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Introduccién

Las escenas del crimen deben investigarse de manera
eficiente para obtener pruebas fiables que puedan
presentarse en un juicio. Estas pruebas pueden requerir
analizar vestigios de naturaleza muy diversa: Sustancias
psicoactivas y sus metabolitos, artefactos explosivos e
incendiarios y sus restos, residuos de disparo, diversos
vestigios materiales, huellas dactilares, fluidos
biolégicos, entre otros (Garcia-Ruiz 2020). Los fluidos
biolégicos son muy relevantes ya que pueden aportar
una gran cantidad de informacién, permitiendo estimar
el momento en el que se produjo el crimen, el tipo de
crimen que se ha cometido segun el fluido encontrado o,
incluso, extraer informacién genética que permita
identificar a la persona causante del delito. En ocasiones
se encuentran mezclas de fluidos biolégicos, lo que
dificulta el andlisis.

Ademas, los fluidos biolégicos no tienen las mismas
caracteristicas dentro del cuerpo que cuando se
encuentran en las escenas del crimen, formando
manchas sobre distintas superficies, en un ambiente con
condiciones muy diversas y donde pueden encontrase
agentes contaminantes, como microorganismos, polvo o
arena (Cano-Trujillo, Garcia-Ruiz et al. 2021). Tampoco
se parecen estas condiciones a las del laboratorio. Por
ello, es importante que las manchas de fluidos se
investiguen en condiciones que mimeticen aquellas que
podrian darse en la escena del delito.

Por todo ello, es de vital importancia llevar a cabo una
correcta identificacién de manchas de los fluidos
bioldgicos encontrados en la escena de un delito (Garcia-
Ruiz 2020, Cano-Trujillo, Garcia-Ruiz et al. 2021). Es

importante remarcar que la identificaciéon forense
trasciende a la identificaciéon analitica mediante un
analisis cualitativo (;qué hay?). Esta incluye tanto la
clasificacion (;hay alguna sustancia? Clases de
sustancias como las benzodiazepinas o las sales de
perclorato) como la individualizaciéon (;qué hay?
Identificando la sustancia en su clase como el lorazepam
o el perclorato de amonio) (Figura 1) (Garcia-Ruiz
2020).

Hoy en dia, para la identificacién forense de fluidos
biologicos en la escena del delito, se persigue la
combinacioén de técnicas de analisis rapidas, selectivas y
no destructivas. Dentro de las técnicas con estas
caracteristicas, estan las técnicas de espectroscopia
vibracional. La espectroscopia Raman y la
espectroscopia infrarroja (IR) son dos técnicas basadas
en las caracteristicas vibracionales de las moléculas
analizadas, por lo que ambas se agrupan como técnicas
de espectroscopia vibracional. En ellas, se excitan las
moléculas de las muestras a analizar con energia y se
mide, en forma de espectros, la energia vibracional de
sus enlaces, lo que permite su caracterizaciéon (Weber,
Lednev 2020). Los datos que se obtienen a partir de
estas técnicas son tan complejos que tienen que
procesarse matematicamente mediante quimiometria
para obtener informacion.

Manchas de fluidos biolégicos y técnicas analiticas

empleadas

Recientemente, se ha evidenciado que la espectroscopia

Raman es la mas utilizada, seguida de la espectroscopia

IR (Figura 2), para el analisis de manchas de fluidos
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Figura 1. Concepcion de la identificacion forense dentro de un proceso forense general.
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Figura 2. Técnicas espectroscopicas utilizadas para el estudio de manchas de fluidos bioldgicos. Abreviaturas: EPR: electronica
paramagnética de resonancia; HIS: imagen hiperespectral; IR: infrarroja; LIBS: espectroscopia de plasma inducido por laser, UV-Vis:

ultravioleta-visible.

biolégicos. Por otro lado, se ha observado que las
manchas de sangre y de semen son las mas estudiadas
hasta ahora (Figura 3). Otras, como las de saliva u orina,
no se encuentran tan frecuentemente en las escenas del
crimen, pero también son relevantes. La sangre es el
fluido biol6gico mas comun que aparece practicamente
en todos los delitos, principalmente en los violentos.
También podemos encontrarla en los de naturaleza
sexual junto al semen, en ocasiones dando lugar a
mezclas entre ambos (Cano-Trujillo, Garcia-Ruiz et al.
2021).

100%

Técnicas espectroscopicas empleadas en el analisis
de manchas de fluidos

Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es altamente sensible, rapida
y no destructiva. En ella, un rayo laser incide en la
muestra con una frecuencia determinada, las moléculas
se excitan y vibran, generando una radiacién
inelasticamente dispersada que tiene una frecuencia
distinta a la que incidid sobre la muestra. Los enlaces de
estos compuestos deben sufrir un cambio de
polarizacién cuando se exponen al haz de luz para poder
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Figura 3. Porcentaje de manchas de fluidos bioldgicos estudiados. Informacion tomada de la reciente revision (Cano-Trujillo, Garcia-

Ruiz et al. 2021).
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ser activos y analizados con espectroscopia Raman
(Zapata, Loépez-Fernandez et al 2020). La
espectroscopia Raman se ha empleado para analizar
sangre contaminada con arena, polvo o tierra y para
diferenciar muestras de sangre, semen, fluido oral,
fluido vaginal, sudor y orina entre si y de fluidos no
biolégicos que pudiesen dar lugar a errores de analisis
cuando se encuentran formando manchas en la escena
del crimen. También se ha usado para estudiar manchas
de mezclas de fluidos, como sangre y semen, asi como
para diferenciar sangre periférica de sangre menstrual.
Incluso, ha permitido identificar el semen azoospérmico
como semen. Se han llevado a cabo estudios en los que
se utilizaba la espectroscopia Raman para diferenciar la
raza de las personas a partir de una muestra de sangre o
de una muestra de semen. También ha permitido
diferenciar la especie a la que pertenece una muestra
sangre, asi como determinar el sexo de las personas a
partir de sangre o de saliva. Uno de los aspectos mas
importantes de la investigacion criminal es determinar
el tiempo ocurrido desde el crimen; la espectroscopia
Raman se ha empleado para determinar el tiempo
transcurrido desde que se formd una mancha de sangre,
por lo que se puede emplear para investigar el
envejecimiento de la sangre a lo largo del tiempo (Cano-
Trujillo, Garcia-Ruiz et al. 2021).

Espectroscopia infrarroja (IR)

Ademas de la espectroscopia Raman, la otra técnica de
espectroscopia vibracional ampliamente utilizada para
estudiar manchas de fluidos biolégicos es la
espectroscopia infrarroja (IR). En ella, se excitan las
muestras con radiacién electromagnética y se miden los
cambios en el momento dipolar que se generan en los
enlaces de las moléculas (Zapata, Lopez-Fernandez et al.
2020). La técnica se ha empleado para la diferenciacion
de distintos fluidos bioldgicos, como sangre, semen,
orina, sudor o fluido oral, entre otros. Empleando la
espectroscopia IR, a partir de manchas de sangre ha sido
posible determinar la especie de la que procede dicha
mancha o si procede de sangre ante-mortem o sangre
post-mortem. Con la espectroscopia IR se ha podido
diferenciar sangre menstrual de sangre periférica y
también de fluido vaginal o seminal, asi como
determinar la edad de la muestra, ya que detecta los
cambios que se producen durante el envejecimiento, al
igual que ocurria con la espectroscopia Raman (Cano-
Trujillo, Garcia-Ruiz et al. 2021).

Otras técnicas espectroscépicas

El objetivo principal de los articulos en los que se
empleaban técnicas de espectroscopia diferentes a
Raman e IR es, en su mayoria, el estudio del
envejecimiento de muestras de sangre. Una de estas
técnicas es la espectroscopia electrénica paramagnética
de resonancia (EPR). Esta técnica estudia el espin de los
electrones de los iones y mide los cambios en ellos
(Weber, Lednev 2020). Gracias a estos cambios se
pueden generar relaciones que permiten estimar la edad
de la muestra (Fujita, Tsuchiya et al. 2005).

En la espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) se
mide la absorciéon o la emisiéon de radiaciéon de las
muestras tras ser expuestas a radiacion UV-Vis (Zapata,
Ferndndez-de-la-Ossa et al. 2015). Permite ver los
cambios que se producen en la banda Soret de la
hemoglobina, pudiendo correlacionar dichos cambios
con la edad de la muestra (Hanson, Ballantyne 2010).
La espectroscopia de reflectancia se ha empleado para
identificar y datar manchas de sangre depositada sobre
diferentes sustratos, para diferenciar manchas de
semen, fluido vaginal y orina entre ellas y de sustancias
no biolégicas en distintos sustratos, ademéas de para
estudiar manchas creadas con mezclas de fluidos
(Edelman, Manti et al. 2012, Zapata, Fernandez-de-la-
Ossa et al. 2016). Esta técnica combina la dispersion
elasticay la absorcién de la luz. Cuando la luz se redirige
con la misma energia con la que impact6, se produce la
dispersion elastica. La absorcion se produce cuando la
energia de la luz se transforma en energia interna
debido a la excitacién de los atomos y electrones a
niveles de energia superiores (McGee, Mirkovic et al.
2016).

La técnica de imagen hiperespectral (HSI) combina la
imagen convencional y la espectroscopia, permitiendo
obtener informacién quimica y espacial de la muestra al
mismo tiempo (Weber, Lednev 2020). Ha sido empleada
para datar manchas de sangre, tanto animal como
humana, asi como para identificar semen humano
(Zapata, Ortega-Ojeda et al. 2017, Li, Beveridge et al.
2013, Silva, Pimentel et al. 2017) y diferenciarlo de
semen animal y otras sustancias que puedan dar falsos
positivos. Incluso se han usado teléfonos moéviles para
determinar la edad de manchas de sangre sobre
diferentes sustratos y condiciones ambientales
(Thanakiatkrai, Yaodam et al. 2013).

La espectroscopia de plasma inducido por laser (LIBS)
ha servido para determinar la edad de muestras de
sangre situadas sobre distintas superficies y para
diferenciar las manchas de sangre de manchas de
pintura (Wang, Teng et al. 2019). Cuando el laser incide
sobre la muestra, se elimina una cierta cantidad de
material que comprime la atmdsfera; debido a la alta
temperatura del material evaporado sobre la muestra se
forma un plasma. La técnica LIBS mide la emision de luz
de los electrones, iones, especies neutras y excitadas
contenidas en este plasma (Fortes, Moros et al. 2013).
La espectroscopia de fluorescencia es una técnica que
mide la fluorescencia de fluoréforos. El fluoréforo
absorbe un fotén y los electrones se excitan
experimentando una transiciéon de un estado de energia
excitado a un estado de energia mas bajo, emitiendo un
fotén, proceso denominado fluorescencia (Alexiev,
Farrens 2013). Esta técnica se ha empleado para
estudiar tanto el envejecimiento de la sangre menstrual,
como del semen (Woéjtowicz, Weber et al. 2021, Achetib,
Wilk et al. 2019).

Conclusiones y perspectivas de futuro

La investigacion forense requiere del empleo de técnicas
que permitan realizar una identificacién forense
(clasificacion e individualizacion) de forma rapida y no
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destructiva a partir de cantidades pequefias de manchas
de fluidos biolédgicos, proporcionando informacién
valiosa para la resolucion de casos forenses. Dentro de
las técnicas espectroscopicas, las técnicas de
espectroscopia vibracional, como la espectroscopia
Raman y la espectroscopia IR, son las mas empleadas
para la identificaciéon de distintos fluidos bioldgicos
(sangre y semen, principalmente) cuando forman
manchas sobre diferentes sustratos. El proyecto
europeo Real-time on-site forenSic tracE qualificatioN
project (RISEN, SU-FCT02-2018-2019-2020-883116),
en el que participan los autores de este trabajo, busca
desarrollar nueva tecnologia capaz de agilizar y mejorar
la investigaciéon forense, empleando técnicas de
espectroscopia Raman e IR para el andlisis de distintas
muestras, entre las que se encuentran las manchas de
fluidos biologicos.
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