones con la solucién electrolito soporte hidrofilico, y los
extremos hidrofilicos cargados, con direccion hacia el electrolito soporte (Volonte et. al.,
2013).

Tabla 3. Tipos de surfactantes

Concentracion micelar

Clasificacién Nombre o
critica (CMC) (mM)
Anibénicos Dodecil Sulfato de Sodio DDS 8.2
Dodeciltrimmetilamonio, bromuro de
14
o DTAB
Cationico o _
Cetiltrimetilamonio, bromuro de 13
CTAB '
Octilglucésidos

No l6nicos n-D odecil-B-D-maltosido 0.16

Triton X-100 0.2
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o Electroforesis Capilar de Zona (CZE)

Es la modalidad de electroforesis capilar mas utilizada por la simplicidad de operacion. Su
principal uso es en el andlisis de moléculas de peso molecular bajo. Consiste en llenar el
capilar con electrolito soporte adecuado y la migracion de especies se da en zonas
discretas y a diferentes velocidades dependo en gran medida del tamafio y carga que
presenten los iones, siendo que analitos catidnicos y/o de menor tamafio tienen un tiempo
de migracion corto, seguidos por analitos neutros y al final con un tiempo de migracion
mayor se encuentran los analitos de mayor tamafio y/o aniénicos (Figura 9). La eficacia en
la separacion depende primordialmente de la seleccion del electrolito soporte, fuerza
i6nica, pH, voltaje aplicado, temperatura, entre otras. Algunos de los electrolitos soporte
retardan la aparicion del FEO, provocando un cambio en el tiempo de migracion de los
analitos y en determinados casos aumentando la estabilidad de los compuestos (St.
Claire, 1996).

‘ FEO “ ‘ -

Figura 9. Movimiento electroforético de analitos catidnicos, neutros y anionicos.

La electroforesis capilar es una herramienta verséatil, ya que puede ser utilizada para la
separacion, determinacion y cuantificacion en una gran variedad de elementos y
moléculas (organicas e inorganicas), como: acidos organicos, aminoacido, carbohidratos e
iones metalicos, presenta ademas ventajas como tiempos cortos de andlisis, buena
sensibilidad y el uso de bajas cantidades de muestra. (Issaq 2002, Soga e Imaizumi
2001). Primordialmente, el detector utilizado en CZE es el detector UV-Vis en el analisis
de compuestos con grupos croméforos. Mientras que para el analisis de compuestos

inorganicos (metales), su determinacién y analisis se lleva por dos rutas principales.
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La primera de ellas se lleva por deteccion indirecta mediante la adicion de un compuesto
cromoforo como parte de la composicion de la solucion electrolitica. En una segunda ruta,
se lleva a cabo la formacién de un sistema complejometrico empleando ligantes que en su
estructura posean grupos cromoéforos como el nitrilotriacetato (NTA), acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), 1- pirrolidinditiocarbamato (PDC), de esta manera el

andlisis se lleva primordialmente en la zona de los aniones (Baraj et. al., 1995).

Electroforesis en comparacion con otras técnicas de analisis posee una serie de ventajas
como son volumen de muestra en el orden de nanolitros, no requiere del uso de solventes
toxicos, por lo que es una técnica amigable con el medio ambiente, cortos tiempos de
analisis, siendo una técnica no destructiva, no requiere de una manipulacion compleja ni
personal calificado, permitiendo el analisis en simultaneo de un gran niamero de analitos

en matrices complejas (Voegel y Baldwin, 1997).

Sin embargo, dentro de los puntos a considerar en cualquier técnica de analisis es el
tratamiento de la muestra (toma de muestra, almacenamiento, y pre-tratamiento)
considerado como un factor crucial en el analisis de iones metalicos en residuos de
disparo de arma de fuego (Gassner et al., 2016). Un manejo inadecuado puede ocasionar
la contaminacién de la muestra, originando asi en la obtencion de andlisis con falsos
positivos 0 negativos, por lo que es importante seleccionar de manera adecuada la toma

de muestra, y el método de pre-tratamiento analitico.
1.3.3. Técnicas de pre-tratamiento

Dentro de las técnicas de pre-tratamiento de la muestra, al hablar del estudio de residuos
metalicos del orden traza o ultratraza se habla de una matriz compleja, lo que conlleva a

la necesidad de recurrir a técnicas para el tratamiento de la muestra como:
1.3.3.1. Extraccion en fase soélida (Solid Phase Extraction, SPE)

La extraccién en fase sélida fue una técnica desarrollada en respuesta a las desventajas
que tenian otras técnicas hasta antes de 1970 como la extraccion liquido-liquido. La SPE
requeria un menor tiempo, no utilizaba solventes organicos téxicos o ultrapuros, y no
consumia un gran volumen de los mismos, tal como lo hacia la extraccion liquido-liquido.
Esto significO una nueva técnica que aparte de eficiente era amigable al medio
ambiente(LiSka 2000).
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Esta técnica se fundamenta en la particibn de compuestos entre dos fases, como se
muestra en la Figura 10. En una primera etapa la fase sdlida es activada mediante la
adicion de solventes organicos como metanol y etanol, permitiendo mejorar el grado de
interaccion analito:adsorbente (Figura 10.1). La muestra en estado liquido se hace pasar
a través de la columna para llevar a cabo la retencion del analito de interés en la fase
sélida (Figura 10.2), la cantidad de analito retenido dependera del flujo con el que se pase
la solucién por la columna. Posteriormente en una etapa de lavado, los interferentes
contenidos en matriz analitica son eliminados (Figura 10.3), subsecuentemente en una
tltima etapa (Figura 10.4) los analitos retenidos en la fase solida son eluidos mediante la
adicion de un solvente orgénico que proporcione una mayor afinidad en comparacion a la

ocurrida en el proceso de extraccion (Andrade et al., 2016).
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Figura 10. Descripcion del proceso de SPE.

A lo largo del desarrollo de la técnica de SPE se han usado distintos tipos y modalidades
de solidos selectivos en sistemas de pre-concentracion y andlisis de Pb(ll), Al(lll), Cu(ll) y
Ba(ll) como son: materiales poliméricos principalmente basados en silice con grupos
amino, y con la adicion de materiales carbonosos como grafeno, Oxidos de grafeno,
nanotubos de carbono (Xie, et al., 2008). En el desarrollo de diversas técnicas, SPE
ademés de proveer una gran variedad de ventajas, en el pre-tratamiento de muestras
complejas puede presentar la saturacidbn del cartucho haciéndolo inutilizable. Sin
embargo, SPE ha sido el precursor en el desarrollo de otras técnicas las que se describen

a continuacion.
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1.3.3.2. Extraccion en fase sdlida magnética (Magnetic Solid Phase Extraction,
MSPE)

MSPE ha implicado una alternativa a la SPE, en el uso de adsorbentes con propiedades
paramagnéticas funcionalizadas a base de silices u 6xidos de alimina. (Suleiman, et
al.,2009). Los usos que se le ha dado a esta técnica han sido para la inmovilizacion de
proteinas, enzimas y otros agentes bioactivos también en el analisis de compuestos
organicos e inorganicos ademas del aislamiento de bacterias magnéticas provenientes de
sedimentos marinos, deteccion de pesticidas, farmacos, antibioticos, y metales pesados
en el medio ambiente (Vasconcelos y Fernandes 2017).
A diferencia de la SPE, la MSPE se fundamenta en la dispersién del sélido en la muestra
liquida para asi permitir la retencién selectiva de los analitos de interés. De acuerdo a la
Figura 11, MSPE se basa en la activacion y dispersion del sélido en la muestra liquida
(Figura 11.1) donde el analito es adsorbido en la superficie del sélido magnético,
posteriormente el solido es aislado con los analitos retenidos mediante la aplicacion de un
campo magnético externo (Figura 11.2), en una tercera etapa se descarta el
sobrenadante con los interferentes (Figura 11.3), finalmente (Figura 11.4) mediante la
solucion de solventes organicos se lleva a cabo la remocion de los iones metalicos de

forma selectiva (Safafikovéa, 1999).

i ?D &y & e )
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Figura 11. Descripcion del proceso MSPE.

Dentro de los solidos mas utilizados en la MSPE en el andlisis de iones metéalicos son

aquellos derivados de grafeno como: grafeno/FesO. hanocompuesto de politiofeno, éxido
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de grafeno/Fe;O4 nanocompuesto, Fes04SiO./P(MMA-EDGMA) y Co-polimeros (Zhou, et
al., 2017).

1.3.3.3 Extraccion en fase solida dispersiva (Dispersive Solid Phase Extraction,
DSPE)

La metodologia fue mencionada por vez primera en el afio 2003 por Anastassiades
(Andrade, et al., 2016) en la que se mencionaba la dispersién del adsorberte dentro de la
misma solucion de la muestra, asegurando asi un incremento del area de contacto entre
las dos fases lo que resulta en una mayor interaccion entre el analito y el adsorbente.
(Ptotka, et al., 2015).

De una manera similar a MSPE, la DSPE (Figura 12), el adsorbente se agrega
directamente a la solucién de la muestra bajo la siguiente secuencia: (Figura 12.1)
dispersién del sélido en la muestra, es puesto a agitacion durante un determinado tiempo,
hasta que las dos fases hayan interaccionado lo suficiente (Figura 12.2). Cuando se
termina la agitacion, la muestra se somete a centrifugacién hasta que el sélido se deposite
en la parte inferior del recipiente (Figura 12.3). Para eliminar los interferentes de la
solucion se hacen lavados con solvente (Figura 12.4). Por dltimo, para poder extraer el

analito, se hace eluir con un solvente adecuado (Figura 12.5) (Ahmadi et. al., 2017).

s
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Figura 12. Descripcion del proceso DSPE.

Los resultados del desarrollo de esta técnica son la reduccion en tiempo, costos,
permitiendo obtener menores limites de deteccion en su acoplamiento con técnicas de
determinacion en el uso de grandes volumenes de muestra (Islas, et al., 2017). La eficacia

de esta técnica recae primordialmente en la afinidad de los analitos por el sorbente.
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Los mas usados son los gue tienen una base de silica funcionalizados con caracteristicas
polares, no polares y de polaridad media como son: R-Fenil, R-Cg, R-C15, R-OH, y R-NH_,
este Ultimo en la retencion de iones metalicos (M™), aunque también se han empleado el
uso de grupos funcionales de polaridad mixta (Dalby, et al., 2009). Sin embargo en la
actualidad los adsorbentes funcionalizados con grupos amino, han destacado por bajos
costos de sintesis y una alta eficacia en la adsorcion de metales pesados como Cd(ll) Ni
(1N Pb(Il) y Cr(VI) en matrices acuosas (Najafi et. al., 2012 y Pan et. al., 2016).

Conforme a las ventajas que ofrece la DSPE el presente trabajo plantea el uso de
adsorbentes funcionalizados con grupos amino en la retencion y pre-concentracion
selectiva de residuos de disparo de arma de fuego mediante extraccion en fase solida
dispersiva (Andrade et al., 2016 y Ptotka, et al., 2015).

1.4 Isoterma de adsorcion (Analisis Scatchard)

El andlisis de Scatchard es un método de linalizacionzacion de datos especificamente del
enlace de saturacion a través de la determinacion de las constantes del enlace. Estos
datos pueden ser representados de manera grafica lo que ofrece un apoyo visual para
conocer la afinidad y concentracién de los sitios de union del receptor (adsorbentes). El
analisis, amplia la importancia de los datos de unién obtenidos a baja concentracién de
ligante. (Suen, 1997)
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Sintesis de sélidos funcionalizados con aminopropil silano Gtiles en el andlisis de
Al(IIN, Pb(I) y Cu(ll) en residuos de disparo de arma de fuego por electroforesis
capilar

2.2 Objetivos Especificos
e Evaluar las condiciones de separacion de Al(IIl), Pb(ll) y Cu(ll) por electroforesis
capilar

e Disefiar, sintetizar y caracterizar solidos adsorbentes funcionalizados congrupos
amino de elevada selectividad analitica

e Evaluar las condiciones de extraccion en fase sélidadispersiva
e Aplicacién del método analitico en el analisis de Al(111), Pb(ll) y Cu(ll) en residuos de
disparo de arma de fuego.
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3. Metodologia experimental

3.1Materiales y reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas disolviendo los reactivos grado analitico en agua
desionizada con una resistividad no menor a 18.2 MQ* cm, misma que fue proveida por
un Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA, USA). La sal sédica de EDTA e hidréxido de
sodio fueron obtenidos de J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). El metanol fue obtenido de
Mallinckrodt Baker (Xalostoc, México). La solucién electrolito soporte consiste de 20 mM
de tetraborato de sodio Na,(B,Os(OH),), 2 mM de sal disddica de EDTA; el pH de la
solucién es ajustada a un pH de 9 con 0.1M de hidréxido de sodio. Los adsorbentes
fueron sintetizados usando (3-Aminopropil) trimetoxysilano (97% APTMS) y tetrametil
ortosilicato (98% TMOS) de Sigma Aldrich (St. Lois, MO, USA). La sintesis de los
monomeros se realiz6 utilizando Triton X-100 y bromuro de hexadeciltrimetilamonio (98%
CTAB) como surfactantes de Sigma Aldrich (St. Lois, MO, USA).

3.2 Equipos

La separacion por electroforesis se llevd a cabo utilizando un equipo Beckman Coulter
P/ACE 5500 (Fullerton, CA, USA) con detector de arreglo de diodos. Los datos fueron
obtenidos y analizados con un software Beckman P/ACE system MDQ versién 2.3. La
separacion de los iones metalicos se llevo a cabo en capilar de silice fundida (41.7 cm x
0.75 um de diametro interno). Para la dispersion se utiliz6 un Maxi-Mix |
(Barnstead/Thermolyne, IA, USA) como vortex.

La caracterizacion del sélido se realiz6 mediante infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR) en un equipo Pekin Elmer con transformada de Fourier (FTIR) modelo de

espectrofotbmetro IRDM.

La morfologia y el tamafio de particula fueron estudiados en un Microscopio Electronico
de Barrido JEOL JSM-820.

La estabilidad térmica del sélido funcionalizado fue estudiada usando un TGA Universal

Analyzer 200 con un software Universal V4.7A, con una rampa de 30°C-600 °C.
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3.3 Condiciones de separacion para el sistema CE-UV

Las condiciones de separacion por (CE-UV): modo de inyeccion hidrodindmico a 0.5 psi
durante 5 seg, capilar a temperatura 25°C, voltaje de separacién 16 kV y separacién en
polaridad normal a una longitud de onda (A) de 215 nm (Ali et. al., 2002 y Pacakova et. al.,
1999 ) y un electrolito soporte que consta de una solucion 20.0 mM de tetraborato de
sodio Na,(B,Os(OH),), 2.0 mM de sal disédica de EDTA ajustada a un pH de 9.0 con
0.1M de hidréxido de sodio, con un tiempo de andlisis de 10.0 min utilizando 500 ugL™ de
benzoto de sodio(CsHsNaO,) como estandar interno (Macka et. al., 1997 y Kobayashi et.
al., 1998).

Al inicio de cada dia de trabajo, es activado el capilar con NaOH 1.0 M durante 15.0 min,
seguido por NaOH 0.1 M por 10.0 min, agua desionizada durante 10.0 min y por ultimo la
solucién de electrolito soporte (20 mM de Na,(B,O5(OH),), 2mM de sal disédica de EDTA
ajustada a un pH de 9.0) durante 10.0 min .

Entre cada andlisis se realizaban lavados conforme la secuencia: NaOH 1.0 M por 2.0
min, NaOH 0.1 M por 1.0 min, agua desionizada por 1.0 min, y solucion electrolito soporte

durante 2.0 min. Cada uno de los lavados se realiza con una presion de 20.0 psi.

3.4 Sintesis del solido constituido por silice-NH»

La sintesis de los soélidos adsorbentes para su uso en la técnica DSPE se lleva a cabo
mediante polimerizaciébn por precipitacion, mezclando APTMS (parte monomérica) Yy
TMOS (agente entrecruzante) a diferentes ratios molares.

Los precursores de silice se solubilizan previamente en 24.0 ml de una solucion
metandlica que contenia 2.0% (p/v) de Triton X-100, CTAB al 0.02% (p/v) y 1.0 mL de
NH,OH (como catalizador). La mezcla se calienta a reflujo a 120°C durante 16 h con
agitacion (Figura 13). El precipitado obtenido se recupera mediante centrifugacion y
posteriormente decantacion. Para eliminar partes no reaccionantes se lava el adsorbente
mediante la siguiente secuencia 3 ocasiones con 5.0 ml de metanol y posterior 3 veces

con 5.0 ml de agua destilada, secado a 60 °C durante 24 hrs (Ibarra et. al 2011).
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Figura 13. Esquema de sintesis del sélido adsorbente (silice-NH>).

3.5 Optimizacién del método por DSPE

La optimizacion del sistema se realizé por medio del método univariable consiste: 1)
reconocimiento de las variables a optimizar, 2) identificacién y eleccibn de componentes
gue afectan el sistema, 3) evaluacién del efecto de cada factor permaneciendo constantes
los factores previamente evaluados 4) establecer las condiciones Optimas. En la
optimizacién de cada variable se utiliz6 una solucién patrén de 5.0 mgL* de cada uno de

los metales.

3.6 Aplicaciéon del método

Conforme la zona de estudio, la mayor cantidad de residuos de disparo de arma de fuego,
se encuentran en la regién palmar y dorsal de la mano, para ello se toma un hisopo
humedecido en una solucién de acido nitrico 1 x 102 M, se limpia la zona de interés,
posteriormente el hisopo es almacenado para su posterior analisis mediante electroforesis
capilar. La muestra blanco se obtuvo previo al realizar el disparo de arma de fuego para
cada individuo.

Conforme la Figura 14 en una primera etapa, la parte superior del hisopo que contenia los
residuos por disparo de arma de fuego (Gunshot Residues, GSR de sus siglas en inglés)
se cortd y afiadié a un tubo de polipropileno con 5.0 mL (Figura 14a) de agua desionizada
y se mantuvo en dispersion en vortex por 10.0 min (Figura 14b). Transcurrido el tiempo de
dispersién la solucion resultante se pone en contacto con 10 mg del adsorbente
previamente activado (1.0 ml de metanol, 5.0 min) por 20.0 min (Figura 14c) en dispersion
permitiendo la adsorcion de los analitos de interés. Posteriormente el adsorbente es

aislado de la fase liquida mediante centrifugacién por 5.0 min a 4000 rpm (Figura 14d).
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El adsorbente se lava en tres ocasiones con agua desionizada por 5.0 min permitiendo asi
la eliminacién de cualquier tipo de interferentes (Figura 14 €). En una tercera etapa los
analitos retenidos son eluidos mediante la adicion de 5.0 mL de metanol acidificado con
0.1 M de &cido nitrico por 5.0 min, trascurrido el tiempo de dispersién el sobrenadante
es retirado, evaporado a sequedad y reconstituido en 1.0 mL de la solucién de

electrolitica con 500.0 pug L de estandar interno para su analisis (Figura14f).

[E— Evaporacién a
= sequedad

¥ |nterferentes ¢ Analito ¢ Sorbente

Figura 14. Esquema del proceso DSPE con la muestra real.
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4. Resultados y discusiones

4.1 Evaluacién de las condiciones de separacién

4.1.1 Evaluacion del sistema complejométrico

De acuerdo a la naturaleza quimica de los residuos de disparo por arma de fuego, se
establecen las condiciones del sistema complejométrico (pH y cantidad de ligante) para la
deteccion de los iones de interés. Dicha reaccion permite la formacién de complejos
especificos con cargas negativas, permitiendo su separacion analitica con una adecuada
resolucién en la sefial (Weston et al. 1992).

El &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) ligante conocido por formar quelatos con
cationes con estados de oxidacion Il 1l y IV con una relacion molar (1:1). Conforme a la
complejidad de la matriz analitica se evalud la concentraciébn de EDTA, buscando la
relacion adecuada que permita garantizar la complejacion de los tres iones de interés. Sin
embargo, debido a la presencia de mdltiples iones metélicos en la matriz analitica puede
originar equilibrios de competencia y disminuir la cuantificacion de los iones de interés.
Para evaluar el efecto de la concentracion de ligante en el sistema complejométrico, se
tomaron 5.0 mgL*? de cada ion afiadiendo concentraciones de EDTA de 2.5 a 40.0 mM
bajo el siguiente esquema de reaccion tal y como se muestra en la Figura 15, con el
objetivo principal de verificar la completa complejacion sin afectar el sistema
electroforético.

M + Y+ — MY

Figura 15. Esquema de complejacion.

Conforme la Figura 16, los electroferogramas obtenidos muestran que a bajas
concentraciones de EDTA (2.5-5.0 mM) (Figura 16a y 16b) se observa una buena
separacion de al menos dos de los analitos de interés, sin embargo la sefial analitica
disminuyen, en consecuencia disminuye la sensibilidad analitica, sin mencionar que la
complejacion se puede ver comprometida en presencia de interferentes asi como en los

niveles de concentraciéon mas elevados dependiendo del tipo de arma de fuego utilizada.
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Por otra parte, conforme se incrementa la concentracion de EDTA (10.0 y 15.0 mM)
(Figura 16¢ y 16d) el sistema electroforético permite una separacion y deteccion mejor
gue a las concentraciones anteriores, sin en cambio, apenas es visible una tercer sefial.
Para la Figura 20e con una concentracion de EDTA de 20.0 mM, ya son visibles las 3
sefiales analiticas con una buena resolucion mientras que cuando se tiene una
concentracion de EDTA de 40.0 mM la separacion analitica es afectada considerablemnte
(Figura 16f) modificando la separacion de Pb(ll) y Cu(ll), disminuyendo su resolucion,
solapando las sefales de los iones. Debido a ello se selecciona una concentracion de
EDTA de 20.0 mM como Optima para el andlisis de Al(lll), Pb(ll) y Cu(ll) en residuos de
disparo de arma de fuego.
EDTA

lones metalicos

— N\ J\/il& I 3x102 AU f)
Jlirﬁ/mj“cos o

NN /L e)

EDTA

lones metalicos /L
N e N A d)
e EDTA
lones metalicos J\
——— /\M C)
- EDTA
lones metalicos
_N\__ b
loRes metalicos EDTA
j\_/\ N~ )

4.5 5.0 5.5 6.0

Tiempo (min)

Figura 16. Electroferogramas correspondientes a la evaluacion de cantidad del
complejante.a) 2.5 mM b) 5.0 mM ¢) 10.0 mM d) 15.0 mM e) 20.0 mM
y f) 40.0 mM, con los iones Al(lll), Pb(ll) y Cu(ll) a una concentracion

de 5.0 mgL™. Voltaje de separaciéon16.0 kV, A=215 nm y pH=9.0.

412. Evaluacion de estandar interno (El)

De acuerdo a la complejidad analitica en el analisis de residuos de disparo de arma de
fuego por electroforesis capilar se requiere del uso de un estandar interno con la finalidad

de minimizar los errores del sistema. Para ello se utilizé una solucién de 5.0 mgL? de
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Al(Il), Pb(l)y Cu(ll) asi como 10.0 mgL! de cada estandar interno para su
correspondiente andlisis por electroforesis capilar.

Se evaluo el uso de cobalto (Co), lantano (La), benzoato de sodio (BS) y Calcio (Ca) como
estandar interno en la determinacion de residuos de disparo de arma de fuego. De
acuerdo a los electroferogramas obtenidos, para el analisis de Ca Figura 17a), la sefal
analitica presenta baja sensibilidad analitica en el sistema con una menor area de
integracion respecto las sefiales analiticas de los analitos de interés. .

La Figura 17b) muestra el electroferograma obtenido en el analisis de La, sin embargo y
en base a la bibliografia el lantano dependiendo el tipo de municién, este se puede
encontrar como uno de los componentes (Acuiia, 2019). Adicionalmente el segundo
inconveniente en el uso de La es su baja sensibilidad analitica en la determinacién de los
tres analitos de interés en simultaneo, siendo tan baja que incluso se podia denominar
como ruido.

Mientras que para el andlisis de cuando se utiliza cobalto como estandar interno, Figura
17¢) la sefal posee una movilidad electroforética similar al aluminio y plomo afectando
considerablemente la resolucion de las mismas, traslapando las sefiales de interés.

En este sentido y como alternativa para la evaluacién de un estandar interno se planteé el
uso de benzoato de sodio Figura 17d) a pesar de no ser un ion metalico, este compuesto
es diferente quimicamente a los analitos y su incorporacion no interfiere en el analisis, por
lo que permite la minimizacién de los errores del sistema analitico que se pudiesen
presentar durante los andlisis.

A pesar de la definicién tradicional acerca de que es un estandar interno y conforme a los
resultados obtenidos es visible que en el andlisis con benzoato de sodio, las sefiales
analiticas tienen una mejor resolucion y no hay afectacién en tiempos de migracion de los
analitos, por lo que no entorpece la separacion y determinacién de los mismos. Es por ello
gue se selecciona como estandar interno la solucion de benzoato de sodio con una

concentracion de 5 mgL™*
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La

3 3.5 4 4.5 5 5.5 6
Tiempo (min)

Figura 17. Evaluacién del estandar interno con los iones Al(lll), Pb(ll) y Cu(ll) a una
concentracion de 5.0 mgL1. Analizados a 16.0 kV, A=215 nm y un pH=9.0.

413 Voltaje de separacion

El voltaje que se aplica durante la separacion influye directamente en el tiempo de
migracion de lo analitos, ademas de la carga que estos posean. Para seleccionar el
voltaje Optimo, se prepar6 una solucion estandar de los iones metalicos a una
concentracion de 5.0 mgL* y se evaluaron voltajes de un intervalo de 8.0 kV a 18.0kV con
2 unidades de variacion.

Acorde a los resultados obtenidos, se observan dos comportamientos en el tiempo de
migracion de los analitos, a voltajes menores, la resoluciéon de las sefales analiticas de
los iones metdlicos es baja aumentando el tiempo de migracion de los analitos, en
cambio, a medida que incrementa el voltaje de separacion, los tiempos de migracion
disminuyen considerablemente permitiendo a su vez mejorar la resoluciénanalitica.

En el electroferograma de la Figura 18 se observa que a un voltaje de 8.0 kV (Figura 18a)
el andlisis de los analitos de interés, la separacion analitica es completamente nula
observando una ausencia de sefales analiticas en el electroferograma. Con voltajes de
10.0 (Figura 18b) y 12.0 kV (Figura 18c) la presencia de los iones metalicos son visibles,
logrando observar tres sefiales correspondientes a Al(lll), Pb(ll) y Cu(ll) junto con el EDTA
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en exceso utilizado durante el sistema complejométrico. En la Figura 18 d) se aprecia que

al incrementar el voltaje en la separacion a 16.0 kV el tiempo de migracion se reduce
permitiendo analisis por muestra de 6 minutos, sin afectar la resolucién de los analitos de
interés.

Por otro lado a valores de 18.0 kV (Figura 18e) la separacion electroforética es afectada
considerablemente aumentando la velocidad de migracién del EDTA traslapando la sefial
del Cu(ll) y Pb(ll). Por consiguiente, se seleccion6 como voltaje optimo el de 16.0 kV,
puesto que para las sefales no hay traslapes y su resolucion es adecuada, en el menor

tiempo de analisis.

Cu
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Figura 18. Evaluacion del voltaje de separacion de Al(lll), Pb(Il) y Cu(ll); 5.0 mgL™*,
estandar interno; 500.0 pgL™.

En base a los datos obtenidos, se establecieron como condiciones Optimas para la
separacion de los iones Al(lll), Pb(ll) y Cu(ll) mediante electroforesis capilar el uso del
complejante EDTA a una concentracion de 20.0 mM, con bezoato de sodio a una
concentracion de 500.0 uygL™ como estandar interno a un voltaje de separacién de 16.0
kV. A estas condiciones se garantiza la mejor resolucién analitica de iones, en el menor

tiempo posible.

29



Resultados y discusiones

4.2 Sintesis del amino adsorbente

4.2.1 Efecto de la composicion y del pH del sélido funcionalizado

e Composicion

Con la finalidad de evaluar la composicion del solido funcionalizado, se sintetizaron seis
sélidos variando la relacion molar del mondémero funcional (APTMS) y el agente
entrecruzante (TMOS) segun los siguientes ratios: 5.0:0.0, 4.0:1.0, 3.0:2.0, 2.0:3.0,
1.0:4.0, 0.0:5.0 (TMOS:APTMS). Posteriormente los sélidos fueron puestos en contacto
con una solucién que contenia los iones de interés.

Todos los experimentos se realizaron usando 1.0 mL de una solucion estandar a una
concentracion de 5.0 mgL™* de sales de sales de Al(lll), Pb(ll) y Cu(ll) empleando 10.0 mg
del adsorbente y 5.0 min como tiempo de contacto. Completado el proceso de extraccion
los iones metélicos remanentes en solucion fueron analizados mediante electroforesis
capilar. Los porcentajes de retencién se calcularon en funcién de la concentracion inicial y
la concentracion encontrada después del proceso de extraccion. La tabla 4 muestra los %
de retencién obtenidos en cada experimento.

Acorde a los datos obtenidos se puede apreciar en la mayoria de los casos, que conforme
la proporcion de APTMS incrementa de (4.0:1.0 a 2.0:3.0), el % de retencién incrementa
aunque, si la proporcién del monémero funcional incrementa a valores de 1.0:4.0 y 0.0:5.0
(TMOS APTMS), el proceso de sintesis es afectado considerablemente no logrando la

obtencién del sélido.
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Tabla 4. Porcentaje de retencion conforme la composicion del sélido adsorbente y el pH

en la solucion.

pH
TMOS:APTMS 2.0 40 6.0 8.0
Al(ll)  0.00 36.35 56.17 0.00
(5.0:0.0) Pb(ll) 0.00 6.55 31.28 0.00
Cu(ll) 0.00 0.00 357 0.00

Al(ll) 23.55 31.18 40.79 71.36
(4.0:1.0)  Pb(ll) 1.75 47.16 77.82 98.80
Cu(ll) 1.69 58.32 69.79 80.76

Al(lll) 56.65 98.80 98.80 98.80
(3.0:2.0) Pb(ll) 10.69 49.93 98.80 98.80

Cu(ll) 2.60 47.38 98.80 98.80
AL(IIN)

100.00 98.80 98.80 98.80
(20:3.0)  pp(ny 17.02 98.80 98.80 98.80

Cu(ll) 4.61 98.80 98.80 98.80
(1.0:4.0) NR - - - -
(0.0:5.0) NR - - - -

El efecto del pH en el proceso de extraccion es un factor critico durante el aislamiento de
diversos analitos de interés presentes en muestras de matrices complejas. La presencia
de hidroxocomplejos en el analisis de iones metalicos esta directamente relacionada con
la concentracién de protones en solucion. Para conocer el valor 6ptimo de pH se pusieron
los solidos sintetizados con una solucién que contenia Al(lIl), Pb(Il) y Cu(ll) usando 1.0 mL
de solucién estandar a una concentracion de 5.0 mgLtde Al(lIl), Pb(ll) y Cu(ll) empleando
10.0 mg del adsorbente y 5.0 min como tiempo de contacto.

Los experimentos fueron realizados en un intervalo de pH de 2.0 a 8.0 con dos unidades
de variacion, con la finalidad de evaluar el efecto de tener a los iones libres, mientras que
a pH basicos en su estado hidroxilado permitiendo determinar las condiciones 6ptimas
con la méxima retencién analitica de cada uno de los iones de interés.

Completado el proceso de extraccion los iones metalicos remanentes en solucion fueron
analizados mediante electroforesis capilar. Los porcentajes de retencién se calcularon en
funcion de la concentracion inicial y la concentracion encontrada después del proceso de

extraccion. La Tabla 4 muestra los % de retencion obtenidos en cada experimento.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, el % de retencién incrementa proporcionalmente
de 50.0-98.8 % cuando se tienen valores de pH de 4.0 a 8.0, caso contrario cuando se
tiene valores de pH de 2.0 a 4.0 la retencién analitica se ve afectada considerablemente
de 10.0 a 35.0%, a valores de pH &cidos el % de retencion disminuye debido a la
protonacion de los grupos R-NH2 y R-OH presentes en la superficie del so6lido causando
una repulsion electrostatica con los iones metalicos (Shafqat, et al. 2019). Mientras que a
pH entre 6.0 y 8.0 se obtienen mejores % de retencion para todos los iones metalicos,
indicando que se favorece el modo de interaccion, sin embargo a con un valor de pH de
8.0 el % de retencién se debe mas al efecto de la precipitacion de algunos de los iones
de interés (Guibal, 2004).

Por ello y con la finalidad de minimizar el pre-tratamiento de la muestra se selecciona un
valor de pH éptimo de 6.0 con una composicion de 3.0:2.0 (TMOS: APTMS) ya que con
estos valores se alcanzan valores de % retencién de 98.8%.

4.3 Caracterizacion del adsorbente

e Infrarrojo
La Figura 19 muestra los espectros FT-IR del agente entrecruzante (TMOS) y el
monomero funcional (APTMS) previo al método de sintesis, asi como el sélido sintetizado
mostrado en la Figura 19 demuestra la presencia de grupos silanol y en especial de
grupos amino.
En los tres espectros FT-IR se pueden observar que comparten bandas de absorcion en
longitudes de onda de 3000-2800 cm™ correspondientes a los enlaces C-H. La banda de
absorcion a 3400 cm™ es propia de las vibraciones de los enlaces tipo N-H,, mismos que
estdn presentes en los espectros del APTMS y el silice modificado sintetizado. A
longitudes de onda de entre 1200-1000 cm™? hay presencia de sefiales de diferentes
grupos funcionales. El enlace C-O esta en a una longitud de onda de 1100 cm™ mientras
que cerca de esta longitud, a 1000 cm™ y 800 cm* se encuentran las vibraciones de los
enlaces Si-O. La longitud de onda de 800 cm™ en la Figura 19 muestra un mayor tamafio
para los espectros FT-IR del APTMS y TMOS, mientras que para el del solido sintetizado
su tamafio es menor, esto indica que la polimerizacion se ha llevado a cabo (Shafqat, et al
2019).
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Figura 19. Espectros de infrarrojo correspondiente al entrecruzante (TMOS), monémero
funcional (APTMS) y sélido funcionalizado (TMOS-APTMS).

e Microscopia electrénica de barrido

La morfologia del sélido sintetizado fue analizada mediante espectroscopia electrénica de
barrido (SEM). En base a la microfotografias obtenidas (Figura 20) se puede apreciar
gue la composicién del sélido sintetizado presenta caracteristicas esféricas obtenidas por
la adicion de los surfactantes durante el sistema de reaccion (Medina et al, 2007), de
textura rugosa, cuyas particulas presentan una aglomeracion demasiado estrecha. Por
otra parte se observa que las particulas formadas tienen un diametro de entre 540 y 730

nm.
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Figura 20. Microfotografia en el analisis del sélido funcionalizado mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM).

e Analisis Termogravimétrico

Para determinar la estabilidad térmica de los grupos amino y silanol presentes en la
superficie del soélido se realizé un analisis termogravimétrico. Conforme los resultados
obtenidos (Figura 21) se pueden apreciar tres descomposiciones significativas. La
primera de ellas ocurre en un intervalo de temperatura de 60-120°C corresponde a la
pérdida de agua adsorbida del medio por el sélidio (Kao et. al., 2008). Una segunda
descomposicion entre 160-310°C presenta el desprendimiento de los grupos aminopropil.
Por dltimo la produccion de amonio, agua y etileno a temperaturas por encima de 310°C

(Shafgat, et al 2019).
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Figura 21. Andlisis termogravimétrico (TGA).
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e |[soterma de adsorciéon

La capacidad de adsorcion y la afinidad del amino adsorbente por los iones metalicos de
AIl(IIN, Pb(ll) y Cu(ll) se analizaron mediante la construccion de una isoterma de adsorcion
y su correspondiente andlisis Scatchard (Tabla 5). Cada una de las isotermas se
construyen determinando la concentracion remanente (mM) para cada ion metélico
obtenidas después de la dispersién de 20.0 mg de adsorbente en 5.0 ml de una solucion
estandar en intervalos de concentracion de 0.006 a 0.90 mM. La cantidad de Al(lIl), Pb(ll)
y Cu(ll) enlazados al adsorbente en el equilibrio incrementa hasta una concentracion de

0.6 mM.

De acuerdo al analisis Scatchard, la cantidad de iones enlazados al adsorbente se
obtiene restando la concentracion libre de la concentracion inicial de cada ion. El andlisis

Scatchard fue obtenido de acuerdo a la siguiente ecuacion: Q [M™] = (Qmax-Q) / Kd,
donde Q (mmol g'l) es la cantidad de Al(lII), Pb(ll) y Cu(ll) enlazados sobre el adsorbente
en el equilibrio, [M"*] (mM y pM) es la concentracién de iones metalicos libre al equilibrio,
Kd es descrita como la constante de disociacion (la afinidad del adsorbente por las iones),
y Qmax (mmol g'l) es la cantidad méaxima de sitios activos (Suen, 1997).

Las ecuaciones lineales, los valores de Kd y Qmax corresponden a una afinidad de fuerza
media entre el adsorbente y los iones de Al(lll), Pb(ll) y Cu(ll), por lo que resulta ser
adecuado en el proceso de elucién. Conforme al analisis de los datos (ecuacién lineal), el
adsorbente posee sitios activos homogéneos, demostrando ser una técnica util en la

adsorcion selectiva de Al(ll), Pb(Il) y Cu(ll) en muestras reales.
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Tabla 5. Isoterma de adsorcion (Analisis de Scatchard).

Coeficiente de
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4.4 Evaluacién de las condiciones de extraccion por DSPE

4.4.1. Cantidad de Adsorbente

Para evaluar el efecto de la cantidad de adsorbente en la retencion analitica, se evaluaron
diferentes cantidades de sélido durante el proceso de extraccion, por lo cual, en distintos
tubos de polipropileno se colocaron cantidades de 5.0 a 50.0 mg del adsorbente en
contacto con una solucion estandar de los analitos de interés a una concentracion de 5.0
mgL™, en dispersion por 5.0 minutos. Concluido el proceso de extraccién se analizaron los
remanentes de dichas soluciones. De acuerdo a los resultados obtenidos (Figura 22) se
puede observar que conforme se tiene una mayor cantidad de absorbente incrementa el

% de retencién para Pb(ll) y Cu(ll) hasta en un 98.8% de todos los analitos de interés, sin
embargo a cantidades superiores a 20.0 mg, se observa una disminucion en el % de
retencion de hasta un 12.0 % cuando se tiene una cantidad de 50.0 mg, este efecto
puede ser debido a que entre mayor es la cantidad de sélido el efecto de dispersion
disminuye afectando la interaccién analito-adsorbente y por tanto la retencién analitica
(Soylak, et al. 2001). Conforme a los resultados obtenidos se selecciona una cantidad de
10 mg de adsorbente como optimo permitiendo mayor nimero de analisis con la menor

cantidad de adsorbente, con % de retencion de 98.8% con una %DER menos al 10.0%.
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Figura 22. Efecto de la cantidad de adsorbente en la retencién analitica de Al(lIl), Pb(ll) y
Cu(ll).
4.4.2. Tiempo de contacto

La adsorcion de los iones metélicos en la superficie del sélido adsorbente es vinculado en
funcién del tiempo de contacto, para ello se evalué intervalos de tiempo de 2.5 a 30.0 min
de dispersion. Los experimentos se realizaron usando 1.0 mL de solucién estandar a una
concentracion de 5.0 mgL™? de cada ion metélico y 10.0 mg del adsorbente. Concluido el
tiempo de extraccidon la concentracion remanente de los iones metalicos se analizé
médiate CE. En base a los resultados obtenidos, tal y como se muestra en la Figura 23, el
tiempo de dispersién es proporcional al porcentaje de retencién, permitiendo una mayor
interaccion entre el adsorbente y los analitos asegurando una maxima retencién en el
sistema (Li, et al 2014). Es asi que, a tiempos de 2.5 y 5.0 min la retencién analitica se
encuentra por debajo del 45.0% para los iones de Pb(Il) y Cu(ll), mientras que con un
tiempo de contacto de 10.0 y 20.0 min los % de retencibn se incrementan
considerablemente de hasta casi un 100%. Sin embargo, a tiempos mayores a 20.0 min,
el % de retencion disminuye un 10% por efecto de saturacion y/o elucién de los analitos
(Ozcimen y Salan, 2016). Por lo que se selecciond un tiempo de 10 min como tiempo
Optimo para el proceso de extraccion ya que tiene un porcentaje de retencion de todos los
analitos del 98.8%.
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Figura 23. Efecto del tiempo de contacto en la retencién de Al(lll), Pb(ll) y Cu(ll).

4.4.3. Volumen de muestra

Para conocer el efecto del volumen de muestra con el adsorbente en el sistema de
dispersién permitiendo una mayor interaccion con los analitos de interés, se estudié un
intervalo de volimenes de 1.0-50.0 mL. Normalmente a volimenes mayores se pueden
obtener limites de deteccidn bajos, no obstante conforme a la metodologia propuesta esta
condicién no se presenta, sin en cambio la interaccion analito-adsorbente puede mejorar,
basados en los resultados obtenidos como se muestra en la Figura 24 el volumen de 5.0
mL alcanza porcentajes de retencion superiores a los que se tienen con volimenes
mayores y menores a 5.0 mL. A volumenes por encima de 5.0 mL los porcentajes de
retencion se ven mermados por una deficiente interaccién entre la superficie del polimero
con la solucion muestra, confirmado a su vez que los porcentajes de retencion (50.0-
98.8%) son similares para los volumenes estudiados. Por otra parte, 1.0 mL de volumen
para el proceso de extraccion, no es suficiente para tener % de retencion elevados,
puesto que la interaccion adsorbente analitos se ve disminuida. Entonces a partir de la
necesidad de tener un volumen de solucibn con porcentajes de retencion altos se

seleccion6 5.0 mL como 6ptimo.
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Figura 24. Efecto del volumen de muestra.

4.4.4. Elucion de muestra

La elucion analitica de los iones se evalué en una solucion metandlica con diferentes
concentraciones de &cido nitrico, para permitir la obtencién de cargas positivas en el
solido adsorbente generando wuna repulsion electrostatica adsorbente-analitos
contribuyendo a su elucion. Para ello se estudiaron 5 diferentes soluciones (Metanol,
HNO3 1x102 M y metanol-HNO3: 1x102 M, 1x102, 1x101 M).

Concluido el proceso de extraccion donde se ocuparon soluciones patron a una
concentracion conocida de los analitos (5.0 mgL?), el adsorbente se lavé en tres
ocasiones con 5.0 ml de agua desionizada, posteriormente se adicioné 10.0 ml del
eluyente manteniéndose en agitacion durante 5.0 min, concluido el tiempo de dispersion la
solucion metandlica se evapor6 a sequedad y reconstituyé con 1.0 mL de la solucion
electrolitica. Conforme a los resultados obtenidos en términos de % elucion (Figura 25), se
observa que la solucion metandlica no permite la elucion de los analitos de interés,
mientras que, para las soluciones acidificadas, se aprecia que entre mayor es la
concentracion del HNOgz existe un incremento en los % de elucion. Con las soluciones
metandlicas acidificadas de molaridad 1x10°3 M y 1x102 M hay porcentajes de elucion
menores al 50.0 %, mientras que para la solucion acidificada no metandlica, van de 13.0 a
80.0 %, sin embargo los tiempos para evaporar este tipo de solucion son mas extensos a
las metandlicas. En consecuencia y basado en los resultados, la concentracion de HNO3;
en metanol con mayor porcentaje de elucién de hasta un 90.0 % se tiene a una

concentracion de 1x10M por lo que se seleccioné como 6ptima.
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Figura 25. Efecto de la concentracion de HNO3; en metanol en el proceso de elucion.

4.45. ParAmetros analiticos

De acuerdo a las condiciones Optimas se evaluaron los parametros analiticos en un
intervalo lineal de 0.0 a 2.0 mgL®. Cada uno de los estandares fue preparado por
triplicado analizado conforme la metodologia propuesta. Mediante las alturas de los picos
se construyo curva de calibrado, observandose una dependencia lineal entre la altura de
los picos y la concentracion de cada uno de los iones metalicos de interés. Conforme a los
resultados obtenidos en la Tabla 6, se tiene un coeficiente de correlacién de hasta un
0.9976 correspondiente a Pb(ll), 0.9962 para Cu(ll), y 0.9934 para Al(lll). Los limites de
deteccion (LODs) de la metodologia DSPE-CE fueron evaluados en un intervalo de
concentracion de 00.-2.0 pug L. Los LODs fueron calculados conforme a la relacién
sefial/ruido S/N=3.29 (criterios de la IUPAC, Currie, L. A. 1997). Los limites de deteccion
para Pb(ll) es 0.06mgL?, seguido de 0.08 mgL* correspondiente a Cu(ll) y 0.11 pugL™* para
Al(II).

Para determinar la exactitud del método se realizaron experimentos con soluciones blanco
a dos niveles de concentracion con tres repeticiones para cada nivel (200.0 y 700.0 pgL™).
Las relaciones de areas cuentan con una desviacion estandar relativa menor al 10.0% en

todos los casos.
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Tabla 6. Parametros de regresion de la curva de calibrado

Analito Pardmetros de Regresion
Ordenada Pendiente Coeficiente de
b0O+ts (b0) bl+ts (b1) correlacién, r?
Al(111) -0.0018 + 0.2550 + 0.0104 0.9934
0.0048
Pb(ll) 0.0045 + 0.3513 + 0.0085 0.9976
0.0040
Cu(ll 0.0004 + 0.0823 + 0.0025 0.9962
0.0012
Limite de Limite de Intervalo
deteccion cuantificacion lineal
(mgL™) (mgL™) (mgL™)
Al(II) 0.11 0.33 0.33-2.0
Pb(ll) 0.06 0.18 0.18-2.0
Cu(l 0.08 0.24 0.24-2.0
Repetitividad (%RSD, n=3) Reproducibilidad (%RSD,
n=3)
0.2 mgL? 0.7 mgL™* 0.2 mgL™* 0.7 mgL™*
Al(111) 0.33 8.38 2.43 7.73
Pb(ll) 7.25 7.33 1.59 7.30
Cu(ll) 35 4.59 1.57 8.35

4.5. Aplicaciéon del método

Conforme las condiciones Optimas, el método propuesto se aplicO en el andlisis de
residuos de disparo de arma de fuego en 9 muestras (tiradores) antes y después de haber
realizado un disparo de arma de fuego, para ello se determiné la presencia de Al(lll),
Pb(Il) y Cu(ll) en la zona palmar y dorsal de cada tirador, las concentraciones de cada una
de las sefiales analiticas se calcularon por medio de interpolacion en la curva de
calibrado del sistema DSPE-CE.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7, como se puede observar, la zona
dorsal de la mano presenta mayor concentracion de los iones de interés (residuos de
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disparo de arma de fuego), siendo el ion Al(lll) se encuentra en mayor concentracion
respeto a los demas iones con concentraciones de hasta 702.0 mgL™. Mientras que la
presencia de Pb(ll) resulta muy evidente concentraciones entre 11.8 y 280.0 mgL™,
donde a pesar de que la concentracion no sea tan elevada como la observada en Al(lll),
este i6n se determina en un mayor proporcion ya que este se encuentra de forma habitual
como parte de la municion. Mientras que en el caso del ion Cu(ll), esta se encuentra de
igual manera que el Pb(ll) se presenta en la mayoria de los tiradores, con concentraciones
encontradas de 29.8 hasta una concentraciéon maxima de 395.6 mgL™.

Por otro lado, la zona palmar se presenta en menor medida por la baja impregnacion de la
nube de gases, provocada por la deflagracién de un arma de fuego y esto se ve reflejado
en que para esta area es poca la concentracion de los iones metalicos incluso siendo nula
su aparicion. Mientras que en la zona dorsal se observa que el modo de impregnacion de
la nube de gases se ve en mayor cantidad, esto debido a que la posicion de la mano
permite que al generarse la nube esta recubre dicha zona con mayor facilidad en
comparacion que la zona palmar. De forma adicional, las diferencias encontradas en
términos de concentracion son debidas principalmente al modo de manipulacion que un
individuo tiene con respecto a otro.

Tabla 7. Contenido de Al(Ill), Pb(ll) y Cu(ll) en mgL! en muestras reales de disparo de
arma de fuego.

Al Pb(ll) Cu(ll
Disparador Dorso palma Dorso Palma Dorso Palma
1 12.6 <LOD 122.8 37.2 154.8 212.6
2 128.4 <LOD 183.8 <LOD 60.8 <LOD
3 480.0 <LOD 125.4 <LOD 43.6 <LOD
4 702.0 <LOD 189.6 <LOD 395.6 <LOD
5 143.0 <LOD 280.0 70.0 141.2 <LOD
6 76.6 92.0 78.4 <LOD <LOD <LOD
7 <LOD <LOD <LOD 11.8 41.4 29.8
8 <LOD <LOD 26.2 <LOD 181.0 <LOD
9 <LOD <LOD 33.4 154 67.6 90.0
BCO1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
BCO2 68.8 71.2 223.0 67.4 88.8 90.2
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La Figura 26, muestra los electroferogramas obtenidos en el analisis de una muestra
control o muestra blanco obtenida de la zona palmar y dorsal de un tirador previo a la
realizacién de un disparo de arma de fuego (Figura 26a), mientras que la Figura 26b
muestra un electroferograma obtenido en el dopaje de una muestra control con una
concentracion de los iones con 5 mgL™, asi como una muestra posterior a la realizacion
de un disparo de arma de fuego (Figura 26c), donde se puede observar que mas alla de
los iones de interés se presentan sefales adicionales, por una posible complejacién de
iones adicionales con caracteristicas similares (niumeros de oxidacion), sin interferir en el
andlisis de Al(IIl), Pb(Il) y Cu(ll).

EDTA

El

I 3x103AU
c)

4.0 45 5.0 55 6.0

Tiempo (min)

Figura 26. Comparacion de electroferogramas. a) Muestra Control (Muestra blanco); E.I
a 500.0 pL?, b) Muestra patréon con E.I, Al(lIl), Pb(ll), Cu(ll) a 5.0 mgL?, ¢)

Electroferograma de muestra real y E.| a 500.0 pL™.

Conforme a los resultados obtenidos, el presente método posee una buena sensibilidad y
selectividad analitica en la determinacion de multianalito de iones presentes en residuos
de disparo de arma de fuego en concentraciones traza con la ventaja adicional al
momento de contrastar el costo y tiempos de andlisis frente a otras metodologias

convencionales.
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5. Conclusiones

Y/
0'0

Y/
0'0

Las condiciones de separacion que se utilizaron fue una A=215 nm, un voltaje de
16 kV y un pH=9.0 como condiciones éptimas para la separacién de los iones
Al(IN, Pb() y Cu(ll) en electroforesis capilar, teniendo como electrolito soporte
una solucién de tetraborato de sodio (Na:B.sO7) 20 mM vy la sal disédica EDTA
2mM.

La optimizacion del sistema complejometrico (M™-EDTA) permitié obtener una
adecuada complejacion de los iones, asi como una separacion e identificacién de
los iones de interés mediante electroforesis capilar, encontrando una concentracion

de 20.0 MM de EDTA como necesaria para llevar a cabo la complejacion.

La técnica desarrollada, basada en la sintesis de un adsorbente funcionalizado con
grupos amino, bajo las condiciones Optimas ha demostrado ser una técnica eficaz
en la extraccion de los iones metélicos Al(IIl), Pb(ll) y Cu(ll) provenientes de
residuos de disparo de arma de fuego con % de retencién de hasta un 98.8 % en

todos los casos con %RSD menores al 10.0% en todos los casos.

La caracterizacién del adsorbente confirmé la presencia de grupos NH,, OH", y
grupos SiO" presentes en la silice. El analisis termogravimétrico demostré la
estabilidad del sélido y se comprueba de igual forma los grupos funcionales
mencionados anteriormente. El analisis por microscopia electrénica de barrido,
mostré una superficie del sélido esférica, lo que aumenta la superficie de contacto

ente los analitos y el solido.

Los estudios realizados para encontrar las mejores condiciones de extraccion de
los analitos arrojaron como mejores resultados 10.0 mg de adsorbente, un tiempo
de contacto de 10.0 min, volumen de 5.0 mL y el elueyente conformado por una
solucién de 1x 10*M HNO3; en metanol. En conjunto estas condiciones proveen de
cortos tiempos de andlisis, por lo que es mayor el niumero de andlisis que se

pueden efectuar, ademas de bajos costos de reactivos.
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« El método planteado para la extraccion de iones metalicos por CE cuenta con la
ventaja sobre otras metodologias establecidas: hallar concentraciones en el orden
de mgL*, tornandola en una técnica aplicable en el analisis de Al(lIl), Pb(Il) y Cu(ll)
presentes en residuos producidos por la deflagracion de un arma de fuego de
forma confiable al momento de resolver si una persona ha disparado o0 no un arma
de fuego. La técnica propuesta presenta una sensibilidad y precisién analitica, en
su acoplamiento con electroforesis capilar permitiendo obtener limites de deteccion
de 0.06-0.11 mgL?, con una repetitividad y reproducibilidad adecuadas

determinadas en términos de %RSD (<10%).
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