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FUNDAMENTO DE LOS
METODOS DE ANALISIS
EN QUIMICA FORENSE

Imagen de restos biolégicos obtenida con
un microscopio de campo oscuro

Soledad Esteban Santos



OBJETIVOS

General

Explicar todas las etapas a seguir en el estudio de muestras forenses, desde su
localizacién y recogida en la escena del crimen hasta la finalizacién de sus analisis
en el laboratorio.

Especificos

1.

2.

u

Valorar la necesidad de mantener la cadena de custodia durante todo el
proceso de recogida, envio y analisis de muestras.

Reconocer la necesidad de evitar la contaminacion y el deterioro de las
muestras forenses a lo largo de todas las etapas de su estudio.

. Explicar el fundamento de las técnicas instrumentales mas empleadas en

ciencia forense.

. Determinar las aplicaciones mas significativas en el laboratorio forense de

las distintas técnicas instrumentales.

. Describir los tipos mas importantes de separacién cromatografica.
. Dentro de cada grupo de técnicas instrumentales analiticas, diferenciar los

distintos sistemas y la informacién aportada por cada uno de ellos.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Para el estudio de este tema, es importante conocer el fundamento teérico y las
caracteristicas de las principales técnicas instrumentales de analisis.



Tema 2. Fundamento de los métodos de analisis en Quimica Forense

2.1. Introduccién

2.2. Obtencion y envio de evidencias desde la escena del crimen
2.3. Recepcion de evidencias en el laboratorio

2.4. Estudio preliminar

2.5. Procesos de separacién: técnicas quimicas y técnicas cromatograficas
2.6. Analisis forense: técnicas instrumentales

2.7. Microscopia

2.8. Espectroscopia. Espectrometria de masas

2.9. Otras técnicas instrumentales

Ejercicios y Soluciones

Lectura: «Rayos laser»

2.1. INTRODUCCION

La investigacion forense debe comenzar en el lugar donde ocurri6 el
delito o aquellos hechos de los que se sospecha que lo son. Es decir, en
el lugar de los hechos o escena del crimen. Por esta razén, es de suma
importancia la observacion visual de dicha escena y hacer fotografias de
la misma, a fin de tener en cuenta la posicién de los distintos objetos, del
cadaver o cadaveres (en caso de existir) y de todos los restos que pueden
ser portadores de indicios. Estos ultimos, seran enviados al laboratorio vy,
una vez analizados alli, podran servir como prueba ante los Tribunales de
Justicia.

No obstante, ya en la misma escena del crimen comienza el proceso de
estudio de las evidencias.
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QuimicA FORENSE

E LAS EVIDENCIAS EN LA ESCENA DEL CRIMEN =

2.2. OBTENCION Y ENVIO DE EVIDENCIAS
DESDE LA ESCENA DEL CRIMEN

Tras una primera observacion de la escena del crimen el investigador
forense habra de seguir todo un protocolo de actuacién, pasando por unas
etapas sucesivas, que pueden resumirse asi:

* Localizar todas las evidencias posibles
e Una vez localizadas, recogerlas
e Embalarlas debidamente

e Cumplimentar un expediente y enviar todo al laboratorio

2.2.1. Localizaciéon de evidencias

La localizacién de evidencias en la escena del suceso delictivo es una pieza
clave en la investigacién criminal. La basqueda debe ser exhaustiva, de tal
manera que no se desprecie ningin objeto o senal que pudieran aportar
pruebas de cualquier tipo. Aunque después alguno de esos objetos no apor-
tara indicio alguno, de entrada no se deberan desechar. Ademas la busqueda
no debera danar ni contaminar ninguno de esos posibles indicios ni interfe-
rir en los analisis o ensayos posteriores a los que habran de someterse.

Generalmente, la busqueda y recogida de muestras en la escena del cri-
men es llevada a cabo por miembros especializados de la policia, aunque
en algan caso pueden intervenir personal del laboratorio forense. ¢(Con qué
medios se llevara a cabo la bisqueda?

— Se comenzara por el mas sencillo de todos, por un examen visual. Se
emplearan herramientas que nos permitan ver mejor: tales son mirar
con el auxilio de una lupa y, sobre todo, de la luz que nos proporcionan
linternas especiales. Es lo que se conoce como luces forenses, que emi-
ten luz a distintas longitudes de onda, visible, infrarrojo y ultravioleta
y, dltimamente, también de rayos ldser. Ademas de ser un método sen-
cillo, no contamina los restos ni los destruye, sirviendo para encontrar
tanto restos biolégicos como no biolégicos. En muchos casos se apro-
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vecha el hecho de que los componentes de algunos indicios tienen pro-
piedades luminiscentes, con lo que absorben unas determinadas radia-
ciones y reemiten otras de menor energia (generalmente absorben en
el rango ultravioleta y emiten en el visible). Tal es el caso de muchas
pinturas y tintas y de determinados fluidos biol6gicos, como el semen.

En este sentido, recordemos que:

La luminiscencia consiste en una emisién de radiacién luminica, provocada
en condiciones de temperatura normal o baja cuando una cierta forma de
energia alcanza un atomo. Esta energia (que puede ser de distinto origen)
provoca que determinados electrones sean excitados y que recuperen su
estado inicial desprendiendo su excedente energético, con lo que emiten
fotones, generalmente de longitud de onda dentro del espectro de la luz
visible. Hay muchas clases de luminiscencia, segtin cuél sea el tipo de excita-
cién: fotoluminiscencia, quimioluminiscencia, triboluminiscencia, termolu-
miniscencia, electroluminiscencia... (radiaciones electromagnéticas,energia
de reacciones quimicas, energia mecanica, calentamiento por debajo del
rojo, corriente eléctrica...).

La fluorescencia es la luminiscencia debida concretamente a la accién
de rayos ultravioleta. No obstante, a veces este término es mas general,
empleandose para denominar el fenémeno por el cual una sustancia absor-
be una radiacién (generalmente rayos UV, X, gamma o laser) y reemite otra
radiacion de energia menor que la de la fuente original.

La fosforescencia es una luminiscencia que perdura una vez que la excita-
cién ha terminado.

No obstante, en el examen visual no basta con ver, sino que hay que
«saber ver». Esto obviamente lo da la experiencia, pero se deben seguir
siempre unas normas que ayudaran a todo investigador en sus actuaciones
en la escena del crimen. Tales son las formas de examinar ésta, segtin se
senalé6 en el tema 1 (seccién 1.5.2).

— Después, localizados aquellos restos que pueden ser portadores de
indicios, en algunos casos cabe realizar pruebas quimicas, consisten-
tes en reacciones sencillas que se llevan a cabo en la misma escena
del crimen, para lo cual existen kits que se transportan facilmente
en maletines. Sobre todo son interesantes para restos biolégicos. No
obstante, son sélo de caracter orientativo.
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2.2.2. Recogida de evidencias

Es muy importante saber seleccio-
nar desde la escena del crimen aquellos
objetos que puedan resultar ttiles para la
investigacién como posibles portadores
de indicios, y no recoger los que no ana-
dan una informacién muy interesante.
De esta manera, se tendra en cuenta todo
aquello que pueda resultar de valor para
hacer la futura investigacién en el labo-
ratorio, y por otra parte, no se recargara
innecesariamente el trabajo del equipo
forense del laboratorio con objetos de
muy escaso o ningtn valor. A veces, inclu-

FIGUrA 2.1. Hisopos: el hisopo
es un instrumento utilizado para so, se decide proteger el recinto cerran-

recoger muestras y tiene forma dolo durante algunos dias, por si fuera

de bastoncillo acabado en

) necesario recoger mas objetos en una
una punta de algodén.

segunda busqueda.

Para evitar la contaminacion de los posibles indicios se llevaran guantes
de goma. Los medios para recogerlos son muy variados, dependiendo de su
naturaleza y estado fisico. Asi, los objetos de mayor volumen (vasos, ropa,
etc.) se recogen directamente a mano. Para fragmentos no muy grandes
(como trozos de vidrio), se suelen emplear pinzas, o si son ya muy pequefios
se pueden recoger sobre cinta adhesiva. Otras veces, para vestigios suma-
mente pequenos (como pelo, fibras...) se emplean cepillos, peines, hisopos
o, incluso, pequenas aspiradoras, toméndose en este caso lo que se haya
depositado en su filtro. Los liquidos se pueden recoger con una pipeta. En
otros casos, como por ejemplo, manchas sobre ropa, suele rasparse con un
bisturi sobre la mancha, recogiendo lo que se haya desprendido, o se frota
ligeramente con un hisopo (figura 2.1) humedecido (caso de las manchas de
sangre o semen), o también se corta la parte de superficie que la contenga
(como es el orificio de entrada de un disparo). Pero en estos tltimos casos,
frecuentemente lo mejor es transportar el indicio con el objeto completo que
lo contiene. Lo mismo puede decirse para los objetos posibles portadores de
huellas latentes. En cuanto a las huellas de mayor tamafio, como pisadas o
neumaticos, se toman moldes de las mismas, asi como fotografias.
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2.2.3. Embalaje de evidencias

Una vez recogidas las distintas muestras, antes de enviarlas al labora-
torio se procederd a embalar cada una por separado, a fin de evitar que se
contaminen entre si. El tipo de embalaje dependera de la clase de muestra,
de tal manera que siempre se recoja una cantidad suficiente de ésta y que
se evite tanto su contaminacién como el que sufra desperfectos fisicos (por
ejemplo, que se rompa o deteriore). Los envases son muy variados: bolsas
de papel o de plastico de distintos tamarios, sobres de papel, recipientes
cerrados de vidrio, cajas de cartén, etc. La eleccién del envase dependera
de la naturaleza y tamano del indicio y, en su caso, del material que lo
soporta.

2.2.4. Expediente de envio

Cada embalaje se sellara y etiquetara. Asimismo, se generara un docu-
mento en el que se anotara cada uno de los embalajes etiquetados, expe-
diente que acompanara al envio conjunto de todas esas muestras en su
camino al laboratorio.

En los ultimos tiempos, se suele contar con unidades de laboratorios
forenses moviles, que consisten en un vehiculo equipado en su interior con
todo lo necesario para observar, proteger y fotografiar la escena, y para
recoger y empaquetar los indicios, asi como con kits de pruebas quimicas
(hgura 2.2).

FiGura 2.2. Vehiculo de laboratorio forense mévil y su interior.
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Los distintos indicios requeriran unos procedimientos particulares de
deteccidn, recogida y envasado, segin la naturaleza de cada uno, que se
iran especificando a lo largo de los temas.

H LAS EVIDENCIAS EN EL LABORATORIO =

2.3. RECEPCION DE EVIDENCIAS

Al laboratorio forense llegaran las posibles evidencias procedentes de
la escena del crimen, y una vez alli, habran de seguirse de nuevo una serie
de pasos sucesivos. Asi, antes de proceder a su analisis se requiere llevar a
cabo unas operaciones previas de recepcion y un estudio preliminar de las
muestras.

En primer lugar, se procedera a abrir el envio general y se anotara en un
documento cada uno de los embalajes que contiene, afiadiendo a los datos
de la etiqueta correspondiente un nimero de referencia y una descripcion
del embalaje y estado del mismo. Con todo ello, cada tipo de muestra
quedara perfectamente registrado. Con todos estos cuidados de caracter
burocratico, tanto al embalar las muestras como en su llegada al laborato-
rio, se conseguira no romper la cadena de custodia (ver en tema 1, seccién
1.9.1), requisito imprescindible para que las evidencias aportadas por las
muestras, en su caso, puedan ser validas y tenidas en cuenta como prueba
ante un tribunal. Asimismo, durante los sucesivos estudios y analisis se
iran anotando los ensayos y pruebas que se lleven a cabo con las muestras,
quién se va haciendo cargo de las mismas y los resultados alcanzados, todo
lo cual quedara reflejado en un informe final. Es facil comprender, pues, la
importancia de seguir debidamente estos requisitos burocraticos.

2.4. ESTUDIO PRELIMINAR
Una vez recibidos y registrados los embalajes, se procedera a su aper-
tura a fin de que posteriormente se analicen las distintas muestras. Pero

antes de los analisis hay una serie de pasos intermedios que es necesario
llevar a cabo.
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En primer lugar, hay que hacer un estudio preliminar de los restos reci-
bidos. Se comenzara por el mas sencillo: observar de nuevo atentamente
cada uno de los restos contenidos en los distintos embalajes, para ir “afi-
nando” en su clasificacién y diferenciar asi el tipo de analisis a los que se
sometera después cada uno. Para esta observacion se emplearan de nuevo
las luces forenses y, sobre todo, el microscopio. Como éste ultimo tiene
aplicacion no sélo en el estudio preliminar de los restos que llegan al labo-
ratorio forense, sino posteriormente en la caracterizacién de los indicios,
esta técnica sera explicada mas adelante.

Con el estudio previo se conseguira distinguir entre restos parecidos
pero no iguales (como fibras y pelo, fragmentos de vidrio y plasticos, res-
tos diferentes de pinturas, tipos de manchas sobre telas, etc.). También, a
semejanza de lo que se dijo para la escena del crimen, pueden someterse a
algunas pruebas quimicas mediante sencillas reacciones que, a modo sélo
orientativo, pueden indicar la presencia de determinados vestigios (bastan-
te til sobre todo para fluidos biol6gicos y drogas).

En estos momentos ya mas o menos se tiene una idea de lo que se va a
analizar, pero es necesario preparar antes las muestras para ese analisis. Y
esta tarea no es tan sencilla, ya que a pesar de disponer en los laboratorios
forenses de herramientas sofisticadas, como son los aparatos de analisis ins-
trumental, hay que recurrir a medios més tradicionales del trabajo cotidiano
del quimico. Por otra parte, es muy importante tener en cuenta la necesidad
de llevar a cabo el estudio de determinados indicios en un medio estéril, a fin
de disminuir el riesgo de contaminacién de las muestras.

2.5. PROCESOS DE SEPARACION

Hay que considerar que las muestras que llegan al laboratorio son muy
variadas: organicas o inorganicas, de origen biolégico y no biolégico, hue-
llas de distinto tipo, etc. No obstante, las que constituyen objeto de estudio
de la quimica forense son generalmente de tipo orgéanico (drogas, muchos
venenos y polimeros) y, aunque menos comunes, son también importantes
las inorgéanicas (tales como metales en ciertos venenos y en restos de dis-
paros y explosiones, vidrio, papel, etc.). Pero en cualquier caso, cuando los
indicios a examinar llegan al laboratorio es muy raro que estén puros, y lo
mas comun es que vengan mezclados con otros residuos o incluidos en otro
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material o soporte. Pensemos en restos de una bebida o de semen sobre un
tejido, manchas de sangre sobre un papel, restos de gases de explosivos o
de un incendio sobre materiales porosos.... Asi, lo primero que tendra que
hacerse en el laboratorio es preparar la muestra a estudiar: en estos casos,
separarla de la mezcla o del soporte correspondiente. Las posibilidades son
tantas y la heterogeneidad de los residuos es tal, que no hay una norma
general, sino que habra de aplicarse en cada caso el procedimiento de sepa-
racién mas adecuado.

2.5.1. Técnicas quimicas clasicas

En primer lugar, hay que recurrir a técnicas clasicas del laboratorio
quimico, es decir, a procesos tan basicos como la disolucién, la destilacién,
la extraccién o la precipitacion.

La disolucion es necesaria en el caso de indicios soportados, a fin de
aislarlos del soporte. Cuando se trata de fragmentos de distintos sélidos
(tierra, cristales, pelo...) es convenientes tratarlos con un disolvente para
que queden suspendidos y sea mas facil percibirlos. En el caso de liquidos
miscibles entre si, una técnica adecuada en un principio es la destilacion, si
bien en los laboratorios forenses esta siendo sustituida por la extraccién o
la cromatografia. En la primera de ellas, es decir, en la extraccion, la sepa-
racién de un componente determinado de la muestra se hace mediante un
disolvente que tiene afinidad por dicho componente. Esta técnica se utiliza
mucho en toxicologia y analisis de ADN. En cuanto a la segunda, la croma-
tografia, algo mas adelante le dedicaremos un apartado especial.

La precipitacion, se emplea sobre todo para separar y detectar distintos
elementos metélicos, a nivel sé6lo cualitativo, en una muestra liquida. No
hay mas que recordar la «marcha analitica de cationes». Con determinados
reactivos se iran separando selectivamente distintos cationes en forma de
una fase sélida (el correspondiente precipitado). Es sumamente ttil en el
analisis de los restos metalicos producidos por disparos.

2.5.2. Técnicas cromatograficas

Las técnicas anteriores presentan dos inconvenientes: que sélo pue-
den utilizarse cuando se dispone de cantidades apreciables de producto
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y que muchas veces no se logra una separacion
completa. Por ello han sido sustituidas por la cro-
matografia, con la que se consigue superar esos
inconvenientes. La cromatografia, que en realidad
incluye un conjunto muy amplio de técnicas, debe
su nombre a los términos griegos chroma, color,
y graphos, escribir. Fue el botanico ruso Mikhail
Tsweet (1872-1919) quien empled esos términos
por vez primera para designar una nueva técnica
de separaciéon descubierta por él cuando traba-
jaba en su Tesis Doctoral. Intentaba separar los
pigmentos contenidos en las hojas de unas plan-
tas, sin que resultaran dafiados. Tras numerosos
ensayos lo consiguié haciendo pasar la disolucién
de la mezcla de esos pigmentos a través de una
columna vertical de vidrio rellena de un material
poroso (figura 2.3). Dicho material interaccionaba
con los componentes de la mezcla, adsorbiéndolos,
aunque con fuerza diferente, de tal manera que los Figura 2.3.
pigment9s se separaban en distintas bandas co}o- Cﬁiﬁi"gggi:%n
readas situadas a lo largo de la columna. De ahi el de pigmentos.
nombre de cromatografia que en 1906 dio Tsweet

a su utilisimo descubrimiento.

Poco tiempo después otros dos cientificos rusos idearon otra forma de
colocar el material adsorbente (alimina en este caso): en lugar de disponer-
lo dentro de una columna, lo depositaron sobre la superficie de un vidrio
plano, formando una fina lamina. Por ello a esta técnica se le dio el nom-
bre de cromatografia en capa fina. A partir de entonces fueron surgiendo
nuevos tipos de sistemas cromatograficos. Y aunque en realidad son muy
variados, tienen en comun la siguiente caracteristica: que la separacién de
los componentes de la mezcla se fundamenta en la distribucién de dichos
componentes entre dos fases, una fase fija y una fase movil. La fase fija, o
fase estacionaria, esta constituida por un material a través del cual fluye la
fase movil. La funcién de la fase moévil es arrastrar los componentes de la
mezcla, que se separan unos de otros en virtud de su diferente afinidad por
el material de la fase estacionaria. Los componentes estan sujetos, pues, a
la influencia de dos efectos contrapuestos.

59




QuimicA FORENSE

— Retencion: efecto producido sobre los componentes de la mezcla por
la fase estacionaria, que puede ser un sélido o un liquido anclado a
un soporte sélido.

— Desplazamiento: efecto producido sobre los componentes de la mez-
cla por una fase mévil, que puede ser un liquido o un gas.

¢ Clasificacion general

Hay muchos tipos de cromatografia (que se representan abreviada-
mente por sus siglas en inglés) y distintas formas de clasificar esos tipos,
atendiendo a diversos criterios. Revisaremos los mas importantes desde el
punto de su aplicacion en investigacion forense:

1. Segun la disposicién de la fase estacionaria:

e Cromatografia en columna: la fase estacionaria se coloca dentro de
una columna (es el caso del descubrimiento de Tsweet).

e Cromatografia plana: la fase estacionaria se dispone sobre una
placa plana o sobre un papel, dando lugar, respectivamente, a:

— Cromatografia en capa fina: ya explicada anteriormente. Se
conoce abreviadamente por las siglas TLC (del inglés Thin Layer
Chromatography).

— Cromatografia en papel: es similar a la anterior, con la diferencia
de que la fase estacionaria consiste simplemente en una tira de
papel filtro (muy poroso). No obstante, sélo tiene valor a nivel
cualitativo y en ciencia forense esta practicamente en desuso.

2. Dependiendo de la naturaleza de la fase estacionaria y de la fase
movil se pueden distinguir distintos tipos de cromatografia:

e Cromatografia solido-liquido: la fase estacionaria es un sélido y la
moévil un liquido.

e Cromatografia liquido-liquido: la fase estacionaria es un liquido
anclado a un soporte sélido y la mévil también un liquido.

* Cromatografia solido-gas: la fase estacionaria es un sélido y la mévil
un gas. En analisis forense se emplea para mezclas de productos
nitrogenados, fosforados o halogenados.
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e Cromatografia liquido-gas: la fase estacionaria es un liquido y la
fase movil es un gas. Se emplea mucho en los laboratorios forenses
y se designa por las letras GC (Gas Chromatography).

3. Segun el tipo de interaccion que se establece entre los componen-
tes de la mezcla y la fase movil y la estacionaria, se tiene como mas
importantes:

e Cromatografia de adsorcion: la fase estacionaria es un sélido polar
capaz de adsorber los componentes de la mezcla mediante interac-
ciones de tipo polar. El adsorbente mas utilizado es gel de silice
aunque también se emplea alimina activada.

e Cromatografia de reparto: la separaciéon se basa en las diferencias
de solubilidad de los componentes de la mezcla en las fases esta-
cionaria y mévil, que son ambas liquidas (fase estacionaria liquida,
anclada a un soporte sélido, por lo general es gel de silice), por lo
que se trata de una cromatografia liquido-liquido.

e Cromatografia de intercambio ionico: la fase estacionaria es un
sé6lido que soporta grupos funcionales ionizables cuya carga se
puede intercambiar por los iones presentes en la fase moévil. Los
intercambiadores i6nicos son matrices sélidas que contienen cen-
tros activos con carga electrostatica (positiva o negativa). De esta
forma, la muestra queda retenida sobre el soporte sélido por afi-
nidad electrostatica. Es un proceso que permite la separacion de
iones y moléculas polares, basado en las propiedades de carga de
las moléculas. En el laboratorio forense es muy util para grandes
proteinas, pequenos nucleétidos y aminoacidos.

2.5.3. Técnicas cromatograficas en el analisis forense

Como vemos las posibilidades de combinaciéon son numerosisimas, con
lo que el nimero de diferentes tipos de sistemas cromatografitos es muy
elevado. No obstante, en los laboratorios forenses las técnicas mds tiitiles
para resolver problemas analiticos y con mayor nimero de aplicaciones son
tres: la cromatografia de capa fina (TLC), la cromatografia de gases (CG) y
la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).
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