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“Actualmente los [aboratorios forenses
utthzan métodos o procedimientos

sin validar, es decir, no se toman los
requisttos establecidos por los estandares
internacionales”

Rogelio Maxil Tirso.
CLEU Campus Puebla.

Resumen
La funcion pericial en les laboratorios forenses es la base de apoyo cientifico al proceso probatorio
denfro del contexto de la administracion de jusficia en México. Como consecusncia, es degran
Imporiancia que emita resullados dotenidos mediante normas, protocdos, y estandares internacio-
nales con el apoyo de equipos de vanguardia, dando resutados de manera cientifica, pronta y de
calidad.
El presente estudio describe los requisitos generales para la validacion de metodos analiticos utiliza-
rdos en los laboratorios forenses ufilzados por la comunidad cienfifica forense y la normafiva vigente
para laboratorios de pruebas y ensayos. Como es €l caso de la idenificacon de los residucs de
disparo en mano por microscopia electronica de barrido, que es una de las técnicas mas empleadas
y buscan conocer si una persona ha accionade un ama de fuego relacionado a un hecho punible.
Este mefodo de analisis a pesar de ser muy sensible es nacesario demosfrar su buen desempefio
mediante la validacion analiica, estableciendo los parametios de validacion para método cualifativo
comoes la precision y veracidad, mediants el desarrollo de un protocole de validacion.
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Abstract
The expert role in forensic laboratories is the basis of scientific support for the evidentiary process ithin
the context of the administration of justice in Mexico. As a result, it is of great importance that it deliv-
ers results obtained through intematonal standards, protocols, and standards with the very sensitive
it is nacessary to suppert of state-ci-the-art equipment, delvering resulis in a scientific, prompt and
guality manner.
This study describes the general requirements for validation of analyfical methods used in forensic
laborataries used by the forensic scientific community and current regulations for testing and testing
laboralories. As is the case with the identification of shooting residues by hand by scanning electron
microscopy, which is one of the most used technigues and seek o know if a person has powered a
firearm related to a punishable fact. This method of analysis despite being demonstrate its good per-
formance through analytical validation, setiing the validation parameters for qualitative method such
as accuracy and veracity, by developing a validation profoca
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INTRODUCCION

Los delitos relacionados con el uso de arma de fue-
go es uno de los delitos mas frecuentes en los Ulti-
mos afios, pues segun los reportes del secretariado
ejecutivo del sistema de nacional de seguridad publi-
ca, en Puebla se tiene una incidencia en los ultimos
3 afios de hasta 1000 casos por afio (Gobierno de
México, 2020), por lo que la investigacion de estos
hechos delictivos debe ser estric-
tamente pronta y expedita a través
de los 6érganos encargados de la
persecucion de los delitos.

La blsqueda de residuos de
disparo de arma de fuego (GSR)
en una personainvolucrada en un
proceso judicial por algun delito, es
importante al momento de esclare-
cer la comisién del mismo.

Uno de los anélisis forenses
mas utilizados para la busqueda de residuos de dis-
paro de arma de fuego, es la técnica de microscopia
electronica de barrido acoplado a un analizador de
rayos X por dispersién de energia (EDS), por ser un
sistema analitico de confirmacién especifica de res-
tos metalicos del fulminante de un cartucho, es decir,
delas particulas condesadas (plomo, barioy antimo-
nio) que son producto de la elevada temperatura de
ignicién de los componentes del primer.

Cuando la mezcla del fulminante se funde, éste
escapa del arma en forma de vapor o “pluma” a tra-
veés de las aberturas disponibles del arma. Entonces,
se solidifica en particulas finas y se deposita en las
manos, ropa y superficies de la proximidad inmedia-
ta de la descarga del arma.

Esta técnica es considerada de muy alta sensi-
bilidad y especificidad, sin embargo, de acuerdo a
los requisitos establecidos por los estandares inter-
nacionales de calidad para aplicacion forense, es
necesario validar el método a desarrollar con este
instrumento, lo que significa, que se debe considerar
los métodos normalizado para este caso, como la
noma ASTM 1588-10¢1, donde establece los para-
metros y requisitos técnicos para poder realizar un
analisis adecuado y confiable.

El uso de métodos normalizados requiere el cum-
plir con los requisitos de la ISO/IEC 17025, como
es el validar o verificar un método, para lo que se
requiere el uso de materiales de referencia y poder
medir los parametros de validacién o verificacion.

Por otro lado, se entiende por validacién de un
método como un proceso documentado mediante el
cual se demuestra que un procedimiento analitico es
idéneo y apropiado para el propésito para el cual fue
disefiado.

"El método que recomienda
el grupo de expertos forense
es el andlisis por microscopia
electrénica de barrido y
espectroscopia de energia
dispersa (SEM/EDS)"

Tipicamente, los parametros que se validan en un método ana-
litico son: exactitud, precisién, especificidad, selectividad, lineali-
dad, limite de deteccion, limite de cuantificacion y robustez. Para
el caso de esta investigacién se consideran los parametros de
repetibilidad y veracidad, lo que permite conocer la confiabilidad
del mismo para su aplicacion diaria y garantiza la fiabilidad si se
conservan los parametros que se han validado.

El laboratorio de quimica forense dentro del ambito legal aporta
analisis de los indicios mediante técnicas cientificas que los res-
paldan, apoyando de forma importante a los
organismos de procuracién de justicia, es
por ello que el uso de métodos de ensayo
normalizados o no normalizados enlos labo-
ratorios forenses son imprescindibles (Coo-
peracion Internacional Para la acreditacidon
de laboratorios, 2014), sin embargo, no se
ha implementado el desarrollo y validacién
de métodos de ensayo para el andlisis de
indicios y asi garantizar la calidad probatoria
de los mismos. Por tal razén, la tecnologia
usada debe proporcionar resultados confiables mediante métodos
validados, motivo por el cual, los laboratorics forenses deben ga-
rantizar la veracidad de sus resultados, especificamente para los
casos donde se involucra un arma de fuego donde se requiere
determinar la presencia de particulas de residuos de arma de fue-
go. Existen varias técnicas para su identificacion, pero en su ma-
yoria de estas técnicas son destructivas o irepetibles (técnica de
parafina, rodizonato de sodio, Harrison & Gillroy, EAA, activacidn
de neutrones, ICP-OES), y no han sido las mas idéneas o reco-
mendables por cumplir con los requisitos establecidos en el codigo
penal de procedimientos penales. El método que recomienda el
grupo de expertos forense es el analisis por microscopia electré-
nica de barrido y espectroscopia de energia dispersa (SEM/EDS),
por ser una técnica que proporciona informacion quimica elemen-
tal de particulas individuales, asi como informacién morfolégica
(tamano y forma) por medio de micrografias, con la ventaja de ser
una técnica no destructiva, lo cual es indispensable para realizar
otro estudio o reanalisis de la muestra, no obstante, es necesario
que el método a desarrollar sea validado segun los estandares
internacionales para garantizar la calidad de los resultados.

La importancia del trabajo radica en que actualmente los labo-
ratorios forenses utilizan métodos o procedimientos sin validar, es
decir, no se toman los requisitos establecidos por los estandares
internacionales como lo establece la norma ISO/IEC 17025 ( (Ins-
tituto Mexicano de Normalizacion y certificacion, 2018)), donde es-
tablece que se debe validar los métodos no normalizados, norma-
lizados y los desarrollados por el laboratorio utilizados fuera de su
alcance previsto o0 modificados de otra forma. La validacién debe
ser tan amplia como sea necesario para satisfacer las necesida-
des a las que se requieran cumplir y que también se debe generar
evidencia mediante registros de dicha validacién incluyendo como
minimo lo siguiente:

1) El procedimiento o plan maestro de validacion utilizado
2) La descripcién de los requisitos



3) Las caracteristicas de desempefio del método

4) Los resultados obtenidos

5) Una declaracion de la validez del método, de-
tallando su aptitud para su uso

previsto.

Demostrando conformidad a estos requisitos, se
garantiza la calidad de un resultado de un analisis,
evitando mayor grado de error o sesgo cognitivo, lo
que nos llevaria a demosirar que toda actividad pe-
ricial en un laboratorio se trabaja bajo buenas prac-
ticas y asi contribuir a la investigacion de un hecho
delictivo.

DESARROLLO

Los métodos empleados en el Laboratorio de Qui-
mica Forense para la investigacion de hechos de-
lictuosos relacionados con armas de fuego tienen el
proposito de confirmar la presencia de residuos de
nitrégeno, carbén y metales provenientes del dispa-
ro. Estos estudios se realizan en ropas, elementos
interpuestos y en el cuerpo de la victima y/o autor
de los disparos.

En los Laboratorics de Quimica Forense se han
utilizado diversas técnicas para tal fin, las cuales se
describen brevemente a continuacién:

Prueba de parafina

Introducida en 1933 por Teodoro Gonzalez, es una
técnica de reaccién quimica por el desarrollo de co-
lor que se basa en la identificacion de los productos
nitrados derivados de la deflagracién de la pélvora,
y fue utilizada para determinar si un individuo habia
accionado un arma de fuego. Se realiza embebiendo
la mano del sospechoso en parafina caliente y una
vez que solidifica, se retira el molde y es aplicada
la solucion al 0.25% de N, N- difenilamina en &cido
sulfurico concentrado, produciendo una coloracion
azul oscuro en presencia de nitrocompuestos pro-
venientes del propelente. Esta prueba se dejo de
utilizar debido a que presenta falsos positivos con
oxidantes fuertes presentes en algunos cosméticos,
orina, fertilizantes, pinturas y solventes.

Prueba de rodizonato de sodio

El uso de esta técnica fue posterior a la de parafina,
es una prueba de color cualitativa basada enla reac-
cién de plomo y bario con el redizonato de sodio. Es
una técnica de baja sensibilidad pero que adn se uti-
liza en la mayoria de los paises de América Latina.

Prueba de Harrison & Gilroy

Es una modificacion a la prueba de rodizonato, en la cual se agre-
ga yoduro de trifenilmetilarsonio antes de adicionar el rodizonato,
esto con la finalidad de detectar la presencia de antimonio.

Analisis por activacién de neutrones

Introducida en 1962 por Ruch et al., es una prueba altamente es-
pecifica, Util en la deteccion de bario y antimonio.

La muestra se obtiene a partir de un molde de parafina tomado
de la persona que accion6 el arma de fuego. El molde es some-
tido al bombardeo de neutrones, en un reactor nuclear donde el
Sb y Ba, al transformarse en radioisétopos, emiten rayos gamma
de longitudes de onda perfectamente definidas, lo que permite su
identificacién y cuantificacién con base a las caracteristicas del
espectro.

Analisis por espectroscopia de absorcién atémica con horno
de grafito (EAA)

Esta técnica se basa en que cada elemento absorbe energia a
longitudes de onda caracteristicas. Al exponer una muestra a la
radiacion emitida por una lAmpara de catodo hueco, los electrones
de valencia del elemento de interés absorben esa energia provo-
cando una disminucion en la intensidad de la luz emitida por la
lémpara. La Ley de Beer permite relacionar la intensidad de la luz
con la concentracion.

Anaélisis por emision atomica acoplada a plasma inductiva-
mente (ICP-OES)

Es una técnica de analisis muy versatil, ya que puede determinar
hasta 72 elementos metélicos simultaneamente en un tiempo de
aproximadamente de 2 minutos, con un buen rango dinamico de
104 a 106. No presenta interferencias de matriz debido a las altas
temperaturas alcanzadas por el plasma (6000 — 10000 K).

Los elementos poseen elecirones de valencia, los cuales, al
ser excitados por una fuente de energia, como lo es el plasma, la
absorben; éste eslado de mayor energia es altamente inestable
por lo que los electrones tienden a regresar a su estado basal,
emitiendo la energia que antes habian absorbido; cada elemento
emite radiacion a longitudes de onda caracteristicas. La cantidad
de energia emitida por la muestra es directamente proporcional a
la concentracion del elemento en la misma (Ley de Beer).

Analisis por Microscopia Electrénica de Barrido y Espectros-
copia de Energia Dispersiva (SEMEDS)

Un Microscopio Electrénico de Barrido acoplado a un analizador
de Rayos x por dispersion de energias es un sistema analitico
disefiado para la visualizacién y anélisis de muestras microscopi-
cas. La técnica consiste en hacer incidir en la muestra un haz de
electrones, éste bombardeo de electrones genera diferentes se-
fiales que, captadas con detectores adecuados, nos proporcionan
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informacion acerca de la naturaleza de la muestra. El
equipo con el que se cuenta dispone de los fres de-
tectores, que son el de electrones secundarios, el de
retrodispersados y el de Rayos X. La sefial de elec-
trones secundarios proporciona una imagen superficial
de la muestra. La sefial de retrodispersados una ima-
gen cualitativa de zonas con distinto nimero atémico
medio, y la sefial de Rayos X especiros e imagenes
acerca de la composicién de elementos quimicos en
la muestra.

La parte principal de un microscopio electrénico de
barrido es la denominada columna de electrones, tiene
en su interior los siguientes elementos:

* Un cafién de electrones con un filamenio que actua
como emisor o fuente de iluminacion, por analogia con
un sistema dptico.

* Un sistema de lentes electromagnéticas encargado
de focalizar y reducir a un diametro muy pequefio el haz
de electrones producido por el filamento.

» Un sistema de barrido que hace recorrer el haz de
electrones ya focalizado por la superficie de la muestra.

* Uno o varios sistemas de deteccion que permiten cap-
tar el resultado de la interaccion del haz de electrones con
la muestra y transformarlo en una sefial eléctrica.

* Una salida conectada a una o varias bombas que
producen el vacio necesario para que el conjunto funcione
adecuadamente.

» Ademés, el microscopio posee diversos sistemas que
permiten observar las sefiales léctricas procedentes de los
detectores, en forma de imagenes, fotografia, espectro de
elementos, etc. en un monitor.

En el area forense se puede dar multiples aplicaciones
a este instrumento, entre las que destacan andlisis de sue-
los, pinturas, y busqueda de residuos de disparo de arma

de fuego 0 GSR.

Es una técnica no destructiva que emplea electrones en lugar de
luz visible para obtener una imagen de afta resolucion con el detector
de electrones secundarios identificando las particulas de residuos de
arma de fuego en funcién de su morfologia; obteniendo la compo-
sicion elemental de las particulas a través de la espectroscopia de
dispersién de rayos X.

La técnica SEM/EDS ha sido cientificamente aceptada para la
examinacion y analisis de GSR por las siguientes razones:

* La técnica no es destuctiva

* Se requiere minima preparacion de la muestra ¢ Las particulas
pueden ser analizadas individualmente

+ La morfologia de las particulas puede ser examinada

* Las particulas GSR pueden seridentificadas con un alto nivel de
confianza sobre la base de la composicion elemental y su morfologia

* Se ha desarrollado una automatizacion altamente efectiva para
la deteccion y dasificacion de las particulas (Organization of Scient-
fic Area Commiteen for Forensic Siencie, 2020).

Validacién

La velidacion es una parte esencial de las
buenas practicas de Laboratorio (analisis),
Es, por lo tanto, un elemento del progra-
ma de garantia de calidad asociado con
un producto o proceso en particular. Es a
través de la validacidn que un laboratorio
puede establecer la confianza de que los
resultados, sistematicemente cumpliran
sus especificaciones. La documentacion
asociada con la validacion, incluye:

* Procedimientos operativos
* Procedimiento para validacion
* Protocolo e informe de validacion

Definicion

Segun IS0, la validacién de un método se
refiere al proceso de definir una necesidad
analitica y confirmar que el método en cuestién tiene capacidades de
desempefio consistentes con

las que requiere su aplicacién. Por lo tanto, la validacidn es confirma-
cion, a ravés de examen y el aporte de evidencia objetiva, de que se
cumplen los requisitos particulares para un uso especifico previsto
(Instituto Mexicano de Normalizacion y certificacion, 2018).

En la validacion se comprende la determinacidn de una serie
de pardmetros que demuestren que los resultados del método son
confiables y reproducibles. Cada uno de los pardmetros a validar
debe tener un disefio experimental planteado, estos parametros de
desempefio a evaluar son selectividad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, precision, linealidad, exactitud, precision, repetibilidad,
veracidad y robustez principalmente.



Parametros de desempeno a evaluar

Precision y veracidad

Repetibilidad:
Se realiza analisis de la muestia 6 veces por el mismo operadaor,
en el mismo instrumento y con los pardmetros establecidos.

Precision
Precision intermedia:
Se realiza anélisis de la muestra 6 veces por otro operador, en el

mismo instrumento y con los parametros establecidos.

SEMSIBILIDAD es la capacidad del método para identificar
resultados positivos.

En este caso un resultado positivo significa una particula PbSbBa
correctamente detectada y clasificada. El parametro de
sensibilidad se define como:

SEMNSIBILIDAD =TP /f (TP + FN) * 100%&.

donde TP significa numero de resultados positivos verdaderos,
FM significa numero de resultados falsas negativos.

El numero de resultados de TP se calcula a partir de la ecuacion:
TP = Numero total de PbSbBa - FP.

Veracidad

Control de calidad

Al establecer estos parametros para un correcto analisis automatizado de GSR, deben ser seleccionados parametros
adecuados con el fin de cumplir los estandares de calidad. Por lo tanto, como condiciones minimas se debe establecer un
procedimiento para confirmar los parametros de operacién del instrumento sobre una base de rutina.

Diagrama general de trabajo

rohleama que
rquiene andlisis
forense: defina la
necesidacd

majora del
mdtnda

h J w
ldentifica wn Elabora
g i i o Dasarralle
melodo axislanle procedimiesto o Evaluar gl bl ]
i S L I s ] : : adiciona
o dasarmaliar um prolocola para meloda factbl
nueyo masloda walidacidn el

-~

Procade ol NQ

rata e da analis:

Elabora reporte da Fir
walidmcadn

1cion 1. Seleccion, desarrolio y validacion de un método analitico.
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Descripcion

1.- Evaluar el desemperfio del método
2 - Existe método existente establecido por la norma ASTM 1588-10 11para la busqueda de residuos de disparo de arma
de fuego que establece las condiciones del equipo.
3.- Elabora protocolo o plan de validacién estableciendo los criterios de aceptacién para definir si el método cumple con

los requisitos.

4 - Los resultados se establecen y se reportan en un informe, declarando que el método es apto para su propésito.

Resultados
ANALISTA Al\AlLISIS A..\IA}ISIS A_NA‘&LISIS ANAi_ISIS ALA..E_ISIS ANAé_ISIS <o | MEDIA |ewcv
136 142 144 129 146 150 754 | 14116 | 534
2 149 147 149 150 144 145 242 | 14733 | 1.64

Tabla 1. Resulrades para precision en condiciones de repetibilidad

Tabia 2. Resultades en relacion con I veracidad mosirande & PoTceniaie e particulas deteradas.

TAMANO DE

PARTICULA

0.5um
0.8um
1.2um
2.4pm
10pm
15pm
20pm

PARTICULAS
DETECTADAS

18 de 22
25 de 25
26 de 26
27 de 27
1de1

1de
1ided

(ol 1

FORCENTAJE DE

0gm

llustracion 2. Particula de GSR obtenida por SEM/EDS, Laboratorio de quimica forense del INCIFO, FGE Puebla.

PARTICULAS
DETECTADAS

B1.81%

100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%




CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos, los cuales se
muestran en la Tabla 1 y 2, se onsidera que los para-
metros utilizados en el método son idéneos para rea-
lizar la busqueda de particulas GSR, ya que se logra
detectar el 100% de las particulas con diametrode 0.8
a20pum.

El garantizar que la bisqueda de residuos de dis-
paro de arma de fuego se realiza conforme a los pa-
rametros de validacion establecidos por la norma 1SO/
IEC 17025 permitird emitir resultados confiables y de
calidad, fortaleciendo la participacion de los Peritos del
Laboratorio de Quimica Forense.
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