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INTRODUCCION

“Los restos microscopicos que cubren nuestra ropa y nuestros cuerpos son
testigos mudos, seguros y fieles, de nuestros movimientos y de nuestros
encuentros”.

Edmond Locard

El analisis de residuos de disparo ha sido la premisa mundialmente utilizada
para la vinculacion de un individuo en un hecho punible donde se encuentra
involucrada la accién de disparos por armas de fuego, con la finalidad de dotar a los
administradores de justicia con una prueba basada en hechos cientificos que

permitan esclarecer los hechos.

Las técnicas para analisis de residuos de disparo han evolucionado a través
de los afios, no solo por ser relevadas por la llegada de nueva tecnologia, sino por
ser reemplazadas en el marco técnico-cientifico. Cada una de las técnicas implica el
manejo de distintos tipos de instrumentacion de laboratorio, asi como diferentes

métodos para la toma de indicios por los peritos de campo.

La Microscopia Electrénica de Barrido es una de las técnicas mas versatiles
en el estudio y analisis de las caracteristicas microestructurales de objetos solidos.
A través del Microscopio Electronico de Barrido (MEB) se pueden observar y
caracterizar superficialmente, materiales de distinta naturaleza tanto organicos como

inorganicos, suministrando informacion morfolégica de los mismos.

El principio fisico del MEB esta basado en la generacion de distintos tipos de
sefales electromagnéticas, generadas al hacer incidir un haz de electrones sobre
los indicios y asi obtener informacion de las caracteristicas superficiales de la
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misma. La principal ventaja de esta técnica es la resolucion que alcanza con
relacion a la que se observa en la microscopia 6ptica. Igualmente, aporta mayor
informacion acerca de la estructura y composicion de los indicios en estudio; Otra
ventaja es que es una técnica no destructiva, lo cual permite utilizarla en situaciones
en la que evidencia debe ser preservada o cuando a la misma no se le puede

practicar otro estudio.

La aplicacion de la Microscopia Electronica de Barrido, dentro de las areas de
la Criminalistica y de las Ciencias Forenses, ha sido de gran utilidad para el analisis
no destructivo 0 poco invasivo de indicios y microindicios que no pueden ser
analizadas por otras técnicas, proporcionando no solo resultados oportunos y

expeditos, sino también unificados y auditables.

OBJETIVOS DEL APRENDIZAJE

Objetivo General:

Instruir a los Participantes en conocimientos acerca de las incumbencias periciales y
solicitudes fiscales que se realizan a través de la técnica de Microscopia Electronica
de Barrido.

Objetivos Especificos:

¢ Indicar al estudiante los conceptos y fundamentos generales relacionados con la

Microscopia Electrénica de Barrido.

e Orientar al participante sobre los andlisis que se realizan mediante Microscopia
Electrénica de Barrido.
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e Informar la manera adecuada de realizar las solicitudes fiscales para los analisis

mediante Microscopia Electrénica de Barrido

e Instruir al participante sobre la recoleccion y preservacion de microindicios para

andlisis de residuos de disparo a través de Microscopia Electrénica.

e Cumplir con el ordenamiento legal vigente.

EVOLUCION DE LAS TECNICAS DE ANALISIS PARA DETERMINAR
ELEMENTOS DEL PRODUCTO DEL DISPARO DE UN ARMA DE FUEGO

En un principio, se estudiaban las caracteristicas organolépticas de la polvora
deflagrada y depositada en las manos (ahumamiento y granos de polvora
incombusta o parcialmente quemada) lo que permitian al perito presumir que el
sospechoso habia accionado el arma. Por lo tanto, los sentidos jugaban un papel
fundamental; la vista, buscando en las manos el ahumamiento (falso tatuaje) y las
particulas resultantes de la deflagracion (verdadero tatuaje); el olfato, tratando de
captar el olor caracteristico de la pélvora deflagrada. Por lo que la observacién era
el método fundamental. Sin embargo, expertos y juzgadores no se sentian
satisfechos con una simple presuncién; exigian resultados mas serios, mas sdlidos,

mas proximos a la realidad.
TECNICAS COLORIMETRICAS PARA DETECTAR NO2/NO3

Estas pruebas o reacciones no revelan la presencia de poélvora, sino que
aplican sobre cualquier sustancia oxidante, a fin de verificar la presencia de nitratos
(NOs3) o de nitritos (NO2). Por ello, si se obtienen resultados positivos siempre queda
la incertidumbre de si los productos nitrados provienen de la deflagracion de la

polvora o de otras sustancias oxidantes, por ejemplo: algunos cosméticos, tierra,

= EL
GOBIERNO
DE TODOS

Direccidn: Av. Mariana de Jesus 21-30 y Av. Antonio José de Sucre/ Quito-Ecuador W soN=
Teléfono: 593-2-3934220 - www.cienciasforenses.gob.ec VAT W




SERVICIO NACIONAL DE MEDICINA LEGAL Y CIENCIAS FORENSES

fertilizantes, blanqueadores, orina, detergentes, etc. Lo que puede traer como

consecuencia un veredicto erroneo (1).
PRUEBA DE LA PARAFINA O PARAFINOSCOPIA

El guantelete de parafina es un ensayo para determinar la presencia de los
derivados nitrados depositados en la superficie de las manos que se presumia
habian operado un arma de fuego, empleando en la superficie interna del
guantelete, el reactivo de Guttman. En el caso de existir elementos nitrados,
aparecian pequefias comas de color azul. Lo que se interpretaba como un resultado

positivo (1).

Es importante destacar que esta técnica no revela la existencia de pélvora,
sino que se emplea sobre cualquier sustancia oxidante, en especifico y de acuerdo
con los reactivos, a fin de verificar la presencia de nitratos o nitritos, es decir, es
inespecifica. EI Primer Seminario sobre Aspectos Cientificos de Trabajo Policiaco,
celebrado en Paris por la INTERPOL, en 1964, acordd que dicha prueba no deberia

seguir empleandose por considerarla poco sensible y escasamente especifica (1).

Aplicacion de la parafina por parte del técnico de laboratorio .

Retiro del guantelete de Aplicacion del reactivo
parafinadela freag del quimico para identificar los Resultados
presunto tirador componentes nitrados

1A

LNy o
. » . . . 2 . - ..“‘!.J ”.’. .I‘/TEH 3 EL
Direccion: Av. Mariana de Jesus 21-30 y Av. Antonio José de Sucre/ Quito-Ecuador W ;?\ .-’2" W \. OBI ERNO
4 - s . i el A
Teléfono: 593-2-3934220 - www.cienciasforenses.gob.ec /_‘ X‘ | DE TODOS



SERVICIO NACIONAL DE MEDICINA LEGAL Y CIENCIAS FORENSES

TECNICA DE RODIZONATO DE SODIO

Con esta técnica ya no se buscaban los componentes de la pélvora sino los
componentes del iniciador o fulminante. La técnica del rodizonato de sodio es
utilizada para revelar plomo y bario en las manos de un individuo, elementos
integrantes del fulminante del cartucho. H. C. Harrison y R. Gilroy, en 1959,
publicaron en la Revista Americana de Ciencias Forenses una técnica para detectar
bario y plomo mediante rodizonato de sodio, la deteccién de antimonio, la realizaban
mediante trifenil arsonio. Una de las ventajas de esta prueba consiste en su baja
incidencia de “falsas positivas”, sefialé Charles R. Midkiff Jr.; sin embargo, uno de
sus inconvenientes, apunta Di Maio, consiste en su limitada sensibilidad, ademas
gue no diferencia entre la presencia de las aleaciones o las particulas de los
elementos por separado, lo cual es fundamental para la caracterizacion de residuos

de disparo.

FALSOS POSITIVOS.

Agentes que pueden arrojar resultados erréneos en las pruebas colorimétricas l
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DESVENTAJAS DE LOS ENSAYOS

COLORIMETRICOS
|
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TECNICAS INSTRUMENTALES

De las técnicas colorimétricas cualitativas, se paso a la aplicacién de técnicas
fisicoquimicas (instrumentales), que ademas de identificar bario, plomo y antimonio
precisan sus cantidades, fijando determinados parametros, pasando de esta manera

a la etapa de las precisiones. Entre las mas aplicadas se tienen:

ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA SIN FLAMA

Esta técnica se resalta principalmente, por su muy elevada sensibilidad y
especificidad, conforme con ello su baja ocurrencia de “falsos positivos”. La
desventaja de que si se aplica algunas horas después de haber disparado el arma
de fuego, la incidencia de “falsos negativos” aumentada, llegando ello al maximo
después de las ocho horas (2).

El empleo de esta técnica es comun en los laboratorios de criminalistica de la
Unién Americana, por la facilidad de andlisis, adecuada sensibilidad y bajo costo.
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CURVA CARACTERISTICA OBTENIDA DEL ANALISIS
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EQUIPO UTILIZADO PARA EL ANALISIS

ANALISIS POR ACTIVACION DE NEUTRONES (NAA)

Esencialmente se caracteriza por su elevada sensibilidad v,
consiguientemente, su baja incidencia de “falsos positivos”. No obstante, al igual
gue las técnicas ya indicadas, tiene el como limitante de que si no se aplica pocas
horas después de haberse efectuado el disparo por arma de fuego, la incidencia de
“falsos negativos” es muy elevada. Otro inconveniente es que no identifica plomo,

solo identifica y cuantifica bario y antimonio (2).
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ESPECTRO CARACTERISTICO OBTENIDO POR NAA PARA TRAZAS DE

DISPAROS
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PLASMA INDUCTIVAMENTE ACOPLADO A ESPECTROMETRIA DE MASAS
(ICP-MS)

Es una técnica de andlisis inorganico idonea para detectar y cuantificar la
mayoria de los elementos de la tabla periddica, entre ellos el plomo, el bario y el
antimonio. Es importante enfatizar que sé6lo para establecer que una persona esta
involucrada en la accion de un disparo se debe determinar (morfologia, tamafio y
brillo), asi como su composicion (estelinato de plomo, nitrato de bario y sulfato de

antimonio), dentro de rangos establecidos (1-2).
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RESULTADOS OBTENIDOS DEL ESTUDIO ICP-MS
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EQUIPO ICP-MS

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO CON ENERGIA DISPERSIVA DE
RAYOS X (MEB-EDX)

Mediante el microscopio electrénico de barrido, los residuos del disparo son

identificados a través de su morfologia, tamafio y brillo, asi como su composicion
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quimica es determinada mediante espectrometria de energia dispersiva de rayos X.
Esta técnica requiere de centros especializados y personal calificado, elevando
considerablemente su costo.

Resultados Obtenidos por MEB-EDX
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TECNICAS INSTRUMENTALES VS TECNICAS COLORIMETRICAS

TECNICAS INSTRUMENTALES TECNICAS COLORIMETRICAS

*Muestran sefiales caracteristicas para |a coleccion de muestras puede ser
cada elemento (Especificidad) invasiva.
eEstudio de las cantidades de los *No son especificas por lo que se
elementos presentes. aumentan las probabilidades de
eImagenes acompanadas de espectros resultados erroneos.

dando la certeza del estudio (MEB). *Son pruebas cualitativas, no especifican
*Requieren instrumentos costososy cantidades.

personal calificado. *No requieren equipos instrumentales,

pero si reactivos y personal calificado.

DESARROLLO HISTORICO DE LA MICROSCOPIA ELECTRONICA

En 1872 Ernest Abbe explicd el por qué un microscopio de luz, ain con la
Optica mas fina, es incapaz de superar la resolucion de 0.2 (2). Esto se debe la
longitud de onda de la luz (A), ya que la resolucién se define como A /2 NA; donde
NA; es la abertura numérica del lente objetivo. Conforme con ello, sélo se lograria

aumentar la resolucioén si se disminuyera A.

En 1934 Ernest Ruska, logr6 este cometido cuando presenté su primer
microscopio electrénico, haciendo uso de un haz de electrones en vez de luz y
electroimanes como lentes. El camino de Ruska habia sido preparado por una serie
de inventos y descubrimientos que arbitrariamente pueden ser enumerados desde
mediados de 1850: El tubo de Geisller (Geisller 1850), tubo de rayos catddicos
(Goldstein 1855), la pantalla fluorescente (Braun 1897) y el efecto concentrante de
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los campos magnéticos sobre el haz electronico (Wiechert, 1899, Gorber 1924).
Este ultimo fendmeno fue interpretado por Buch, quien hizo un parangén entre una
lente de vidrio y una “lente electromagnética”, lo cual dio base a los experimentos de

Ruska en la construccién de un microscopio electrénico (ME) (3,4,5,6).

El primer ME comercial, disefiado por Ruska, fue lanzado al mercado por
Siemens en 1939. Ello sirvié de estimulo para que otros paises se abocaran a esta
linea de trabajo y asi comenzaron a aparecer prototipos en los Estados Unidos 199
de América, Inglaterra, Francia, Canada y Japon (5).

Fundamentalmente existen dos tipos de microscopio electrénico, el de
transmision (MET) y el de barrido (MEB). Con el primero se puede hacer un
comparacién con un microscopio de luz (ML) y con el segundo con un microscopio
estereoscopico o de diseccion. La razén es que el MET utiliza los electrones
transmitidos. La imagen obtenida, al menos por los métodos convencionales es
plana. EI MEB utiliza los electrones dispersados a partir de la superficie de los
indicios, ya sean secundarios o retrodispersos. En este caso, el espécimen puede
ser tan voluminoso como un fragmento de tejido, un insecto, etc. y la imagen

obtenida es de tipo tridimensional.

PRINCIPIOS FiSICOS DE LA MICROSCOPIA ELECTRONICA

Mediante un Microscopio Electronico de Barrido se puede observar la topografia
de una muestra utilizando los electrones secundarios producidos por la interaccion
de un haz de electrones de alta energia con la muestra. Ademas de la emisién de
electrones secundarios, la interaccion haz — muestra produce otras sefiales como:
retrodispersion de electrones, produccion de rayos X, electrones Auger, catodo
luminiscencia, etc,. Los microscopios electronicos recientes combinan una serie de

detectores para analizar las distintas sefiales que se generan.
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La formacion de im&genes en un Microscopio Electrénico de Barrido (MEB) se

utiliza la sefial de electrones secundarios; que son generados por la interaccion

inelastica del haz primario con la muestra. A continuacion, se indica el esquema y

una imagen de un Microscopio Electronico de Barrido (M.E.B.)

ESTRUCTURA DEL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO

Los elementos que lo conforman son:

1. Cafidon de electrones, en este se genera el haz de electrones de alta energia.

2. Lente condensador, ayuda a converger el haz y disminuir su tamafo.
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3. Lente Final, converge y disminuye el haz para que éste incida sobre la muestra.
4. Bobinas deflectoras, permiten el barrido del haz sobre la muestra.

5. Detector de electrones secundarios, capta una parte de los electrones secundarios

decodificandolos y amplificandolos para formar la imagen en la pantalla o monitor.
6. Muestra, elemento a ser analizado.
7. Pantalla o Monitor, permite la observacion la muestra amplificada (8).

MICROSCOPIA ELECTRONICA APLICADA A LA CRIMINALISTICA Y LAS
CIENCIAS FORENSES.

La aplicacién de la Microscopia Electrénica de Barrido, dentro de las areas de
la Criminalistica y de las Ciencias Forenses, se ha convertido en los ultimos afios,
en una préctica de uso casi rutinario para el analisis de evidencias, proporcionando

no solo resultados oportunos y expeditos, sino también unificados y auditables.
PERITAJES REALIZADOS UTILIZANDO MICROSCOPIA ELECTRONICA

Anadlisis Quimico Elemental: se realiza a través de electrones retrodispersados y
rayos X caracteristicos, mediante las cuales, puede obtenerse informacién analitica
sobre la composicion quimica de las evidencias, de manera cualitativa y semi-

cuantitativa.

REPORTE DE ANALISIS QUIMICO ELEMENTAL
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Micrografia de muestra metalica Espectro del analisis quimico elemental
de la muestra metalica

]

o
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Analisis Morfologico y Estructural: Determinar caracteristicas superficiales, a
través del procesamiento de las imagenes obtenidas de los indicios. Este analisis
permite observar la topografia de un objeto de estudio, utilizando los electrones
secundarios producidos por la interaccién de un haz de electrones de alta energia
con el objeto de estudio.

Analisis de fallas en componentes metalicos

Fuente Comun de Origen: Determinar la relacién entre un indicio problema y el

espécimen de control, mediante el analisis quimico y/o el analisis morfologico.
Mediante el Andlisis Quimico Elemental, pueden determinarse similitudes o
diferencias en la composicion quimica superficial de los indicios, con la finalidad de
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determinar fuente comun de origen. Por ejemplo, atendiendo al principio
criminalistico de intercambio o transferencia, puede tomarse el caso un vehiculo
impacta con el guardavia de una carretera 0 autopista, alli pueden compararse las
caracteristicas quimicas de las adherencias del vehiculo con las caracteristicas
guimicas de la pintura del guardavia objeto de estudio, a los fines de determinar que

efectivamente dicho vehiculo impacté con el guardavia.

Micrografia de la Micrografia en detalle de la Espectro del Andlisis
Adherencia de Pintura Adherencia de Pintura Quimico Elemental de la
Adherencia de Pintura

Micrografia de la Pintura Espectro del Andlisis
de la Guardavia Metdlica Quimico Elemental de la
Pintura de la Guardavia
Metilica

Andlisis de Residuos de Disparo: Determinar la presencia de particulas
constituyentes del fulminante del cartucho para armas de fuego, en regiones

anatomicas de individuos o en superficies fisicas.
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RESULTADO DE UN ANALISIS DE RESIDUOS DE DISPARO POSITIVO

Particula de residuo de disparo

30 @ [ Espectro de la particula de residuo de disparo

10um

esiduos de disparo producidos por armas de
uego

onstituidos mayoritariamente por particulas
rganicas e inorganicas

os residuos de origen inorganico provenientes
e la capsula fulminante Pb, Ba y Sb, son la
ase de este estudio (GSR)

| ser halladas en las regiones anatomicas de
na persona, textiles o superficies de interés

ermiten establecer si estuvo involucrada
ccion de un disparo
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KIT Y TOMA DE MICRO INDICIOS PARA ANALISIS DE RESIDUOS DE DISPARO

Kit para toma de micro indicios: La toma de micro indicios para analisis de
residuos de disparo por Microscopia Electronica de Barrido, mediante microsonda
de energia dispersiva (M.E.B. / E.D.X.), se realizar4 con la utilizacién de un KIT
estandarizado a nivel mundial, el cual estd conformado por los siguientes
elementos, que se encuentran contenidos en dos (02) fundas plasticas con cierre

hermético:

®

—

FICHA DE RECOPILACION DE DATOS
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Procedimiento previo a latoma de micro indicios para anélisis de residuos de
disparo.

El técnico especialista debe realizar los siguientes pasos:

o Colocarse los guantes desechables de manera que se evite el roce con cualquier

tipo de superficie, que pueda provocar u ocasionar su contaminacién, para posterior:

o Verificacion: Proceder a verificar que el KIT se encuentre completo, es decir
contenga los dos (02) STUBS vy su respectiva la FICHA DE RECOPILACION DE
DATOS.

e Retirar la FICHA DE RECOPILACION DE DATOS, los dos (02) dispositivos
(STUBS), con su respectiva funda plastica.

TOMA DE MICRO INDICIOS PARA ANALISIS DE RESIDUOS DE DISPARO
MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

-Utilice guantes quirtrgicos antes de comenzar a realizar el procedimiento, a fin de

evitar contaminaciones.

-Verificar que el KIT se encuentre completo, es decir contenga los dos (02) Stubs,
dos fundas plésticas (02) y la FICHA DE RECOPILACION DE DATOS.

-Retirar la FICHA DE RECOPILACION DE DATOS, los dos (02) dispositivos (Stubs),

con su respectiva funda plastica.

-Tomar el primer dispositivo (Stub) sujetarlo por su parte inferior (base plastica) y

retirar la cubierta de acrilico protectora transparente (tapa).

~EL
'GOBIERNO
DE TODOS
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-Para el caso de regiones anatdémicas, en el caso de condiciones Optimas, el tiempo
maximo de coleccién es hasta 6 horas luego de ocurrido el suceso. No colecte luego

de transcurrido este tiempo para evitar falsos negativos.

-Empleando las pinzas adecuadas, separar y desechar la pelicula de plastico
protectora de color blanco, gris o transparente (en caso que esta estuviese presente
y desecharla), de manera que quede expuesta la lamina adherente de carbono
(negro) en la superficie metalica del Stub, evitando dafar o desprender esta Ultima

en el procedimiento.

-Seleccionar la regién anatdbmica u otra superficie de interés criminalistico para la
recoleccion. En el caso de regiones anatémicas (Ej. manos) utilice un dispositivo

para cada mano (region dorsal).

-Con el soporte metalico colocado en su base realizar una serie de presiones de
forma continua sobre la superficie seleccionada, de manera que la pelicula de
carbono haga contacto fisico y uniforme con la superficie. Realizar las presiones
hasta que la pelicula pierda su capacidad adherente, nunca se debe recolectar por

arrastre.

-Colocar la cubierta de acrilico (tapa) para proteger la pelicula de carbono en la

superficie metalica del Stub.
-Rotular en la etiqueta del Stub especificando la zona en la cual fue recolectado.
-Si se requiere 0 se considera necesario, tomar muestras en otra area de interés

como vehiculos, prendas de vestir, o cualquier otra superficie, proceda de igual

forma con otro Stub, utilizando un dispositivo para cada area.

| o
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-Llene correctamente la FICHA DE RECOPILACION DE DATOS, con la informacion
gue se haya obtenido del caso, evitando en la medida de lo posible dejar de plasmar

la informacion solicitada.

-Colocar dentro de la funda plastica grande, la FICHA DE RECOPILACION DE
DATOS vy la funda plastica pequefia que contiene los dos (02) Stubs, con las

muestras recolectadas.

-Embalar y etiquetar la funda plastica grande para su preservacion y traslado al

Centro de Acopio.
-Elaborar el correspondiente REGISTRO DE CADENA DE CUSTODIA.
LIMITACIONES DE LA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

» Se requiere de infraestructura y condiciones adecuadas para su instalacion.

* Son equipos con un costo muy elevado.

» Las imagenes son reproducidas en blanco y negro.

» Trabaja en condiciones de alto vacio.

* Alguno de estos equipos requiere el consumo de Nitrégeno liquido y/o
gaseoso.

* Requieren de personal calificado para su operacion.

« Algunos de ellos requieren el tratamiento previo de muestras de origen
organico.

» Elementos quimicos de baja energia, no pueden ser captados.
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CONCLUSIONES

La Microscopia Electronica, es una herramienta no destructiva de apoyo de
gran importancia para el esclarecimiento en cuanto al origen y naturaleza de dichos
indicios, asi como en situaciones donde no pueden ser examinadas por otra
técnica. De esta manera la Microscopia Electronica, contribuye en garantizar la
eficiencia en la administracion de justicia, en aras de dar respuesta efectiva de los

peritajes realizados.
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