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mas confiables
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ciudadania

Entre los productos derivados de esta investigacion se destacan la generacion de nuevo conocimiento relacionado
con el uso y aplicacion de la espectroscopia Raman en escenarios forenses; la apropiacion social del
conocimiento, al contribuir a la comprensién de estas técnicas por parte de actores judiciales y sociales; la
sistematizacion de informacién util para futuros desarrollos académicos y profesionales; asi como el planteamiento
de mejoras metodoldgicas que pueden ser consideradas por laboratorios forenses e instituciones judiciales en pro

de procesos mas eficientes, seguros y sostenibles.




APLICACIONES DE LA ESPECTROSCOPIA RAMAN EN LA
IDENTIFICACION NO DESTRUCTIVA DE SANGRE EN ESCENAS DEL CRIMEN

1Grupo de Investigacion en electroquimica y medio ambiente (GIEMA), Programa de Quimica Farmacéutica.
Facultad de Ciencias Basicas. Universidad Santiago de Cali. Campus Pampalinda Calle 5 # 62-00. Santiago de
Cali. Colombia

RESUMEN

La espectroscopia Raman ha emergido como una herramienta prometedora en la identificacion no destructiva de
sangre en escenas del crimen, superando las limitaciones de métodos tradicionales como luminol o Kastle-Meyer.
Esta revision sistematica analizé 48 estudios publicados entre 2014 y 2025, evaluando la aplicabilidad de Raman
frente a técnicas convencionales. Se identific6 que Raman permite un andlisis molecular especifico de la
hemoglobina, incluso en muestras envejecidas o contaminadas, con alta precision y sin alterar la evidencia. Sin
embargo, su implementacion enfrenta retos como la interferencia por fluorescencia, la necesidad de bases de
datos robustas y el costo de los equipos portatiles. La comparacidon con métodos tradicionales evidencié que,
aunque estos ultimos son mas accesibles y rapidos, son menos especificos y tienden a degradar las muestras. La
integracion de Raman con inteligencia artificial y tecnologias portatiles representa el futuro en la deteccion forense
de sangre, reforzando la cadena de custodia y la confiabilidad de los hallazgos en el ambito judicial.

Palabras clave: ldentificacién forense, andlisis espectroscdpico, escena del crimen, técnicas vibracionales,
pruebas presuntivas, evidencia biolégica.

RAMAN SPECTROSCOPY APPLICATIONS IN THE
NON -DESTRUCTIVE BLOOD IDENTIFICATION IN CRIME SCENES

ABSTRACT

Raman spectroscopy has emerged as a promising tool in the nondestructive identification of blood at crime scenes,
overcoming the limitations of traditional methods such as luminol or Kastle-Meyer. This systematic review analyzed
48 studies published between 2014 and 2025, evaluating the applicability of Raman versus conventional
techniques. It was identified that Raman allows specific molecular analysis of hemoglobin, even in aged or
contaminated samples, with high precision and without altering the evidence. However, its implementation faces
challenges such as fluorescence interference, the need for robust databases and the cost of portable equipment.
Comparison with traditional methods showed that, although the latter are more accessible and faster, they are less
specific and tend to degrade samples. The integration of Raman with artificial intelligence and portable technologies
represents the future in forensic blood detection, reinforcing the chain of custody and the reliability of findings in
the judicial environment.

Keywords: Forensic identification, spectroscopic analysis, crime scene, applied vibrational techniques,
presumptive evidence, biological evidence.

HIGHLIGHTS

La espectroscopia Raman permite la identificacion especifica y no destructiva de sangre humana en escenas del
crimen, preservando la evidencia para posteriores andlisis genéticos y judiciales.

La combinacién de espectroscopia Raman con inteligencia artificial mejora la clasificacién automatica de muestras
de sangre, incluso en condiciones ambientales adversas y en presencia de contaminantes.



La espectroscopia Raman supera las limitaciones de métodos tradicionales como luminol y Kastle-Meyer,
reduciendo falsos positivos y aumentando la confiabilidad de los hallazgos forenses.

1. INTRODUCCION

Las investigaciones forenses dependen de la identificacion oportuna y precisa de la sangre en las escenas del
crimen, ya que su presencia puede proporcionar informacion crucial para esclarecer los hechos (Wilde, 2018)
(Butler, 2014). Los primeros pasos del analisis de patrones de manchas de sangre se dieron en Europa en 1850.
Uno de los mas importantes estudios cientificos de patrones de manchas de sangre fue titulado “Conociendo el
origen, forma, direccién y distribucion de manchas de sangre causadas por lesiones confusas en la cabeza” se
refirié detalladamente al andlisis de las manchas de sangre indicando que su analisis y coleccién eran de vital
importancia en la investigacion criminal (Gutiérrez, 2018). Del mismo modo, la Organization of Scienctific Area
Committees (2022) expone que la propuesta del analisis de patrones de manchas de sangre constituye un
subcomité en la interpretacion de patrones fisicos necesarios para la interpretacibn de pruebas forense
(Asociacion Internacional de Analistas de Patrones de Manchas de Sangre) (Paul Jones et al., 2022) (Home et al.,
2022). Por tanto, la sangre contiene material genético invaluable que permite identificar a las victimas y a los
sospechosos con gran certeza (Gutiérrez, 2018).

Actualmente, aunque existe una amplia documentacion sobre la evolucion histérica de la medicina legal o forense,
los avances en el analisis de fluidos bioldgicos han sido mas limitados en comparaciéon con otras areas,
especialmente en cuanto a técnicas no destructivas y de alta especificidad aplicadas en campo (Duarte &
Oldemary, 2022). En el siglo actual, el estudio genético, ha permitido mejorar la capacidad de resolucion respecto
a la proporcionada por los métodos clasicos forenses, basados en los grupos proteicos de los fluidos corporales
(Carratto et al., 2022) (Kalife et al., 2019) (Marquez & Caballero, 2019) Especialmente la sangre en un contexto
forense y médico legal, la sangre juega un papel principal en nuestro cuerpo, ya que es la encargada de transportar
sustancias y materiales a cada una de las células, érganos y tejidos de nuestro cuerpo, regula la temperatura y el
equilibrio del pH, aproximadamente comprende el 7-8% de nuestro peso total (Figueroa et al., 2022). Técnicas
como la espectroscopia vibracional Raman son de gran ayuda para el andlisis y caracterizacion de muestras de
sangre o glébulos rojos sin interrumpir su actividad biologica.

Sin embargo, para asegurar la confiabilidad de estos resultados, es fundamental aplicar técnicas adecuadas de
recuperacién, preservacion y analisis de muestras sanguineas, garantizando que su integridad no se vea
comprometida y que puedan ser utilizadas como evidencia cientifica en casos criminales (Virkler & Lednev, 2008)
(Hegde et al, 2025). No obstante, muchos de los métodos forenses empleados actualmente para detectar sangre
presentan limitaciones, como las pruebas presuntivas basadas en reacciones quimicas, las cuales pueden ser
destructivas con la muestra y pueden requerir de reactivos quimicos de uso limitado o generar resultados poco
fiables como falsos positivos en situaciones donde las muestras se encuentran degradadas o contaminadas (Vyas
et al., 2020) (Céspedes et al., 2021).

Debido a dichas limitaciones, se han explorado técnicas analiticas més avanzadas que permitan una identificacion
mas precisa y confiable. Entre ellas, la espectroscopia Raman, una técnica que permite obtener informacion
estructural de los compuestos presentes en una muestra sin requerir contacto directo ni comprometer la integridad
de la evidencia (Almehmadi & Lednev, 2024). Esta técnica se basa en los fenédmenos de dispersion inelastica de
la luz, en la cual un haz de radiacion monocromatica, generalmente proveniente de un laser de luz visible,
interactta con las moléculas de la muestra. Durante este proceso, la mayor parte de la luz incidente se dispersa
elasticamente (dispersion de Rayleigh), pero una pequefia fraccion experimenta cambios en su energia debido a
la excitacion de vibraciones moleculares, lo que genera un espectro Unico de desplazamientos de frecuencia
conocidos como desplazamientos de Raman. Estos desplazamientos dependen de la estructura quimica de los
compuestos presentes en la muestra y permiten obtener una "huella molecular" caracteristica de cada sustancia
(Smith & Dent, 2019).



Gracias a esta capacidad de deteccibn molecular altamente especifica, esta técnica ha demostrado ser
particularmente Util en la identificacion de sangre humana en el ambito forense. Su aplicacion se basa en la
deteccion de biomoléculas especificas presentes en la hemoglobina y otros componentes sanguineos. La
hemoglobina es el principal constituyente de los globulos rojos y presenta bandas de dispersibn Raman
caracteristicas debido a su estructura molecular y a la presencia del grupo hemo, que contiene hierro. Estas
sefiales espectrales permiten diferenciar la sangre humana de otras sustancias y fluidos bioldgicos (Reese et al.,
2021) (George et al., 2022).

En este contexto, la espectroscopia Raman surge como una técnica prometedora para la identificacion de sangre
en escenas del crimen, gracias a sus multiples ventajas en comparacién con otros métodos tradicionales, lo cual
la convierte en una posible herramienta de apoyo muy valiosa en el sistema de derecho y justicia (Chauhan &
Sharma, 2023). Su caracter no destructivo permite el analisis de muestras sin alterar su composicién quimica, lo
que resulta fundamental cuando se requiere preservar la evidencia para posteriores estudios forenses o pruebas
judiciales (Muro et al., 2016) (Khandasammy et al., 2018). Ademas, su capacidad para proporcionar resultados
rapidos y en tiempo real la convierte en una herramienta valiosa para los investigadores, ya que puede facilitar la
toma de decisiones en el lugar de los hechos sin necesidad de realizar pruebas invasivas o trasladar muestras a
un laboratorio (Bentolila et al., 2017) (Wang et al., 2022).

Otra de las ventajas de esta técnica es su capacidad para analizar muestras deterioradas o contaminadas, lo que
la hace especialmente Util en escenarios donde la muestra de sangre ha sido expuesta a condiciones ambientales
adversas, como altas temperaturas, humedad, degradacion biolégica o intentos de limpieza (Rosenblatt et al.,
2019). Establecer el intervalo post mortem, asi como identificar materiales relacionados con los hechos y ubicar
su origen son actividades clave en la investigacion del delito (Sosa & Suzuri, 2019). A diferencia de otras técnicas,
la espectroscopia Raman puede detectar componentes especificos de la hemoglobina incluso en estados
avanzados de descomposicion, lo que amplia las posibilidades de recuperacion de evidencia (Boyd et al., 2011).
Por otro lado, esta técnica ofrece una alta especificidad para la deteccion de sangre humana, permitiendo
diferenciarla de otros fluidos biolégicos como sangre animal 0 sustancias con caracteristicas quimicas similares
(McLaughlin et al., 2014). Esto es crucial en la investigacion criminal, ya que reduce el riesgo de falsos positivos
y contribuye a la precisién en la interpretacion de la evidencia (Fujihara et al., 2017) (Kistenev et al., 2023).

Sin embargo, aunque existen estudios dispersos que han reportado resultados alentadores, todavia no se cuenta
con una sintesis exhaustiva actualizada que evalle de manera sistematica las aplicaciones de la espectroscopia
Raman, sus ventajas en comparacion con métodos convencionales y las limitaciones que enfrentan los peritos
forenses al implementarla en la practica. Por tanto, la presente investigacion, permite aportar una vision integrada
dentro del campo de las ciencias forenses, las cuales orienten a las futuras lineas de investigacion y fomente la
adopcién de esta tecnologia en el ambito forense, evaluando las aplicaciones de la espectroscopia Raman en la
identificacién no destructiva de sangre en escenas del crimen. Del mismo modo, los resultados encontrados,
podran impulsar el desarrollo de nuevas metodologias que faciliten la integracién de la técnica Raman, en los
protocolos forenses de rutina con el objetivo de aumentar la capacidad en deteccion de otros fluidos biolégicos,
ampliando su utilidad en el ambito criminalistico y contribuyendo a la modernizacién de las técnicas forenses.

2. METODOLOGIA

Estrategia de busqueda

Se llevdé a cabo una busqueda bibliografica exhaustiva de estudios relacionados con la aplicacion de la
espectroscopia Raman para la identificacién no destructiva de sangre en escenas del crimen, publicados entre
2014 y 2025. Para ello, se consultaron las siguientes bases de datos: Scopus, Taylor & Francis, ScienceDirect,

Web of Science y Springer, ademas de Google Scholar para literatura gris.

Se definieron palabras clave en inglés, acordes con los lineamientos forenses y la técnica de espectroscopia
Raman, tales como:

“Raman spectroscopy”
“blood detection”



“forensic”

“blood identification”
“non-destructive testing”
“blood analysis"

“Raman scattering”
“pblood”

“Vibrational spectroscopy”
"Kastle-Meyer test"
“Luminol test”
“presumptive test”

Para mejorar la recuperacion de informacién, también se probaron combinaciones de dichos términos con
operadores booleanos (“AND”, “OR”) y se ajustaron las ecuaciones de busqueda de acuerdo con las
caracteristicas de cada base de datos.

Criterios de Inclusién y Exclusion
Criterios de inclusién:

o Articulos originales enfocados en la implementacion de diferentes técnicas como la espectroscopia de
Raman y técnicas tradicionales en la identificacién de sangre.

o Estudios publicados en inglés o espafiol, con texto completo disponible.

o Investigaciones que reporten resultados cuantitativos o cualitativos sobre la eficacia, sensibilidad,
especificidad o limitaciones de la espectroscopia Raman y diferentes técnicas para la deteccién de sangre.

o Publicaciones entre 2014 y 2025.

Criterios de exclusion:

x  Revisiones sisteméticas, metaandlisis, tesis, resimenes de congresos o documentos sin datos empiricos
originales.

x  Estudios el cual su objetivo principal no sea la deteccion de sangre (o fluidos biolégicos) en un contexto
forense.
Articulos duplicados o que no estén disponibles en texto completo.
Publicaciones en idiomas distintos al inglés o espafiol.

Proceso de Seleccién de Estudios

Identificacion

Se realizaron las blsquedas en las bases de datos mencionadas (Scopus, Taylor & Francis, ScienceDirect, Web
of Science, Springer y Google Scholar). Para facilitar el proceso, se exportaron las referencias y resultados en
formatos compatibles con gestores bibliograficos.

Cribado

Se eliminaron los articulos duplicados utilizando Rayyan (o un software de gestion bibliografica equivalente).
Se revisaron los titulos y resiimenes para determinar la relevancia de cada estudio, tomando como base los
criterios de inclusion y exclusion.

Elegibilidad
Se procedi6 a la lectura a texto completo de los articulos preseleccionados, excluyendo los que no cumplieran con

los criterios establecidos (por ejemplo, estudios que solo mencionan la espectroscopia Raman de forma tangencial
sin aplicar la técnica de manera forense).



Extraccion de Datos

Para organizar la informacion, se disefié una hoja de extraccion en Microsoft Excel, en donde se registraron las
siguientes variables:

- Detalles bibliograficos

- Autores y afio de publicacion.

- Aspectos metodol6gicos

- Tipo de muestra (sangre humana, fluidos corporales mixtos, simulaciones de laboratorio, etc.).
- Especificacion de la técnica Raman (Raman convencional, SERS, stand-off Raman, etc.).

Resultados principales

- Técnica utilizada

- Tiempo de andlisis

- Ventajas identificadas en la técnica

- Limitaciones identificadas en la técnica (interferencias, contaminaciones, etc.).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.  ANALISIS DE INFORMACION Y PRESENTACION DE RESULTADOS

Para la busqueda se encontré un total de 3.037 articulos encontrados usando los criterios de exclusion e inclusion
como fecha, tipo de articulo e idioma, y utilizando las diferentes palabras claves en las diferentes bases de datos
como se muestra en la Tabla 1, se seleccionaron 1.984 articulos por titulo y resumen, en donde se eliminaron
1.656 articulos que se encontraban duplicados por medio del software Rayyan, dando un final de 328 articulos.
Aplicando los demas criterios de exclusién o inclusién, se obtuvo 107 articulos para evaluar el texto completo, de
los cuales 48 fueron seleccionados para agregar a esta revision (Fig. 1).

Numero de estudios identificados

= mediante la busqueda en base de datos

3 (n=3.037)

) Web of Side (n = 139)

E Scient Direct {n = 535)

5 Scopus (n = 154)

A Tylor & Francis (n = 80)

Springer (n = 2.129)
Registros incluidos por titulo y resumen
(n=1.984)

;E Registros duplicados excluidos

g (n=1.656)

o

@

Registros incluidos al eliminar duplicados Registros excluidos de acuerdo a criterios de inclusion y
(n=328) exclusion
s (n=142)
Revisiones sistematicas metaanalisis, tesis, resimenes de

[ congresos o documentos sin datos empiricos originales.

T (n=76)

= Registros evaluados para la elegibilidad Publicaciones en idiomas distintos al inglés o espafiol

3 de texto completo (n=3)

g’ (n=107)

w
— Registros excluidos por texto completo
S (n=159)

S

5 Registros incluidos en el documento

£ (n=48)

Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA sobre el proceso de seleccién de los diferentes estudios



Tabla 1. Ndmero de publicaciones encontradas en las diferentes bases de datos utilizadas.
PALABRAS CLAVES Web of Side | Scient Direct Scopus Tylor & Francis | Springer

(“Raman spectroscopy”)
AND (Forensic) AND (Blood 96 334 50 69 254
OR “Blood detection”)

(“Raman spectroscopy” OR
“Raman scattering”) AND
(‘Blood analysis” OR “Blood 36 132 95 o 1.502
identification”)

(“Vibrational spectroscopy”
OR “Raman spectroscopy”)
AND (Forensic ) AND (“Blood 4 29 7 2 248
analysis” OR “Blood
identification”)

(“Raman spectroscopy”)
AND (“Blood analysis” OR
“Blood identification”) AND 0 11 1 0 113

(Forensic) AND (“non-
destructive”)

("Raman spectroscopy")
AND ("Kastle-Meyer test" OR
“Luminol test" OR 3 29 1 0 12
"presumptive test") AND
(blood ) AND (Forensic)

Total 3.037

De acuerdo con latabla 1, se evidencia que existe un amplio margen de especificidad de los resultados obtenidos,
tomando en consideracion las diferentes muestras y/o técnicas convencionales o no convencionales por lo que la
técnica por espectroscopia Raman es una técnica analitica poderosa utilizada para estudiar las propiedades
moleculares de diferentes materiales. Permitiendo asi, la comprobacion de fluidos presentes en muestras con
potencial de ser insuficientes o descartables especialmente en torno a las escenas de un crimen. Eventualmente,
la técnica a través de la dispersion de la luz, incide sobre una muestra, con capacidad de dispersion de manera
inelastica, proporcionando una vibraciébn de fotones; basado en este principio, expone como resultado las
vibraciones similares a la muestra estudiada, de relevancia dentro de la investigacién el comportamiento de la
sangre.

A continuacion, en la Tabla 2, se presentan los estudios seleccionados en esta revision sistematica que analizaron
la aplicacién de diferentes modalidades de espectroscopia Raman para la identificacién no destructiva de sangre,
diferentes técnicas actuales y métodos tradicionales. También se muestra en la Figura 2 la distribucién porcentual
de las modalidades de espectroscopia Raman utilizadas, destacdndose el predominio del Raman convencional,
seguido de enfoques portatiles y mejorados por superficie (SERS), lo cual evidencia la diversidad de estrategias
espectroscoépicas aplicadas en el ambito forense.



Tabla 2. Estudios seleccionados sobre técnicas de deteccidn de sangre, incluyendo espectroscopia Raman y métodos tradicionales.
< TECNICA " LIMITE DE
AUTOR ANO | TIPO DE MUESTRA UTILIZADA TIEMPO DE ANALISIS DETECCION VENTAJAS LIMITACIONES
Demuestra que ADN
nuclear todavia puede | No evalla la deteccion
recuperarse tras visual de sangre (solo
Andlisis de Recuperacién y exposicién ambiental | recuperacion de ADN).
(Russell & . : extraccion de ADN: 4-6 o hasta 28 dias.
2025 Sangre humana persistencia de T No especifica .
Amankwaa, 2025) ADN horas; analisis completo Factores ambientales
de PCR hasta 24 horas. Simula condiciones aceleran degradacién
de escena de crimen en suelos arenosos
realistas en mas que en algodon.
ambientes exteriores.
No se evalla en
términos de Clasificacion 100 %
concentracién; el | sangre humana vs 18 | Método sensible a ruido
Manchas secas de ) método clasifica especies animales. espectral.
. . ~1 s por espectro; )
(Dickler et al., sangre humanay de | Espectroscopia . . siempre que el
2024 . célculo de larazény . .
2024) 18 especies Raman . espectro contenga Algoritmo No evalua
: decision < 0,1 s. . SV .
animales picos de extremadamente envejecimiento ni
hemoglobina con | simple basado en dos | variabilidad ambiental.
S/N aceptable (= > picos espectrales.
5)
. Solo un rango de
Acierto exgerno del 90 temperatura/humedad
0. ;
(H. Wang et al 120 manchas_ de o 3 ambiental evaluado.
' " 2024 sangre periférica 'y ATR-FTIR 6 s de adquisicion No especifica .
2024) o Distingue sangre . .
menstrual en vidrio S Se requiere disolver
periférica y menstrual i
parcialmente la mancha
hasta 6 semanas. e
para andlisis.
. Modelos Procesos de medicion
independientes para S p
SR largos (multiples dias
superficies rigidas y T
(Mengual-Pujante 960 manchas de 6 s/espectro; modelado = . no rigidas de adquisicion).
2024 sangre en ocho ATR-FTIR 1 ”’“n No especifica ’
' Necesita equipamiento

et al., 2024)

superficies

Excelente ajuste
estadistico (RPD > 3;

de FTIR de laboratorio,

R2 > 0.90).

no portatil.




(Seki et al., 2024)

2024

Manchas de sangre

Colorimetria
espectrofotométric
a

<1 min por mancha
(disolucion 1 %, lectura
colorimétrica).

No aplica (método
de datacién, no
deteccion).

Sistema econémico y

portatil para estimar el

tiempo de deposito de

manchas (1 dia de
error).

Funciona bajo
distintas iluminancias
y temperaturas (0-10

000 lux, 10-40 °C).

Método destructivo:
requiere disolver la
mancha para analisis.

Solo mide parametros
de color, no
composicion molecular
especifica.

(Weber et al.,
2024)

2024

Manchas de sangre
menstrual frescas

Raman

<10 min por mancha
(mapeo).

N/A (datacién).

Primer modelo
especifico para el
envejecimiento de

sangre
menstrual.<br>- Error
de prediccion RMSE
= 2 horas durante el
primer dia.

Base de datos inicial
limitada a 4
donantes.<br>- Las
condiciones de
humedad relativa no
fueron variadas durante
la validacion.

(Jaremko et al.,
2024)

2024

Sangre humana

Sensibilidad de
Kastle-Meyer (KM)
y Leucomalachite

Green (LMG)

~5 minutos tras
aplicacién de reactivo y
observacion de
coloracién.

Sangre diluida hasta
1:5000 en tela;
menor en ceramica
tras limpieza.

Ambos tests (KM y
LMG) detectan
sangre hasta
diluciones de 1:5000
en telas.

Permite prueba
directa en hisopos,
simulando
condiciones reales de
caso forense.

LMG mostro falsos
positivos en presencia
de lejia.

Deteccion variable en
superficies limpiadas
(particularmente en
ceramica).

(Bardan et al.,
2024)

2024

Sangre humana
fresca

HemaTrace®
inmunocromatogra
fica modificada
para hemoglobina
humana.

~10 minutos por prueba
(tiempo de migracion
estandar de test
inmunocromatografico).

Mejorado respecto a
versiones
anteriores, detecta
hasta diluciones 2.4

veces mas bajas.

Nueva version de las
tarjetas mostro ser
2.4 veces mas
sensible que la
anterior.

Permite una
identificacion mas

confiable de
pequefias cantidades

de sangre.

Mayor susceptibilidad
al efecto hook a altas
concentraciones de
sangre.

Se requiere
reevaluacion de
posibles reacciones
cruzadas con otros
fluidos.




(Kistenev et al.,
2023)

2023

Trazas de sangre
seca sobre plastico,
ceramica, papel y
polvo ambiental.

Raman

5-10 s de adquisicion;
post-procesado
algoritmico 2-3 s

No especifica

Elimina interferencias
del sustrato sin
necesidad de extraer
la muestra.

Reduccion de falsos
positivos en escenas
contaminadas

Requiere espectros de
referencia limpios en
aluminio.

Algoritmos de
procesamiento
complejos para
interpretacion.

(Zhang et al.,
2023)

2023

Sangre humana,
bovina y porcina

Raman

1 min por espectro.

No espeficia

Modelos altamente
predictivos (R2 > 0.98)
para multiples
condiciones
ambientales (11
combinaciones de
temperatura y
humedad).

Identifica claramente
cambios clave en
hemoglobina
(disminucién oxyHb,
aumento hemicromo)
durante el
envejecimiento.

Cada ambiente
(combinacién de Ty
HR) requiere su
calibracion especifica
para maxima precision.

Estudio realizado solo
con tres especies
(humano, bovino y

porcino); falta extension
a mas especies o
contextos forenses
complejos.

(Vajpayee et al.,
2023)

2023

Sangre humana
seca envejecida

Raman

~15 segundos por
espectro; analisis
deconvolutivo en 1-2
minutos.

No especifica

Identificacion precisa
de cambios
estructurales en
hemoglobina durante
envejecimiento.

Célculo de indices de
envejecimiento
Raman (pico
1224/1355 cm™).

Solo sangre en vidrio;
no validado en textiles
u otros sustratos
comunes.

Escasa consideracion
de humedad ambiental
en los experimentos.

(G. Wang et al.,
2022)

2022

Manchas de sangre
humana, bovina y
ovina en algodén y
servilletas

ATR-FTIR

8 s por espectro x 3
réplicas

No especifica

Analisis rapido sin
necesidad de extraer
la muestra.

Alta sensibilidad y
especificidad en
algodén y servilletas.

No se estudi6 el efecto
de la humedad
ambiente.

Requiere presion
adecuada de la sonda
ATR.




(P. Wang et al.,
2022)

2022

Sangre fresca

SERS (Surface-
Enhanced Raman
Spectroscopy)

0,5 s/exposicién;
inferencia CNN 3-5 ms.

No especifica

Espectrometro
compacto y portatil,
resolucién mejorada.

Acierto en
clasificacién > 94 %,
incluso con especies

Requiere uso de
nanoparticulas de plata
0 de oro para SERS.

Modelo entrenado
principalmente en
sangre liquida, no en

(Nichols et al.,
2022)

2022

Sangre humana
fresca y envejecida

Raman

~10 segundos por
espectro + modelado en
menos de 1 minuto.

No especifia

cercanas.
Prediccién precisa del
tiempo de deposicion
(TSD) con R2> 0.90.

Técnica no
destructiva, portatil y
rapida para
estimacion de
antigliedad de
manchas.

manchas secas.
Validacién limitada a
sangre fresca en
condiciones
controladas de
laboratorio (25 °C, HR
40 %).

Precisién disminuye
tras 5 dias de

(Matheson et al.,
2022)

2022

Sangre humanay de
12 especies
animales

Raman portatil

5-10 segundos por
espectro + inferencia
inmediata (<1 s).

No especifica

Algoritmos SVM
permiten clasificacion
inmediata y alta
precision (>95 %).

Analisis directo sin
necesidad de
preparacion previa ni
destruccion de la
evidencia.

envejecimiento.
Rendimiento disminuye
en muestras muy
contaminadas o
envejecidas mas de 7
dias.

Algoritmos requieren
ser reentrenados si se
usa diferente equipo o

(Verma, 2022)

2022

Sangre humanay
varias sustancias
similares (6xido de
hierro, zumo de
remolacha, pintura
roja) sobre vidrio y
algodon.

Raman portatil

5-10 segundos por
espectro; clasificacién
instantanea (<1
segundo).

No especifica

Discrimina sangre
real frente a
imitadores visuales
comunes con alta
precision (>95 %).

Método no destructivo

condiciones.
Clasificacion afectada
si la sangre esta

mezclada con
contaminantes externos
fuertes.

Dependencia de

; librerias espectrales
aplicable
. completas para
directamente en la ) L
identificacion
escena. .
automética.




(Tsai et al., 2022)

2022

Sangre humana
seca y envejecida

Raman

~5 segundos por
espectro + inferencia en
~1 segundo.

No especifica

Transfer Learning
mejora la precision de
clasificacién en
conjuntos de datos
pequefios.

Permite la
identificacién de
sangre con alta
precision incluso

sobre fondos textiles
complejos.

Dependencia de bases
de datos bien curadas
para entrenamiento
inicial.

Clasificacién menos
precisa en muestras
altamente fluorescentes
0 contaminadas.

(Reese et al.,
2021)

2021

Sangre humana
periférica y sangre
animal (7 especies)

SERS (Surface-
Enhanced Raman
Scattering)

~5 min (1 min extraccion,
<4 min adquisicion
espectral).

Manchas diluidas
107® (v/v) con sefial-
a-ruido =3.

Deteccion sensible y
especifica de sangre
humana vs sangre
animal.

El método elimina
interferencias del
sustrato gracias a
hisopado quimico
selectivo.

Requiere preparacion
de nanoparticulas de
oro y extraccion
guimica controlada.

Aplicacion menos
directa en escenarios
de alta contaminacion

ambiental.

(Weber et al.,
2021)

2021

Sangre periférica 'y
menstrual

Fluorescencia

Segundos por lectura.

Equivalente a
dilucion 1:104 para
NADH.

Permite seqguir las
cinéticas especificas
de degradacién de
moléculas enddgenas
en sangre.

Técnica no
destructiva, rapida y
aplicable en
laboratorio de
fluorescencia.

Util solo en las
primeras 24 horas tras
la deposicion de la
mancha.

Requiere
espectrometro de
fluorescencia de estado
estacionario
especializado.

(Indalecio-
Céspedes et al.,
2021)

2021

Sangre humana
fresca y envejecida
sobre diversas
superficies (azulejos,
alfombra, madera,
textiles).

Luminol y fuentes
de luz alternativa
(ALS)

~5 minutos por area de
busqueda.

No especifica

Luminol demostré ser

mas sensible que las

fuentes de luz forense
tradicionales.

Detecta manchas de
sangre oculta en
condiciones reales de
escena (pintura,

Alta tasa de falsos
positivos con hipoclorito
de sodio (lejia).

ALS muestra baja
sensibilidad para
sangre envejecida.




productos de
limpieza).

(Casali et al.,
2020)

2020

Diluciones de sangre

animal (1:4 — 1:65

536) depositadas en

filtros, algodon y
vidrio.

Kastle—-Meyer
(KM) y Hemastix
(HX)

10-15 s hasta aparicion

del color + < 1 min para

confirmar visualmente;
manipulacion previa
practicamente nula.

Se define como la
mayor dilucién que
aun produce un
viraje cromatico
inequivoco. KM: 1 :
16 384 (ensayo
directo). HX: 1: 64
(ensayo por frotado
sobre superficie
porosa).

Hemastix permite
usar el mismo hisopo
para analisis de ADN.

Mayor sensibilidad
para manchas en
sustratos porosos.

Define protocolo
comparativo estandar
entre tests.

Hemastix produce
falsos positivos
frecuentes (alimentos,
Oxidos).

KM-direct puede inhibir
la PCR a altas
diluciones.

Solo se evalua sangre
animal, no sangre
humana.

(Kumar et al.,
2020)

2020

Sangre humana

ATR-FTIR

8 s por espectro;
procesado estadistico <
1 min.

No especifica

Permite estimar la
edad de las manchas
con error £3—4 dias.

Primer estudio
comparativo entre
tres modelos
matematicos.

Solo se estudié a 25 °C
(sin variacion de
humedad).

Pequefio nimero de
muestras (n =5
donantes)

(Menzyk et al.,
2020)

2020

Sangre humana

Raman

30 s de rotacion continua
para un espectro
promedio; analisis 2 s.

No especifica

Evita dafios por laser
al mover
constantemente la
muestra.

Mejora la separacién
temporal (TSD) en
sangre envejecida

Necesita construccion
especial de plataforma
giratoria.

Estudio limitado a 21
dias de envejecimiento.

(Vyas et al., 2020)

2020

Sangre humana
seca depositada en
vidrio, tela y madera.

Raman
convencional y
Raman mejorado
por superficie
(SERS)

~5-10 segundos por
espectro.

Sangre diluida hasta
1:10 000 (SERS);
minimo volumen de
deteccion ~0.1 pL.

SERS aumenta la
sensibilidad de
Raman hasta 10*
veces, permitiendo
deteccién de trazas
muy pequefas.

Discriminacién de
sangre en superficies
absorbentes como

Variabilidad alta en la
respuesta de SERS
debido a la
heterogeneidad de los
sustratos metalicos.

SERS requiere
preparacion previa del
sustrato con
nanoparticulas.

algodén o madera.




Permite discriminar
sangre real de
interferentes (6xidos,
pinturas) incluso en

La clasificaciéon
depende de la calidad
del preprocesado

' Sangre humana ~20 segun'dlos por 3 superficies espectral.
(Saito et al., 2020) | 2020 I Raman espectro; clasificacién en No especifia heterogéneas.
fresca y envejecida .
~5 segundos. Requiere bases de
No requiere datos espectrales
pretratamiento ni especificas para cada
extraccion quimica de tipo de sustrato.
la muestra.
Identifica
presencia/ausencia | Estudio preliminar con
! 2019) v 2019 donantes infantiles (laser 632,8 nm) 10 espectros x 10 s No especifica ' grupo.
(<1a)yb5adultos | de alta resolucion P S
Técnica no Falta validacion externa
destructiva y de alta amplia.
resolucién espacial.
Més del 97 % de Necesidad de grandes
Raman + CNN precisién en bases de datos para
. 0,5 -1 s por espectro; clasificacién ciega. entrenamiento.
(Huang et al., Sangre de 20 (Convolutional . . -
2019 : inferencia de la CNN = 5 No especifica
2019) especies Neural Network)
1-D ms. Red neuronal robusta No probado en
' frente a ruido espectros de muestras
espectral. contaminadas.
Clasifica sangre
frente a 24 tipos de Entrenamiento inicial
interferentes del modelo requiere
ambientales sin falsos | librerias espectrales
iti 0,
(Rosenblatt et al., Sangre periférica 30 s por espectro; <10 N/A estudio positivos (>70 % muy extensas.
2019 Raman . o certeza).
2019) seca min con pre-procesado. cualitativo e .
Clasificacion sensible a
Fortalece la variaciones sutiles en

especificidad del
Raman en campo
forense real.

condiciones de
medicion.




Se requiere series
espectrales largas bajo

S condiciones
Establece un indice ;
A controladas (dias o
(Takamura et al., Manchas de sangre . o de envejecimiento de
2019 Raman ~1 min por espectro. No especifica X : semanas).
2019) humana sangre independiente
de la temperatura. El modelo estéa validado
solo para superficies
plésticas.
RSID-Blood qemostro TMB, Bluestar y
ser robusto incluso
. Hematrace fallaron tras
después del lavado o
. exposicién a
TMB, Luminol, . con percarbonato.
~5 minutos por prueba detergentes con
(Howard et al., Sangre humana Bluestar Magnum, o : .
2019 guimica, dependiendo No especifica : percarbonato.
2019) seca Hematrace, RSID- . Luminol retuvo
del reactivo usado. o :
Blood sensibilidad parcial, .
: Riesgo de falsos
dependiendo de la : o
negativos significativos
temperatura de en evidencia lavada
lavado. '
. Evaluado solo en seis
Sangre de 49 No especifica; se a 'g‘g;" SZ:S'ebéli'f?gga d especies animales.
(Doty & Lednev donantes humanos y 30 s de adquisicion por requiere sefal clara ' y(o 9‘)3)
é018b) ' 2018 | 129 animales de 16 Raman uqnto P de hemoglobina R No considera
especies; manchas P (picos 1 550-1 640 Sy envejecimiento de las
_ AUC de validacion -
secas cm™), muestras ni diferentes
cruzada ~0.99. .
superficies.
Tamafio de muestra
Sangre de recién Permite estimar grupo pequefio (n =3
nacidos, . etario de la sangre. grupos).
(Doty & Ledneyv, 2018 |adolescentes (11-13 Raman 10 acumulaciones de No especifica

2018a)

a) y adultos (43—-68
a); gotas secas.

10s

Alta sensibilidad y
especificidad (= 0.96).

Requiere mdultiples
espectros (~50) para
buena clasificacion.




Medicién objetiva de
la intensidad de Estudio realizado solo
Sefial > basal en luminiscencia (RLU) con sangre de oveja
. . Primer pico a los = 8 s; dilucion 1 : 1 000 cada 4 segundos. (no humana).
(Polacco et al., Sangre ovina fresca | Luminol (Weber) + o o
2018 - semivida luminica 12-25 | 000 (0,1 pL en 100 . . .
2018) y seca luminémetro i ) . : Permite construir Luminol degrada la
s; curva completa 3 min | mL) bajo oscuridad oI
controlada curvas d.e » mue§trq, |mp|c!|gndo
' degradacion cinética analisis genético
para diferentes posterior
diluciones.
Revision exhaustiva Muchas técnicas
de estrategias revisadas aln no
emergentes para la | validadas plenamente
Raman deteccion de sangre en condiciones de
(Khagldazsg{%Ty et 2018 Sangre humana (g%nggn%%rlil, Varlabeli ;eegzg 6;tecnlca No especifica no destructiva. campo.
Raman, SORS) Destaca el potencial | La reproducibilidad de
de Raman-SERS SERS depende de la
para analizar fluidos a | calidad y estabilidad de
nivel de trazas. los sustratos metalicos.
Permite la deteccion duccion sianificati
de manchas invisibles Re uccion significativa
Sanare humana No reportado tras lavados de luminiscencia en
secag depositada cuantitativamente; arciales superficies tratadas con
(Brenzini & POSIt: : Aplicacion y lectura en evaluacion P ' pintura solvente o lejia.
2018 sobre ceramica, Luminol : o
Pathak, 2018) . menos de 5 minutos. cualitativa de . P
pintada . . Diferencia eficacia de .
. luminiscencia . S No preserva ADN ni
posteriormente . métodos de limpieza L
residual. . . composicién
(agua, jabon, lejia, bioquimi -
ioguimica original.
solventes).
Se define como la Cpntrola tlemp_o Y El luminol destruye la
dilucién cuya vanables_, o_le emision muestra.
. 15 s de pulverizacion + | intensidad luminica de luminiscencia.
(Cassidy et al Manchas latentes de
201)/7) " 2017 sanare humana Luminol 60 s de filmacion; es = 3x desviacion Define Solo se evalla en
g procesado digital < 1 min | estandar del ruido e algodon y con un solo
estadisticamente el : L
de fondo. Valor limite de d . tipo de formulacién de
medio ~1 : 200 000. | M de deteccion luminol
' ' (~1:200 000). '




1 célula roja — 5000

Limite de deteccién
extremo: un solo

Necesidad de
microscopia Raman de

Eritrocitos x menos volumen glébulo rojo (~10 fg alta precision.
(Muro & Lednev, 2017 |individuales aislados Microscopia 30 s/exposicion; gue el minimo para Hb).
2017) d Raman prediccion instantanea STR-DNA (= 300 Mapeo espectral
e sangre ) ) e
pL); se corrige por | Clasificacion correcta | extenso para obtener
S/N de sangre periférica a | un espectro promedio
nivel celular fiable.
Permite visualizar
Pulverizado de No dilucional; manchas ocultas bajo | El luminol degrada el
luminol estandar . L evalla visibilidad hasta 3 capas de ADN, comprometiendo
Sangre en panel Brillo maximo a los 5-10 . . ; . X o
(Nagesh & Ghosh, (Weber) + CoT fenotipica bajo pintura. la evidencia genética.
2017 yeso, madera'y . s tras la aplicacion; . T
2017) metal fotografia de visible = 30 s pintura; sefal
guimioluminiscenc B ' desaparece >3 Procedimiento Evaluado solo hasta 50
ia. capas. sencilloy dias de ocultamiento.
reproducible.

Discriminacién Requiere multiples
masculino/femenino puntos de medicion
con 98 % de acierto | para generar modelos

(Sikirzhytskaya et 2017 Man_cha_ls de sangre Raman 20-30 s por punt(_), No especifica usando sangre seca. robustos.
al., 2017) periférica humana mapeo total = 5 min.
Basado en diferencias No evaluado en
sutiles de proteinasy | manchas envejecidas
lipidos. ni contaminadas.
Método tradicional (KM-
Demuestra que el X
. direct) es altamente
reactivo NaOH del .
destructivo para
test KM destruye el
) : muestras forenses
Kastle-Meye-rub; - . . ADN, impactando o
%, Prueba cromética <30 s; | Se recupera perfil . . genéticas.
(Sloots et al., 2017 S hi cuantificacion de . leto h perfiles genéticos.
2017) angre en hisopos extraccion ADN completo hasta 10

ADN (qPCR) y
STR

estandar.

HL 1:100

Propuesta de KM-rub

para preservar ADN

mientras se detecta
sangre.

Evaluaciones limitadas
a sangre diluida 1:100
en hisopos, no en
superficies reales de

crimen.



(Bentolila et al.,

Sangre humana

Espectrofotometri

~2 minutos por huella
(lectura espectral

No cuantificado;
deteccién cualitativa

No destructivo;
permite visualizar
huellas contaminadas
sin necesidad de
guimicos adicionales.

Depende de la correcta

No diferencia sangre
humana de animal.

2017) 2017 depositadaen | "\ vis portatil tura e: on
huellas dactilares inmediata). visible. . i
. L interpretacion del
Método rapido :
. espectro UV-Vis.
aplicable en la escena
del crimen.
Técnica rapida,
portatil y no Solapamiento parcial
destructiva. de espectros en ciertas
especies (ej. perroy
(Fujihara et al., Sangre humanay ~10-20 segundos por 3 _ Discrimina cerdo).
2017 sangre de 10 Raman No especifica eficazmente entre
2017) : : espectro. .
especies animales sangre humanay de Necesidad de
otras especies, entrenamiento
incluso tras estadistico para
envejecimiento interpretar el PCA.
prolongado.
Alta estabilidad
fotoquimica; no Aplicable solo con luz
Sangre humana . X o )
- interfiere con analisis | ultravioleta de 365 nm.
seca en superficies L . - o .
Tincioén ~5 minutos por superficie genético posterior.
(Barros et al., porosas, N o -
2017 ; fluorescente de tras aplicacion y secado No especifica No especifica para
2017) semiporosas y no 7 i "
o7 benzazoles de la tincion. Excelente contraste sangre: puede tefiir
porosas de distintos .- ; .
en superficies residuos proteicos
colores. L
oscuras 'y similares.
multicolores.
Alta especificidad fl Alta sens!bllédag a d
ara distinguir entre uorescencia de fondo
~15 segundos por para d . en textiles y maderas
distintos fluidos
Sangre humana espectrq * o biolégicos secos oscuras.
(Muro et al., 2016) | 2016 Raman procesamiento No especifia '
Necesidad de multiples

seca

multivariado (~30
segundos).

Clasificacioén correcta
de sangre en mas del
95 % de los casos.

espectros para
robustez (>10

espectros por muestra).




Modelo logra AUC de
0.83 en
discriminacién de

Alta variabilidad
intraespecifica
(individual).

(Mistek et al., 2016 Sangre seca Raman 10acum. x 10's =100 s; No especifica grupos raciales
2016) clasificacién < 0,5 s. ' Solo estudia dos
Técnica no grupos étnicos,' limitado
destructiva y rapida. para qulacmnes
mixtas.
Alta sensibilidad para Falsoilp ositivos
detectar sangre p_c013| escon |
Combur3 Test® E extremadamente peroxi n?sas )\(/iedgitta es
(De Vittori et al., 2016 Sangre humana basado en ~2—3 minutos por No especifica diluida. y agentes oxidantes.
2016) tetrametilbencidin muestra. Interferencia potencial
a (TMB) Formato sencillo de en recuperacion de
un solo paso, portable
para uso en campo. ADN en sangre muy
diluida.
Permite identificar Equipos de captura
Dilucién detectable | sangre sobre fondos (LCTE + CMOS) son
HSI-VIS Barrido completo 30 1:512 en papel de color sin contacto COSLOSOS
(Li et al., 2014) 2014 Sangre humana (Hyperspectral longitudes x.0,5 s=15s; blanco'y 1 :_32_en quimico. '
" fresca y seca Imaging en 400- | reconstruccion espectral tela roja; criterio: No logra buena
720 nm) <1 min. relacion sefial- Detecta manchas oA -
sangre > 3xruido. diluidas hasta 1:512 penetracion en tejidos
en papel blanco. gruesos (>20 um.
Alta precisién (99 %) .
en la identificaciéon %Z?gsleer(se bea::stre;edse
. entre humanoy 11 P
(McLaughlin et al Sangre seca de 11 1 slexposicion x 10 especies animales extensas.
" 2014 Raman acum.= 10 s; No especifica '

2014)

especies + humano

clasificacion <1 s

Modelo multinivel
robusto contra
variabilidad individual.

No se analiza el
envejecimiento de la
muestra.




Modalidades de espectroscopia Raman utilizadas

® Raman convencional
® Raman portatil
SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering)

m Microespectroscopia Raman

Figura 2. Distribucién porcentual de las técnicas de espectroscopia Raman aplicadas en estudios forenses de
identificacién de sangre

3.2.1. Estudios de aplicaciones de la espectroscopia Raman en la identificacién de sangre en escenas del
crimen

Los diferentes articulos confirman que la espectroscopia Raman se ha convertido en una herramienta versatil y
cada vez mas robusta para la identificacion, caracterizacidn y contextualizacién de sangre en escenarios forenses
reales. Casali et al. (2020) implementaron la deteccion stand-off a 1064 nm hasta dos metros de la muestra,
minimizando fluorescencia y, sobre todo, evitando el contacto directo con la evidencia; sin embargo, reconocieron
la necesidad de altas potencias laser y de condiciones ambientales estables para mantener la relacién sefial-ruido.
Por otro lado, Dickler et al. (2024) demostraron que el cociente de intensidades entre 1003 cm™ (fenilalanina) y
1341 cm™ (modos proteicos) permite clasificar con el 100 % de acierto la sangre humana frente a la de 18 especies
animales sobre vidrio y algodén, incluso tras siete dias de envejecimiento, aunque los propios autores advierten
que un cociente Unico podria ser vulnerable a variaciones instrumentales y a contaminantes no considerados.

La capacidad de obtener datos adicionales relacionados con el individuo del cual provenia la sangre fue
demostrada por Doty y Lednev (2018a), quienes, con un laser de 785 nm y modelos SVM, discriminaron tres
grupos etarios (recién nacidos, adolescentes y adultos) con sensibilidad y especificidad > 96 %; su hallazgo de
firmas espectrales distintivas de la hemoglobina fetal sugiere que la edad biolégica puede inferirse de forma no
invasiva. En su otro estudio del mismo afio (2018b) estos autores emplearon PLS-DA para separar sangre humana
de seis especies animales habituales en escena (perro, cerdo, vaca, oveja, caballo y pollo), alcanzando
sensibilidad 1, especificidad 0,93 y AUC 0,99, aunque con espectros de < 48 h y sin contaminantes ambientales.
Fujihara et al. (2017) reforzaron el enfoque in situ usando un equipo portatil para diferenciar sangre humana de
10 especies animales tras tres meses de envejecimiento, valiéndose de PCA para separar las firmas
hemoglobinicas aun cuando la oxidacién modificaba ciertos picos; dos afios después, los mismos autores Fujihara
et al. (2019) recurrieron a micro-Raman 632,8 nm y mostraron que la banda de 1105 cm™ (histidina) discrimina
sangre infantil y adulta pese al pequefio n = 5.

La confluencia de Raman con inteligencia artificial ha impulsado la clasificacién automéatica de gran escala: Huang
et al. (2019) integraron redes neuronales convolucionales (CNN-1D) para distinguir sangre de 20 especies con
precision > 97 %, sin preprocesar los espectros; P. Wang et al. (2022) amplificaron la sensibilidad mediante SERS-
Echelle y CNN, identificando sangre de 26 especies préximas filogenéticamente con > 94 % de acierto; y Tsai et
al. (2022) aplicaron transfer learning para adaptar una CNN pre-entrenada a la deteccion de sangre en textiles,
manteniendo precision > 95 % frente a variaciones de color y textura. Kistenev et al. (2023) se centraron en la
limpieza de sefiales contaminadas: la combinacion de RSC y MCR-AD aisl6 espectros de hemoglobina depositada



sobre aluminio, papel o madera, subrayando que la calidad del procesamiento es tan crucial como el hardware.
Rosenblatt et al. (2019), con un modelo Random Forest entrenado sobre > 1200 espectros, confirmaron que el
aprendizaje automatico puede sostener tasas de acierto > 85 % aun mezclando la sangre con tierra, pintura o
residuos organicos, aunque la precision disminuy6 en mezclas muy degradadas.

El envejecimiento de la sangre y su datacién espectroscépica han recibido atencién constante. Nichols et al. (2022)
aplicaron PLS-R a manchas de 0-7 dias y obtuvieron R2 > 0,90 bajo 25 °C y 40 % HR; Vajpayee et al. (2023)
introdujeron un indice 1224/1355 cm™ fiable en las primeras 72 h; Takamura et al (2019) modelaron la cinética de
oxidacion hemoglobinica (1547—1375 cm™) y evidenciaron independencia relativa frente a cambios térmicos
moderados; y Zhang et al. (2023) combinaron SVR y CNN para predecir el tiempo de deposicién en rangos 4—-40
°C y 20-80 % HR con R2 > 0.98, mostrando que cada condicién ambiental requiere su propia calibracion. Por su
parte, Menzyk et al. (2020) recordaron que la degradacion fototérmica inducida por el laser modifica la cinética: su
plataforma rotatoria preserva la muestra y estabiliza las mediciones, aunque sigue sin portabilizarse.

Varias investigaciones abordaron interferentes y falsos positivos. Reese et al. (2021) emplearon SERS-Au para
distinguir sangre de oxidos de hierro, jugo de remolacha o pintura roja; Verma (2022) consiguio > 95 % de precision
sobre algodén y madera tras normalizacion y correccion de fondo; y Vyas et al. (2020) evidenciaron que SERS
multiplica la sensibilidad hasta 10* veces, detectando diluciones 1:10000, aunque el paso destructivo de
nanoparticulas y su escasa reproducibilidad siguen siendo inconvenientes. Matheson et al. (2022) mostraron que
un Raman portatil a 785 nm, asistido por SVM, supera el 95 % de exactitud frente a 12 especies animales en
superficies reales, pero la precisién cae con manchas > 7 dias o cargadas de polvo y detergente. Saito et al. (2020)
afadieron t-SNE a esa estrategia y alcanzaron > 90 % de acierto sobre madera, cemento y textiles contaminados,
destacando la importancia de calibraciones iniciales sélidas.

El potencial de Raman para inferir atributos biolégicos complementarios ha ido mas alla de la edad. Sikirzhytskaya
et al. (2017) lograron predecir el sexo a partir de la sangre analizada mediante una red neuronal genética (GA-
ANN) con una precision superior al 95 %, identificando diferencias en perfiles lipidicos y proteicos. Mistek et al.
(2016) exploraron diferencias raciales entre caucésicos y afroamericanos con SVM (AUC 0,83), aunque con n
pequefio y factores confusores no controlados; Muro y Lednev (2017) llegaron al nivel de eritrocitos individuales,
estableciendo un limite de deteccion ultrabajo util cuando so6lo quedan trazas hematicas; Muro et al. (2016)
ampliaron la diferenciacion a saliva y semen, logrando > 95 % de acierto mediante PLS-DA pese a la fluorescencia
de textiles oscuros. Weber et al. (2024) demostraron que el fluido menstrual envejece con una cinética espectral
distinta a la sangre periférica, exigiendo modelos especificos para delitos sexuales.

Por altimo, varios estudios recalcan los obsticulos ain pendientes. La fluorescencia de los sustratos (Casali et al,
2020) (Verma, 2022), la dependencia de espectros de referencia limpios (Kistenev et al., 2023), la pérdida de
precisién tras una semana de exposicion ambiental (Matheson et al., 2022) y la variabilidad inter-lote de
nanoparticulas metalicas en SERS (Reese et al., 2021) (Vyas et al., 2020) limitan la estandarizacion. Los autores
coinciden en que la miniaturizacion de equipos, la integracién de laseres 785/1064 nm con filtros adaptativos y la
expansion de bases de datos multientorno alimentadas por IA son pasos esenciales para consolidar la aplicacién
rutinaria de Raman.

3.2.2. Principales ventajas y limitaciones asociados con su implementaciéon en el ambito forense para la
identificacién de sangre

Uno de los principales ventajas evidenciadas es la capacidad de identificacién no destructiva, Casali et al. (2020)
lograron detectar sangre a distancia utilizando un sistema stand-off a 1064 nm, evitando el contacto fisico que
podria contaminar o degradar la evidencia, en este estudio, los autores demostraron que, a una distancia de hasta
2 metros, los picos caracteristicos de la hemoglobina, como los correspondientes a los modos vibracionales del
grupo porfirinico (1520 cm™1), podian ser detectados claramente, incluso en superficies como telas o metales; esta
modalidad resalta el valor de Raman en la preservacion de la escena del crimen. Otro aspecto relevante es la alta
especificidad quimica. Dickler et al. (2024) propusieron un método basado en la relacion de intensidades de los
picos a 1003y 1341 cm™, correspondientes a la fenilalanina y estructuras proteicas, respectivamente. Su modelo
no solo logré una clasificacién del 100 % de sangre humana frente a 18 especies animales, sino que, ademas, el
andlisis se aplico tanto a muestras frescas como envejecidas hasta 7 dias, y sobre diferentes sustratos (vidrio y
algoddn), demostrando robustez en condiciones de campo controlado.



Por su parte, Doty y Lednev (2018a) desarrollaron un enfoque pionero utilizando maquinas de vectores soporte
(SVM) para inferir la edad bioldgica a partir de las propiedades espectrales de la sangre seca analizada. Analizaron
muestras de recién nacidos, adolescentes y adultos, logrando una sensibilidad y especificidad superior al 96 %,
gracias a las diferencias detectadas en la composicion espectral de la hemoglobina fetal en los recién nacidos.
Este hallazgo sugiere que Raman puede extraer informacién contextual del donante més alla de la mera presencia
del fluido. Estos mismos autores Doty y Lednev (2018b) y McLaughlin et al. (2014) en relacién a la capacidad de
diferenciacion entre especies, demostraron que modelos basados en PLS-DA permiten separar con precision
espectros de sangre humana frente a los de animales domésticos y de granja, alcanzando areas bajo la curva
(AUC) superiores a 0,99. En ambos estudios, las diferencias quimicas especificas en proteinas hemo y
aminoacidos fueron las principales responsables de la discriminacion espectral.

El envejecimiento de la sangre también ha sido explorado, Fujihara et al. (2017) utilizaron espectroscopia Raman
portatil para distinguir sangre humana de 10 especies animales incluso tras tres meses de envejecimiento,
emplearon PCA para analizar los espectros y detectaron que, aunque algunas bandas asociadas a la hemoglobina
se desplazaban debido a oxidaciones progresivas, la separacién estadistica seguia siendo clara. Ademas, Fujihara
et al. (2019) observaron, mediante micro-Raman 632,8 nm, que la banda de 1105 cm™ (histidina) se expresaba
de manera diferenciada entre sangre infantil y adulta, consolidando el uso de biomarcadores especificos. Una
innovacion critica es la aplicacion de inteligencia artificial para mejorar la clasificacion y prediccién. Huang et al.
(2019) entrenaron redes neuronales convolucionales (CNN) sobre espectros sin preprocesar, logrando una
precision de clasificacién superior al 97 % para sangre de 20 especies. A su vez, P. Wang et al. (2022) integraron
espectroscopia Raman Echelle con SERS y CNN, detectando sangre diluida en matrices ambientales complejas,
manteniendo tasas de identificacion >94 % incluso entre especies filogenéticamente cercanas.

La estimacion del tiempo de deposicion (TSD) ha sido otro avance realizado por Nichols et al. (2022) que aplicaron
regresion PLS a muestras envejecidas de 0 a 7 dias, obteniendo un R? superior a 0,90, apoyados en
biomarcadores oxidativos de hemoglobina. Takamura et al. (2019) modelaron cinéticamente la transformacién de
la hemoglobina (1547 cm™ hacia 1375 cm™), estableciendo curvas reproducibles de envejecimiento.
Complementariamente, Vajpayee et al. (2023) disefiaron un indice espectroscépico (picos 1224/1355 cm™) (til
para datar sangre seca en vidrio en las primeras 72 horas.

A pesar de estos avances, se identifican limitaciones importantes. Un problema recurrente es la fluorescencia de
fondo, especialmente en sustratos como maderas o textiles coloreados (Verma, 2022) (Saito et al., 2020). Aunque
el uso de laseres de 1064 nm Casali et al. (2020) mitiga parcialmente este problema, implica utilizar sistemas mas
costosos y menos manejables en campo. Otro obstaculo es la sensibilidad ambiental. Matheson et al. (2022)
mostraron que la degradacién espectral por exposicion ambiental disminuye la precision de los modelos de
clasificacién tras siete dias. Zhang et al. (2023) establecieron que las variables temperatura y humedad afectan
significativamente la cinética de envejecimiento espectral de la sangre, requiriendo calibraciones especificas para
cada escenario.

La contaminacion superficial representa otra amenaza critica. Rosenblatt et al. (2019) demostraron que, si bien
Random Forest mejora la clasificacion bajo presencia de tierra o pintura, el rendimiento del modelo cae al
mezclarse sangre con materia organica en descomposicion. Reese et al. (2021) abordaron este problema
utilizando SERS, diferenciando sangre de interferentes como 6xido de hierro y jugo de remolacha, pero a costa
de un paso quimico destructivo para la muestra. En términos de portabilidad, aunque equipos compactos como
los usados por Tsai et al. (2022) permiten andlisis rapidos en textiles mediante transfer learning, aln persisten
desafios en autonomia energética y resistencia a la humedad. Igualmente, el uso de nanoparticulas metalicas en
SERS (Vyas et al., 2020) (Reese et al., 2021) aumenta la sensibilidad entre 1000 y 10000 veces, pero afiade
complejidad técnica y riesgos de contaminacién cruzada. Finalmente, existe una carencia de bases de datos
espectrales universales. Huang et al. (2019) y Polacco et al. (2018) enfatizan que la mayoria de los modelos de
clasificacién y prediccién se basan en conjuntos de entrenamiento limitados, lo que compromete la extrapolacién
a escenarios no representados en el entrenamiento inicial.

En conclusion, la espectroscopia Raman ofrece ventajas criticas en la identificacion de sangre en escenarios
forenses, destacandose por su especificidad molecular, su naturaleza no destructiva y su creciente integracion
con inteligencia artificial. Sin embargo, sus limitaciones operativas y ambientales, la necesidad de estandarizacion



metodolégica y la dependencia de bases de datos robustas deben ser abordadas para garantizar su adopcion
masiva como herramienta de rutina en el analisis de escenas de crimen.

3.2.3. Comparacion de la espectroscopia Raman frente a técnicas de deteccidn de sangre tradicionales

La espectroscopia Raman y los métodos tradicionales para la identificacion de sangre, como las pruebas de
luminol, Kastle-Meyer y fluoresceina, revela diferencias profundas en cuanto a sensibilidad, especificidad,
preservacion de la evidencia, facilidad de uso y confiabilidad bajo condiciones de escena, en cuanto a la
naturaleza no destructiva, uno de los atributos principales de Raman, Casali et al. (2020) demostraron que
mediante un sistema stand-off operando a 1064 nm fue posible detectar sangre hasta a dos metros de distancia
sin contacto fisico, evitando la alteracion de la muestra, una ventaja clave frente a pruebas quimicas como luminol,
que implican la rociadura de reactivos sobre la evidencia, en sus resultados experimentales, Casali et al. (2020)
reportd una clara identificacion de los picos vibracionales de hemoglobina en manchas secas depositadas sobre
diferentes superficies, evidenciando que el método no altera ni la estructura molecular ni la integridad de la
muestra. Por otro lado, Li et al. (2014) sefialaron que las pruebas con luminol tienden a degradar quimicamente
las manchas de sangre al reaccionar con el hierro de la hemoglobina para producir quimioluminiscencia, afectando
la posibilidad de realizar andlisis de ADN posteriores; en este mismo estudio, se evidencié que, aungue el luminol
era altamente sensible, presentaba falsos positivos frente a 6xidos de hierro y algunas plantas.

Respecto a la especificidad, Verma (2022) llevé a cabo un estudio en el que aplicé espectroscopia Raman portatil
a manchas de sangre humana y a falsos positivos comunes como pintura roja, jugo de remolacha y 6xidos
metalicos. Los resultados mostraron que Raman, mediante el andlisis de picos vibracionales especificos (como
754, 1224 y 1547 cm™ asociados a la hemoglobina), discriminé de manera confiable entre sangre verdadera y
estos imitadores, logrando una precision de clasificacién superior al 95 %. En cambio, los métodos tradicionales
como Bluestar reaccionaban positivamente ante todos los materiales mencionados, poniendo en riesgo la
interpretacién de la escena. Howard et al. (2019) compararon de manera operativa el uso de luminol, fluoresceina
y Raman portatil en condiciones de campo simulado. Mientras que luminol y fluoresceina lograban revelar sangre
diluida en proporciones mayores (1:100 000), Raman mostré capacidad de deteccién sin necesidad de manipular
las evidencias. No obstante, sefialaron que Raman requeria mayor tiempo de adquisicién (entre 30 segundos y 2
minutos por espectro) frente a la inmediatez de la reaccion quimica luminiscente. Ademas, reportaron que, en
escenas contaminadas con tierra o detergentes, el luminol generaba altos indices de falsos positivos, mientras
que Raman, aunque mas especifico, necesitaba condiciones de iluminacion controladas para un Optimo
desempefio.

En el estudio de Sloots et al. (2017), donde se evalué la especificidad de luminol y fluoresceina en presencia de
contaminantes como moho, pintura vieja y tierra, se encontré que ambos tests daban respuestas positivas falsas
en mas del 25 % de los ensayos. Estos resultados ponen de manifiesto la desventaja critica de los métodos
tradicionales en escenas complejas, donde materiales ambientales pueden inducir errores significativos.

La capacidad de diferenciacion entre sangre humana y sangre animal es otra ventaja de la espectroscopia Raman
frente a las técnicas tradicionales. Doty y Lednev (2018b) desarrollaron un modelo de analisis discriminante por
minimos cuadrados parciales (PLS-DA) que permitié diferenciar sangre humana de seis especies animales (perro,
cerdo, vaca, oveja, caballo y pollo) con una sensibilidad de 1,00 y especificidad de 0,93, utilizando espectros
Raman de muestras secas. En cambio, métodos tradicionales como el luminol o el test de Kastle-Meyer no
distinguen la especie de origen, reaccionando positivamente ante cualquier fuente de hemoglobina Li et al. (2014).

En cuanto a la deteccién en muestras envejecidas, Nichols et al. (2022) demostraron que mediante espectroscopia
Raman portatil y regresion parcial de minimos cuadrados (PLS-R), era posible estimar el tiempo de deposicién de
manchas de sangre humana seca entre 0 y 7 dias con un coeficiente de determinacién (R?) superior a 0,90. Esto
representa una ventaja notable frente a luminol o fluoresceina, que solo revelan la presencia de sangre, pero no
permiten inferir su antigliedad.

Respecto a la portabilidad y facilidad de uso, los métodos tradicionales aiin dominan debido a su simplicidad
operativa. Russell y Amankwaa (2025) sefialaron que kits de luminol o fluoresceina son econémicos, faciles de
transportar y de aplicar en cuestion de segundos, sin necesidad de entrenamiento especializado. Sin embargo,



también resaltaron que, en investigaciones sensibles, la alta tasa de falsos positivos de estos métodos
tradicionales puede comprometer la interpretacion correcta de los hallazgos.

Weber et al. (2024), trabajaron especificamente en la diferenciacion de sangre menstrual y periférica mediante
espectroscopia Raman, logrando identificar patrones espectrales diferenciados debido a componentes lipidicos y
endometriales presentes en el fluido menstrual, algo que es completamente inalcanzable con métodos clasicos
como luminol o fluoresceina.

Sobre la sensibilidad en condiciones ambientales adversas, Saito et al. (2020) aplicaron espectroscopia Raman
portatil en manchas de sangre sobre superficies contaminadas como madera, cemento y textiles. Empleando
reduccion de dimensionalidad por t-SNE, lograron una sensibilidad superior al 90 % en ambientes simulados con
contaminacion real, mientras que los métodos tradicionales, segun reportaron, no podian distinguir
adecuadamente sangre real de interferentes en esos mismos escenarios.

Finalmente, en términos de costos y accesibilidad, es cierto que los dispositivos Raman portatiles, aunque cada
vez mas accesibles, siguen teniendo costos iniciales significativamente mas altos (entre USD 30000 y 80000
segun Howard et al. (2019), en comparacion con los kits quimicos tradicionales, cuyo costo puede ser menor a
USD 100 por unidad de uso.

4. CONCLUSIONES

La espectroscopia Raman ha demostrado, a partir de la evidencia sistematizada, ser una técnica altamente
especifica para la identificacién de sangre humana en escenas del crimen, permitiendo diferenciarla de otros
fluidos biolégicos y materiales contaminantes. En los diversos estudios incluidos de esta revisién se evidenciaron
gue esta técnica permite extraer informacion forense adicional relevante a partir de la sangre analizada, como
estimaciones de edad, sexo o0 especie de origen, consolidando su valor como herramienta forense de alta
sensibilidad y aplicabilidad; en varios de estos trabajos, la interpretacion de los espectros Raman mediante
algoritmos de aprendizaje automatico alcanzé niveles de sensibilidad y especificidad superiores al 96 %, lo que
abre nuevas posibilidades para la reconstruccién avanzada de escenarios criminales.

Dentro de las ventajas de la espectroscopia Raman destacan su caracter no destructivo, su especificidad
molecular y su capacidad de integracién con sistemas de inteligencia artificial, lo que ha permitido lograr tasas de
clasificacion superiores al 94 % en la identificacién automatica de sangre humana, incluso en condiciones de
degradacion o contaminacién ambiental. La combinacién de espectros Raman con algoritmos de aprendizaje
profundo ha demostrado fortalecer la capacidad de discriminacion entre sangre verdadera y materiales
interferentes, consolidando a esta técnica no solo como un método preciso para la deteccién, sino también como
una herramienta adaptable a escenarios forenses complejos mediante sistemas inteligentes de andlisis. Sin
embargo, persisten limitaciones técnicas como la fluorescencia de fondo, la variabilidad ambiental, los altos costos
de los dispositivos portétiles y la falta de estandarizacién internacional en bases de datos espectrales, aspectos
que deben ser abordados para su adopcidn rutinaria en el analisis forense.

La comparacion entre espectroscopia Raman y métodos tradicionales como luminol y Kastle-Meyer revela que, si
bien las técnicas convencionales son mas accesibles y faciles de implementar en campo, presentan altas tasas
de falsos positivos y destructividad de las muestras. Raman, por su parte, ofrece una alternativa mas precisa y
conservadora, capaz de preservar la integridad de la evidencia, diferenciando sangre humana de imitadores
visuales y permitiendo incluso estimaciones de antigliedad, aunque su costo y necesidad de capacitacion técnica
siguen siendo desafios para su implementacién generalizada.
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