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| INTRODUCCION

En este trabajo de tesis se muestran los resultados del estudio de las
espectroscopias opticas, tales como la espectroscopia de absorcién en el cercano
a Infrarrojo (NIR, Near Infrared) y la espectroscopia de dispersibn Raman, asi
como la aplicacién de los métodos multivariantes, para la caracterizacién, analisis

e interpretacion de los datos espectroscépicos obtenidos de muestras bioldgicas.

La identificacién del origen de alguna enfermedad causada por microorganismos,
es de gran relevancia para el diagnostico de diversas enfermedades, los métodos
actuales necesitan de agentes reactivos, de alguna preparacioén especial de la
muestra, y de tiempo para analizar dependiendo del tipo de estudio, por ejemplo,
las técnicas clasicas de analisis microbiologico para la identificacion de bacterias
causantes de gastroenteritis puede llevar 4 dias, lo cual podria tener serias
consecuencias en nifios, ancianos y pacientes con una gastroenteritis severa, es
por ello que la investigacion de diversos métodos y técnicas para identificar
microorganismos causantes de una enfermedad especifica estd cobrando

importancia [1].

Actualmente los niveles de glucosa se obtienen mediante métodos
electroquimicos 0 enzimaticos, en los cuales es necesario el uso de agentes
reactivos y la extraccion de la muestra a analizar puede ser: sangre, orina, saliva,
sudor, entre otros [2-3]. Sin embargo, en los ultimos afios, se han propuesto
diversas técnicas menos invasivas como por ejemplo, la implantacién subcutanea
de biosensores [4], iontoforesis y el monitoreo no invasivo de glucosa en sangre y
tejido, utilizando técnicas espectroscopicas tales como absorciéon en el cercano
infrarrojo, Raman, foto acustica y fluorescencia [5-8], también se ha demostrado
gue las técnicas espectroscopicas, aunadas a las técnicas de analisis
multivariante, en particular minimos cuadrados parciales (PLS), son técnicas

confiables para identificar y cuantificar analitos, en medios turbios como la sangre.
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Las técnicas espectroscopicas han sido promovidas por diversos laboratorios y
compaiiias, sin embargo, presentan algunos errores de precision y exactitud en
los resultados. Uno de los objetivos de la primera seccion esta de tesis va
enfocado a encontrar el error inducido en la prediccién de glucosa debido a

variaciones en la temperatura.

Otra aplicacion de esta tesis esta relacionada con la deteccion de anticuerpos en
fluidos biologicos, especificamente en esta seccion de la tesis se analizd los
anticuerpos para el Toxoplasma Gondii, utilizando espectroscopia de dispersion
Raman y andlisis multivariante. Nuestro organismo cuenta con anticuerpos o
inmunoglobulinas (ACs), que son moléculas de proteina, cuya funcién es
identificar a las sustancias extrafias y microorganismos que invaden nuestro
cuerpo y eliminarlas a través de la accion de otras moléculas. En el humano,
existen 5 clases de Anticuerpos (ACs) o inmunoglobulinas (Igs) que son: IgG, IgD,
IgG, IgA, e IgE. Actualmente la deteccion se realiza con pruebas serologicas,
como la prueba de fijacion de complemento, la prueba de ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay, Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) [9], la
prueba de Sabin-Feldman [10], la prueba de inmunofluorescencia [11], la prueba

de aglutinamiento diferencial [12].

En esta tesis, utilizamos la espectroscopia Raman como una herramienta que
puede brindarnos informacion de la composicion bioquimica de muestras
biologicas de tal forma que es posible obtener informacion de los anticuerpos

presentes en las muestras, utilizando técnicas de analisis multivariante.

Otra de las aplicaciones de las espectroscopias Opticas plasmadas en esta tesis
es la caracterizacion del biofilm producido por la bacteria E. faecalis, utilizando
espectroscopia Raman. El biofilm es una poblacién de células que crecen unidas a
una superficie envuelta en una motriz de exopolisacaridos [13-15] que la protege
del ataque de antibidticos [16-18]. Se ha reportado que mas del 60% de las

infecciones microbianas son causadas por el biofilm.
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En Endodoncia, la bacteria E. faecali ha demostrado tener la habilidad de invadir
los tubulos dentinarios [19], mientras otras bacterias no poseen esa caracteristica,
ademas, la bacteria E. faecalis tiene la capacidad de formar biofilm como factor
de supervivencia y de esta forma infectar cronicamente los conductos radiculares
[20-23], por ello la importancia de estudiar este microorganismo cuando se
presenta en una comunidad tan especializada como el biofilm, hasta el momento
la espectroscopia Raman en el area de odontologia solo se ha utilizado para el
andlisis de tejido 6seo y componentes de calcio como la hidroxiapatita [24], para
analizar resinas adhesivas dentales [25], y la composicion de hidréxido de calcio
posterior a una mediacion intraconducto. En esta seccion de la tesis, utilizamos la
espectroscopia de dispersion Raman para la caracterizacion del biofilm producido
por la E. faecalis, lo cual no se ha hecho antes, y poder conocer su composicion
bioquimica, para posteriormente por medios enzimaticos deshacer ese biomaterial

y dejar actuar a los antibioticos.
Estructura de la Tesis

La introduccion de la seccion de esta tesis describe de manera general los
objetivos del trabajo, los fundamentos teodricos, el problema especifico y la

estrategia de investigacion llevada a cabo.

Después de la introduccion, la primera seccion corresponde a la descripcion y
analisis de las investigaciones realizadas con las espectroscopias NIR y Raman
en analisis de fluidos biolégicos, incluye también el marco tedrico de referencia

gue orient6 al disefio de la investigacion y a la interpretacion de los resultados.

La segunda seccion describe el proceso de investigacion, el material e
instrumentacion utilizados, el procedimiento de analisis de datos, las técnicas
utilizadas para el procesamiento de datos, pruebas de hipétesis paramétricas o no

paramétricas.
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En la tercera seccion se presentan los resultados obtenidos con el uso de las
espectroscopias Opticas y el andlisis multivariante para cada una de las

aplicaciones con muestras bioldgicas.
En la Ultima seccion se presentan las conclusiones de esta tesis.

Antecedentes

El mundo es energia en transformacion que existe desde el origen del Universo.
Las distintas formas de energia interaccionan entre si y con la materia,
produciendo diversas alteraciones gracias a las cuales obtenemos informacion
sobre la materia. La espectroscopia trata de las distintas interacciones de la
radiacion electromagnética con la materia. La investigacion de la estructura
molecular ha sido siempre un problema complicado, ya que antes de que se
desarrollaran los métodos espectroscopicos era necesario un largo trabajo que
comenzaba desde la determinacion del peso molecular y de la formula molecular,
para luego, romper la molécula en compuestos mas sencillos conocidos,
identificarlos por sus propiedades fisicas y quimicas, realizar sintesis parciales

informativas y construir la estructura de los datos obtenidos.

La confirmacion definitiva se lograba cuando se conseguia la sintesis, de acuerdo
con la estructura propuesta, y las propiedades del compuesto sintetizado
coincidian con las del problema. Los métodos espectroscépicos han simplificado
notablemente este trabajo, de modo que, en muchos casos, la estructura quimica
puede determinarse en pocas horas, estos métodos se basan en que las
moléculas organicas interaccionan con las radiaciones electromagnéticas, de
distintas longitudes de onda debido a las vibraciones de sus electrones, la longitud
de onda absorbida depende de la estructura molecular, y esto es lo que nos

proporciona informacién sobre la muestra que se quiere analizar [26].

M.l. RAQUEL AVILA RODRIGUEZ

10



USO DE LAS ESPECTROSCOPIAS OPTICAS Y METODOS MULTIVARIANTES APLICADOS AL ANALISIS DE MUESTRAS
BIOLOGICAS

DOCTORADO EN INGENIERIA ELECTRICA
En el desarrollo de esta tesis utilizamos espectroscopia de absorcion en el
cercano infrarrojo y la espectroscopia de dispersion Raman. La espectroscopia
infrarroja tiene casi 125 afios de existencia. El primer espectro de vibraciones
moleculares fue observado en 1881 por Abney y Festing, quienes prepararon
emulsiones fotogréficas sensibles al cercano infrarrojo y fotografiaron el espectro
de absorcion de 48 liquidos organicos. Encontraron bandas caracteristicas en
estos espectros, las cuales asociaron con la presencia de hidrogeno en las
moléculas estudiadas. En 1892 Julius observo el espectro infrarrojo de 20
compuestos organicos, encontrando que todos los compuestos que contienen
metilo (CH3) exhiben una banda de absorcion de 3.45um y llegé a la conclusién de
que la absorcion de “ondas calorificas” se debe a movimientos intramoleculares
[27], en otras palabras, la estructura interna de la molécula determina el tipo de
absorcion, es decir los espectros infrarrojos de una sustancia determinada pueden

ser considerados como la huella digital de dicha sustancia.

La espectroscopia en el cercano infrarrojo, es una técnica que proporciona
informacion quimica y estructural de los fluidos biolégicos. Las intensidades
espectrales son proporcionales a la concentracion de la mezcla, por lo cual es
posible cuantificar la proporcion de ellos; es una herramienta valiosa que
actualmente se utiliza para analizar mezclas de aminas aromaticas, para la
determinacién de proteinas, grasas, humedad, azlUcares y aceites [28]. Los
primeros equipos comerciales de espectroscopia infrarroja aparecieron a
mediados del siglo XX, habiéndose impulsado su desarrollo durante la segunda
guerra mundial, cuando se utilizaron para sintesis de caucho sintético, utilizado

extensamente en neumaticos para automdviles y camiones.

La espectroscopia infrarroja se basa en el hecho de que las moléculas vibran a
frecuencias especificas en respuesta a la interaccion de la luz con la materia, es
decir, los movimientos de rotacién y vibracién tienen niveles de energia discretos

(modos normales vibracionales).

M.l. RAQUEL AVILA RODRIGUEZ
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Las frecuencias resonantes o frecuencias vibracionales son determinadas por las
formas de las superficies de energia potencial molecular, las masas de los atomos

y, eventualmente por el acoplamiento vibrénico asociado.

Cabe mencionar que como antecedente a esta tesis, se tom6é como punto de
partida un trabajo previo de tesis doctoral de Espectroscopias épticas para analisis
quimico de la sangre, que se realizé en colaboracion con el hospital central de San
Luis Potosi, utilizando el estdndar de oro para el analisis quimico de sangre y con
espectroscopia NIR para detectar cambios de concentracién de glucosa en sangre
[29].

El fenbmeno conocido como efecto Raman fue descrito por primera vez por el
fisico hindu Chandrasekhara Venkata Raman en el afio de 1928, lo cual le
significo la obtencion del premio Nobel de fisica en 1930. La espectroscopia
Raman es una técnica fotonica de alta resolucién, que proporciona en pocos
segundos; informacion quimica y estructural de casi cualquier material o

compuesto organico y/o inorganico permitiendo asi su identificacion.

El analisis mediante espectroscopia Raman se basa en analizar la luz dispersada
por un material al hacer incidir sobre él un haz de luz monocromatico. Al
interaccionar con la materia, una pequefia porcion de la luz es dispersada
inelasticamente experimentando ligeros cambios de frecuencia que son
caracteristicos del material que se esta analizado, y es independientes de la

frecuencia de la luz incidente.

Una de las ventajas de las espectroscopias opticas es que se realiza directamente
sobre la muestra, sin necesitar ningun tipo de preparacion especial, y sin alterar la
superficie sobre la que se realiza el analisis, es decir, es no-destructiva [30], en la
parte 2 de la tesis, se describirdn a detalle las técnicas de espectroscopia NIR y

Raman.

Actualmente el andlisis de fluidos biolégicos se lleva a cabo mediante diversas

técnicas como los son las pruebas serologicas, las pruebas de

M.l. RAQUEL AVILA RODRIGUEZ
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inmunofluorescencia de anticuerpos, y la prueba de ELISA [31-32]; sin embargo,
se han venido desarrollando otras técnicas opticas, donde se muestra que es
posible utilizar la espectroscopia Raman para el estudio de tejidos bioldgicos [33].
También el monitoreo no invasivo de glucosa en sangre por medio de técnicas
espectroscopicas tales como la absorcion en el cercano a infrarrojo, y Raman que
con el apoyo del andlisis multivariante [34-35] son técnicas confiables para
identificar analitos en fluidos biolégicos.

JUSTIFICACION

El éxito en el analisis de diversos fluidos biol6gicos depende en gran parte de la
efectividad de los resultados realizados en el andlisis quimico. En esta tesis se
propone el uso de la espectroscopia de absorcidon en el cercano a infrarrojo y de la
espectroscopia de dispersion Raman como técnicas para el analisis de fluidos
biologicos, con fines de diagndstico clinico, representando ventajas sobre los
métodos tradicionales y en base a los resultados reportados en la literatura, asi
como el uso del andlisis multivariante, que nos permite tener una nueva forma de

identificar y cuantificar componentes quimicos en fluidos biolégicos.
HIPOTESIS

La espectroscopia de absorcion en el cercano infrarrojo y la espectroscopia de
dispersion Raman son técnicas alternativas y complementarias que pueden ser
utilizadas con fines de diagndstico clinico en el andlisis de muestras bioldgicas,
asi como el uso de los métodos multivariantes para el analisis de los datos

espectroscopicos.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso de las espectroscopias 6pticas NIR y Raman, asi como el uso de
los métodos multivariantes para la caracterizacion y analisis de muestras

bioldgicas.

M.l. RAQUEL AVILA RODRIGUEZ
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la influencia de factores externos que influyen en la calibracion y
robustez de modelos de prediccion usando datos espectroscépicos.

2. Factibilidad de las técnicas espectroscépicas para brindar informacion
guimica y bioquimica especifica en fluidos bioldgicos y la capacidad de los
métodos multivariantes para el andlisis e interpretacion de datos
espectroscopicos con fines de discriminacion y/o clasificacion.

3. Caracterizacion quimica y bioquimica del Biofilm, producido por la bacteria
E. faecalis, mediante técnicas espectroscopicas.

Importancia del estudio

La importancia de los resultados experimentales abordados en esta tesis muestran
las capacidades de las técnicas espectroscopicas para el estudio de muestras
biologicas, con fines de diagndéstico clinico, y la capacidad de los métodos
multivariantes para el andlisis los datos espectroscopicos con fines de
discriminacion, clasificacion y/o prediccion. Se debe destacar que estos
procedimientos Opticos en comparacion con los métodos de referencia
tradicionales tienen la virtud de su rapidez, su bajo costo y el empleo de pequefias
cantidades de muestras para el analisis (1 a 2mL), no obstante, en el estado

actual de su desarrollo no pretenden desplazar a los métodos tradicionales.
Limitaciones del estudio

Algunas de las mediciones realizadas con las espectroscopias Opticas NIR
(Cercano a infrarrojo) y Raman (Espectroscopia de dispersidn), se obtuvieron con

un ndmero limitado de muestras.

M.l. RAQUEL AVILA RODRIGUEZ
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Definicién de términos

Antigeno: Del Griego ANTI que significa opuesto y GENO que significa producir,
generar, (que genera oposicién). Es una sustancia que desencadena la formacién
de anticuerpos y puede causar una respuesta inmune. Los antigenos son
usualmente proteinas o polisacaridos. Esto incluye partes de bacterias (capsula,
pared celular, flagelos y toxinas) de virus y otros microorganismos.

Anticuerpo: Se conocen también como inmunoglobulinas, son glucoproteinas del
tipo gamma globulina. Pueden encontrarse de forma soluble en la sangre u otros
fluidos corporales de los vertebrados, disponiendo de una forma idéntica que
actiia como receptor de los linfocitos B y son empleados por el sistema inmunitario
para identificar y neutralizar elementos extrafios tales como bacterias, virus o

parasitos.
Phantom: Sustancia quimica que puede utilizarse como precursor quimico.
Anaerobiosis: Proceso metabdlico que tiene lugar en ausencia de oxigeno.

ELISA: Es un examen de laboratorio, para confirmar la presencia de anticuerpos,
que se realiza en las enzimas y su nombre viene del término inglés “ Enzyme-
linked immunosorbent assay” que quiere decir “ Ensayo Inmonoenzimatico ligado

a enzimas”

M.l. RAQUEL AVILA RODRIGUEZ
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1.1 ESPECTROSCOPIAS OPTICAS:

Practicamente todo lo que sabemos sobre la materia proviene de la interaccion de
la materia con la radiacién electromagnética, dichas interacciones definen a la
espectroscopia. La espectroscopia investiga los niveles de energia de atomos y

moléculas, en consecuencia es una aplicacion de la mecanica cuantica.

El analisis espectral en el cual se basa, permite detectar la absorcién, o emisién
de radiacion electromagnética a ciertas longitudes de onda, y relacionar éstas con
los niveles de energia implicados en una transicidn cuéntica. Actualmente, las
espectroscopias Opticas han despertado gran interés como una herramienta para
analisis cuantitativo de muestras biologicas. Esta absorcion o emision se
encuentra asociada a los cambios de estado de energia de las especies quimicas
interactuantes y, puesto que cada especie tiene estados energéticos que la
caracterizan, la espectroscopia puede utilizarse con fines de identificacion y

también informacion cuantitativa [36].

Muchas propiedades de la radiacion electromagnética se explican adecuadamente
con un modelo clasico de onda sinusoidal, que utiliza parametros como la longitud
de onda, la frecuencia, la velocidad y la amplitud. Sin embargo, para explicar
fendmenos asociados con la absorcion o la emision de energia radiante, hay que
acudir a un modelo corpuscular en el que la radiacion electromagnética se
contempla como un flujo de particulas discretas, o paquetes ondulatorios de
energia denominados fotones, en los que la energia de un fotdn es proporcional a
la frecuencia de la radiacion. Este doble punto de vista de la radiacion como
particula y como onda no es mutuamente excluyente, sino complementario. Los
espectros se pueden observar mediante espectroscopios, que permiten realizar
mediciones sobre éste, como la longitud de onda, la frecuencia y la intensidad de

la radiacion.
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Atendiendo a su longitud de onda, la radiacién electromagnética recibe diferentes
nombres, y varia desde los energéticos rayos Gamma, hasta las ondas de radio,
pasando por el espectro visible, el rango completo de longitudes de onda es lo que
se denomina el espectro electromagnético.

Cuando una molécula absorbe energia de radiacion electromagnética, puede sufrir

varios tipos de excitacion:
o Excitacion electrénica
o Excitacion rotacional
o Excitacion que induce cambios del spin nuclear
o Excitacion de deformaciones de enlace
o lonizacién

La tabla niumero 1 muestra los intervalos de longitud de onda de las regiones del
espectro que interesan para fines analiticos, asi como los nombres de los diversos
métodos espectroscopicos asociados a cada uno. Los métodos espectroscopicos
se basan en la interaccion radiacion electromagnética-materia, y la materia puede
estar en forma de atomos libres o moléculas, por lo que pueden distinguirse la

espectroscopia atdmica y la molecular.
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Tabla 1. Regioén del espectro electromagnético y métodos espectroscépicos basados en
la radiacion electromagnética [26].

TIPO DE INTERVALO DE LONGITUD
ESPECTROSCOPIA DE ONDA
Emisién de rayos gamma 0.005-1 Angstrom
Absorcién, emision, 0.1-100Angstrom

fluorescencia y difraccién de

rayos X
Absorcion Ultravioleta de 10-180nm
vacio
Absorcion, emision y 180-780nm

fluorescencia ultravioleta

visible

Absorcion Infrarroja 'y 0.78-300um
dispersion Raman

Absorcion de microondas 0.75-3.75mm
Resonancia de espin 3cm
electronico
Resonancia magnética nuclear 0.6-10m

Niveles de energia atdbmica

De acuerdo con la teoria cuantica, los atomos so6lo pueden existir en niveles
discretos de energia potencial. La energia potencial de un atomo depende de su
configuracion electronica. La transicién entre los electrones externos y los niveles

de energia producen la emision o absorcion de radiacién en valores discretos de
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energia. La frecuencia de radiacion es proporcional al cambio en la energia
potencial involucrada y esta dada por la ecuacién E =hv, donde cada transiciéon
da lugar a una frecuencia especifica de radiacién y, por consiguiente a la aparicion

de una linea en los espectros de absorcion o de emision.
Niveles de energia electrénica molecular

Los electrones de una molécula pueden excitarse a estados de mayor energia y
se puede estudiar la radiacién absorbida, o la energia emitida al regresar a su
estado fundamental o basal. Las transiciones entre los diferentes estados
electronicos estan acompafiados de transiciones entre los niveles de energia
rotacional y vibracional, lo cual imparte estructura fina a bandas de absorcidn
electronica; como resultado, los espectros de las moléculas son mucho mas
complicados que los correspondientes a los atomos. Las vibraciones y rotaciones
de las moléculas revelan gran cantidad de informacion acerca de la estructura

molecular. En la espectroscopia molecular se tienen las siguientes clasificaciones:
Espectroscopia de microondas

Espectroscopia de infrarrojos

Espectroscopia visible-ultravioleta

Espectroscopia Raman

Espectroscopia de RMN (Resonancia Magnética Nuclear)

En esta tesis se utilizaron la espectroscopia en cercano infrarrojo y la

espectroscopia Raman.

Las medidas de absorbancia son utilizadas en quimica analitica, ya que la

absorbancia es proporcional a la concentracién de la sustancia.
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Métodos basados en la absorcion

Los métodos cuantitativos basados en la absorcion requieren dos medidas de
potencia: una, antes de que el haz haya pasado a través del medio que contiene el

analito (P,), y la otra después (P). La transmitacia y la absorbancia son los dos

términos que se utilizan ampliamente en la espectrometria de absorcion y se

relacionan por larazonde Py P.

Transmitancia

En la figura 1 se muestra un haz de luz de radiacion paralelo, antes y después de
atravesar un medio que tiene un espesor de b cmy una concentracion ¢ de una
especie absorbente. Como consecuencia de las interacciones entre los fotones y

los atomos o moléculas absorbentes, la potencia del haz disminuye de P, a P .

La transmitancia T del medio es la fraccion de radiacion incidente transmitida por

(2
Po 1)

La transmitancia se expresa con frecuencia como porcentaje o

el medio:

%T = (P] x100%

0

(2)

Po
A=log| —
og( Pj (3)
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 — —> ~

Concentracion “¢”

Figura 1. Atenuacion de un haz de radiacion por una disolucion absorbente.
Absorbancia

La espectroscopia por absorcion molecular se basa en la medicion de la
transmitancia T o en la absorbancia A de las soluciones que estan en celdas
transparentes que tienen una longitud de trayectoria de b cm. Normalmente, la
concentracion de un andlito absorbente se relaciona en forma lineal con la

absorbancia, segun la Ley de Beer.

La absorbancia A de un medio se define por la ecuacion:

A=—logl = Iog[l:;oj 4)

Cabe hacer notar que, al contrario de la transmitancia, la absorbancia de un medio

aumenta cuando la atenuacion del haz se hace mayor.
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LaLey de Beer

Para una radiacion monocromatica, la absorbancia es directamente proporcional al
camino Optico b a través del medio y la concentracibn c¢ de la especie
absorbente. Estas relaciones vienen dadas por:

A=abc (5)

Donde a es una constante de proporcionalidad denominada absortividad. Las
unidades de a dependeran de las unidades utilizadas para b y c. Con frecuencia
para disoluciones de una especie absorbente, b se da en centimetros y ¢ en
gramos por litro. En caso de expresar la concentracién en términos de moles por
litro y la longitud de la cubeta en centimetros, la absortividad se denomina
absortividad molar y se representa por el simbolo ¢ Asi, cuando b estad en

centimetros y ¢ en moles por litro.
A= ébc (6)

El valor del coeficiente de absorcion a varia segun los materiales absorbentes y
con la longitud de onda para cada material en particular, cabe mencionar que la
ley tiende a no ser valida para concentraciones muy elevadas, especialmente si el
material dispersa mucho la luz. La relacién de la ley entre la concentracion y la
absorcion de luz estd basada en el uso de espectroscopia para identificar
sustancias. Cuando una molécula absorbe radiacién electromagnética y pasa de
un estado de baja energia a otro de energia mayor, la frecuencia de la radiacion

absorbida viene dada por la ecuacion:

E =hv (7)
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Donde E es la energia absorbida, v es la frecuencia de la radiacion
electromagnética y h es la constante de Planck = 6.624 x 10’ erg/s, la energia
también se puede expresar en funcién de la longitud de onda de la radiacién con

la siguiente ecuacion:
E=hv=h(c/A) (8)

Siendo A la longitud de onda y c la velocidad de la luz. En el espectro se utiliza el
inverso de la longitud de onda en cm™ para sefialar la posicién de las bandas de

absorcion.
1.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

En 1928 el fisico Hindu Chandrasekhara Venkata Raman encontr6 que la longitud
de onda de una pequefia fraccion de la radiacion dispersada por ciertas
moléculas, difiere del haz incidente y, que los desplazamientos de la longitud de
onda dependen de la estructura quimica de las moléculas responsables de la

dispersion. Debido a ello, recibio el premio Nobel de Fisica en 1931.

El analisis mediante espectroscopia Raman esta relacionado con el mismo tipo de
cambios vibracionales cuantizados que se producen en la absorcion infrarroja.
Una gran ventaja de los espectros Raman respecto de los de infrarrojo, se debe al
hecho de que el agua no produce interferencias y, por tanto, es posible obtener los

espectros Raman de disoluciones acuosas.

La espectroscopia Raman se basa en irradiar una muestra con una fuente laser

monocromatica visible o infrarroja.
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En la figura 2 se muestra un diagrama energético en el que cada estado de

energia se representa por una linea horizontal, y proporciona una vision cualitativa
del origen de la dispersion Raman.

4 ESTADO
| ELECTRONICO

/ EXITADO

A\"’

ANTI-STOKES STOKES

ESTADOS
VIRTUALES

v
ESTADO
ELECTRONICO
FUNDAMENT AL
v

INFRARROJO  RAYLEIGH RAMAHN

ENERGIA

FLUORESCENCIA

Figura 2. Diagrama energético en el que las lineas horizontales representan distintos

estados vibracionales y en el que se muestran las transiciones entre estados energéticos
para diferentes interacciones luz-materia.
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La interaccion de los fotones incidentes con la muestra produce que una fraccién
sea dispersada, esta dispersién significa que el foton incidente lleva a la molécula
transitoriamente a un nivel de energia vibracional llamado (nivel virtual excitado),
el cual abandonara rapidamente para pasar a uno de los niveles de energia
permitidos emitiendo un foton, la frecuencia a la cual es liberado este foton
dependera del salto energético realizado por la molécula.

Resultando los siguientes casos:

Si un fotén es dispersado a la misma frecuencia que el foton incidente, se dice
gue el choque es elastico, no hay cambios en su estado energético, y con la
misma frecuencia vp que la frecuencia incidente, a esta dispersion se le llama

dispersion Rayleigh.

Se puede presentar un choque inelastico, si como resultado de la interaccion
foton-molécula se presenta una frecuencia distinta a la incidente, a esta se le

conoce como dispersiéon Raman.

En caso de que la frecuencia sea mayor a la incidente, se produce una
transferencia de energia de la molécula al foton y el foton es dispersado a una

frecuencia v, +v,, llamada dispersion Raman anti-Stokes.

En caso de que la frecuencia resultante sea menor a la incidente, el fotén es

dispersado a una frecuencia v, —v, , llamada dispersion Raman Stokes

En la figura 3 se observa un espectro Raman el cual esta formado por una banda
principal o Rayleigh y dos series de bandas secundarias correspondientes a las

bandas Raman stokes y Raman anti-stokes.
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Anti-Stokes Rayleigh Stokes
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Q O Q = w 3 o ~ S
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-500 -400 -300 -200 -100 O 100 200 300 400 500
Frecuencia Raman (cm™)

Figura 3 Frecuencias Raman Stokes, Raman Anti-stokes y Rayleigh

El espectro Raman recoge estos fendmenos representando la intensidad 6ptica
dispersada en funcion del numero de onda normalizado ¥V al que se produce. El
numero de onda es una magnitud proporcional a la frecuencia e inversamente
proporcional a la longitud de onda, que se expresa en cm™

7= -2 [emY . @)

g

N
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Donde: ¢ es la velocidad de la Luz (2.9979 x 10*° cm/s)

(c/n) es la velocidad de la luz en un medio cuyo indice refractivo es n

A es la longitud de onda en nm.
Aplicaciones de la Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman se aplica en el andlisis cualitativo y cuantitativo de
sistemas inorganicos, organicos y biolégicos. Como se menciond anteriormente, la
espectroscopia Raman tiene la ventaja de se puede utilizar en disoluciones
acuosas, se realiza directamente sobre el material a analizar, tiene las ventajas
sobre otras técnicas de caracterizacion de compuestos que no requieren ninguna
preparacion y que no conlleva ninguna alteracion de la superficie sobre la que se

realiza el analisis.
Algunas aplicaciones son:

Aplicaciones Bioldgicas: Se ha utilizado también en la identificacion de
microorganismos como la Candida spp. [37]. De igual manera, ha servido como

auxiliar en el diagnostico de malignidad en cavidad oral [38].

Andlisis de polimeros: La aplicacién de la espectroscopia Raman en el andlisis
de polimeros, permite investigar cambios estructurales en pequefias regiones de
la muestra, estos cambios pueden ser debido a la aplicacion de esfuerzos

externos, microdefectos, impurezas, recubrimientos, etc. [36]

Agricultura: La espectroscopia Raman ha sido usada para analizar compuestos
organicos o inorganicos en suelos y aguas y para la caracterizacion de pesticidas

organicos [39]

Nanotecnologia: Se ha desarrollado una técnica mas sensible y segura para la
deteccion de células cancerigenas, esta técnica combina los avances mas
recientes de la nanotecnologia con los principios del efecto Raman y permite

detectar masas microscopicas de solo unas cuantas células a diferencia de los
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métodos actuales como la tomografia de emisidén de positrones que solo permite
detectar masas tumorales a partir de 5 mm, esta nueva tecnologia ha sido

probada con éxito hasta el momento solo en ratones.
Espectroscopia Raman y Odontologia:

Como se describié anteriormente, la espectroscopia Raman es util para la
deteccion de grupos funcionales que permiten la identificacibn de compuestos
organicos e inorgénicos [40].

Estudios previos de espectroscopia Raman en odontologia incluyen la estructura
de materiales sintéticos, analisis de tejido 6seo y componentes de fosfato de calcio
incluyendo hidroxiapatita [41]. Recientemente también ha sido usado para analizar
resinas adhesivas dentales [42] y composicion de hidroxido de calcio posterior a
una medicacion intraconducto [43-44], pero la mayoria de los estudios han sido
limitados a esmalte dental, el cual contiene solo un porcentaje de materiales

organicos.

Como parte de este trabajo de tesis, se realizaron estudios sobre la estructura
guimica de exopolosacaridos producido por la bacteria E. faecalis, formado en

una camara de anaerobiosis, utilizando la espectroscopia Raman.
1.3 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA:

Desde el punto de vista de las aplicaciones como de la instrumentacion, es
conveniente dividir el espectro infrarrojo en tres regiones denominadas infrarrojo
cercano (NIR), medio (MIR) y lejano (FIR). La espectroscopia de absorcién en
infrarrojo, es una espectroscopia molecular que se basa en la interaccién de la
radiacion electromagnética con las moléculas. Debido a que la energia de la
radiacion depende de su longitud de onda, la interaccion molecular comprende la
excitacion de los electrones, vibraciones moleculares y rotaciones moleculares, de
tal forma que cuando la molécula absorbe radiacion, su estado de energia

vibracional y rotacional cambia.
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Las bandas de absorcion en infrarrojo se forman debido a transiciones entre
niveles de energia vibracionales, de modo que cuando el nimero cuéntico cambia
en una unidad, se obtiene lo que conocemos como banda fundamental (mediano
IR) y si cambia en mas de una unidad, se le denominan sobretonos (cercano

infrarrojo).

Los modos de vibracion de una molécula de n-atomos es igual a (3n-6) modos y
de (3n-5) modos, si es lineal y producen cambios en la distancia de enlace o
elongaciones, las cuales pueden ser simétricas o asimétricas. También se
producen cambios de los angulos de enlace, los cuales pueden ser simétricos o
asimétricos. Los espectros de absorcién, emision y reflexiéon en el infrarrojo, de
especies moleculares, se pueden explicar asumiendo que todos son el resultado
de los distintos cambios energéticos producidos en las transiciones de las
moléculas de unos estados de energia vibracionales y rotacionales a otros. La
absorcion de radiacion en el infrarrojo se limita en gran parte, a especies
moleculares para las cuales existen pequefias diferencias de energia entre los
distintos estados vibracionales y rotacionales. Para absorber radiacion en el
infrarrojo, una molécula debe sufrir un cambio neto en el momento dipolar como

consecuencia de su movimiento de vibraciéon o de rotacion.

Solo en estas circunstancias, el campo eléctrico alterno de la radiacion puede
interaccionar con la molécula, y provocar cambios en la amplitud de alguno de sus
movimientos. EI momento dipolar esta determinado por la magnitud de la
diferencia de carga y por la distancia entre los dos centros de carga. Dado que la
molécula de acido clorhidrico vibra, se produce una constante de variacion del
momento dipolar, o que origina un campo que puede interaccionar con el campo

eléctrico asociado a la radiacion.

Si la frecuencia de radiacion coincide exactamente con la frecuencia de vibracion
natural de la molécula, tiene lugar una transferencia neta de energia que origina
un cambio en la amplitud de la vibracibn molecular; la consecuencia es la

absorcion de radiacion. De manera anéloga, la rotacion de las moléculas
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asimétricas, alrededor de sus centros de masa, produce una variacion periddica
en el dipolo que puede interaccionar con la radiacion. Cuando se trata de especies
homonucleares como O;, N2 o Clz, el momento dipolar no sufre un cambio neto
durante la vibracion o la rotacién y, como consecuencia, este tipo de compuestos
no absorben en el infrarrojo. Con excepcién de algunos compuestos de este tipo,
todas las demés especies moleculares absorben radiacion en el infrarrojo.

Transiciones rotacionales

La energia necesaria para provocar un cambio en los niveles rotacionales es muy
pequefia y corresponde a radiaciones de 100 cm™ o menores (>100um). Dado que
los niveles rotacionales estan cuantizados, la absorcion por los gases en la region
del infrarrojo lejano se caracteriza por lineas discretas bien definidas. En los
liquidos o los solidos los choques e interacciones intramoleculares causan el

ensanchamiento de las lineas originando un espectro continuo [45].
Tipos de vibraciones moleculares

Las posiciones relativas de los atomos en una molécula no son exactamente fijas,
sino que fluctdan continuamente como consecuencia de una multitud de tipos de
vibraciones y rotaciones diferentes alrededor de los enlaces en la molécula. Para
una molécula sencilla diatbmica o triatbmica es facil definir el nidmero y la

naturaleza de tales vibraciones, y relacionarlas con las energias de absorcion [45].

Sin embargo, en moléculas poliatdmicas, se hace dificil, por las interacciones que
aparecen entre algunos de sus centros de vibracion. Pueden distinguirse dos

categorias basicas de vibraciones: de tensién y de reflexion.

Una vibracién de tension supone un cambio continuo en la distancia interatomica a
lo largo del eje del enlace entre dos atomos. Las vibraciones de flexion se
caracterizan por un cambio en el angulo entre dos enlaces y son de cuatro tipos:
de tijereteo, de balanceo, de aleteo y de torsion. Los distintos tipos de vibraciones
se representan esquematicamente en la figura 4. En una molécula que contiene

mas de dos atomos, son posibles todos los tipos de vibraciones mostrados en la
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figura 3. Ademas puede producirse una interaccion o acoplamiento de las
vibraciones si éstas involucran enlaces con un mismo atomo central. El resultado

del acoplamiento es un cambio en las caracteristicas de las vibraciones
implicadas.

AV4 A4

0

Simetrica Antisimetrica

- o

|

Balanceo en plano Tijereteo en plano
+ + + -
Aleteo fuera del plano Torsian fuera del plano

Figura 4. Tipos de vibraciones moleculares. El signo + indica un movimiento desde el

plano de la pagina hacia el lector y — indica un movimiento desde el plano de la pagina
alejandose del lector [45].
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Modos de vibracion

La cantidad de vibraciones posibles en una molécula poliatbmica se puede
calcular como sigue. Como se necesitan tres coordenadas para localizar un punto
en el espacio, para fijar N puntos se requieren tres coordenadas para cada uno, es
decir, un total de 3N. Cada coordenada corresponde a un grado de libertad para
uno de los atomos en una molécula poliatémica. Por este motivo, si una molécula

contiene N atomos, se dice que tiene 3N grados de libertad [44].
Para definir el movimiento de una molécula, se tiene que considerar:

1) El movimiento de toda la molécula en el espacio, es decir, el movimiento de

traslacion de su centro de gravedad.

2) El movimiento de rotacion de la molécula completa alrededor de su centro
de gravedad.

3) El movimiento de cada uno de sus atomos respecto a los otros atomos, o

en otras palabras, sus vibraciones individuales.
Tipos de medidas en infrarrojo

Cuando la radiacion incide en la muestra, figura 5, ésta puede sufrir diferentes
fendmenos: absorcion, transmision y reflexion. La intensidad de la luz transmitida

a traves de la muestra (P, ) es menos que la intensidad incidente (P,). Una parte
de esta intensidad incidente se ha reflejado (P,), mientras que otra parte ha sido

absorbida por la sustancia (P, ).
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Figura 5. Fenédmenos de absorcion, transmision y reflexion de la radiacion

electromagnética al interaccionar con la materia.

La medida mas comun en el infrarrojo es la que se basa en la absorcion, aunque
también se ha desarrollado espectroscopias basadas en el fenomeno de la
reflexion como son la reflectancia total atenuada y la reflectancia difusa, en el

desarrollo de esta tesis hablaremos solo de la reflectancia difusa.
Reflectancia difusa

Cuando la luz incide sobre una superficie y no absorbe, tiene lugar el fenomeno de
reflexion especular regido por las ecuaciones de Fresnel. Como se muestra en la

Figura 6.

N \AWAX %ggf\ 4
| (NN B003SE0

a b C

Figura 6. Procesos de reflexiébn en un material especular(a) o irregular (b). Y el fenbmeno

de reflectancia difusa (c).

M.l. RAQUEL AVILA RODRIGUEZ



USO DE LAS ESPECTROSCOPIAS OPTICAS Y METODOS MULTIVARIANTES APLICADOS AL ANALISIS DE MUESTRAS
BIOLOGICAS

DOCTORADO EN INGENIERIA ELECTRICA
La intensidad reflejada sobre el total incidente depende de los indices de

refraccion del aire y la muestra (n,,n,). Para el caso de un angulo de incidencia

igual a cero la expresion es [44]:

P, (n,—n)
I:)7R (n2 - nl)2 (10)
0 1

Cuando la luz incide sobre una superficie irregular, se puede considerar que la
frontera entre el medio y la muestra esta formado por una serie de pequefias
interfaces orientadas en todos los angulos posibles. De esta forma, aunque cada
una de estas pequefias interfaces reflejan la luz siguiendo la ley de Fresnel, el
efecto global es una reflexion de la luz a cualquier angulo (reflectancia difusa).

La radiacion que se transmite a través de la primera interface, puede sufrir
absorcion por parte de la muestra, por lo que la intensidad de la luz se vera
atenuada segun la ley de Beer. Esta radiacion que ha atravesado la primera capa
de particulas se difunde a las siguientes capas a traves de reflexiones aleatorias,
refracciones y dispersion y puede sufrir nuevos fenOmenos de atenuacion. La
longitud de camino Optico seguido por la luz es muy dificil de describir
matematicamente, sobre todo si las particulas de la muestra tienen tamafnos
heterogéneos, por lo que no se ha desarrollado una teoria rigurosa de la

reflectancia difusa.

Sin embargo existen teorias basadas en la practica, la mas conocida la de
Kubelka- Munk.
1-R,) k e

o 11
2R S S (D)

o0
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DondeR_es la reflectancia de la capa infinitamente gruesa, k y s son las
constantes de scattering y absorcion, respectivamente. El coeficiente de absorcién
(k), es igual a la concentracién multiplicada por la absortividad definida en la ley

de Beer (g,C).

En la préctica la reflectancia difusa se mide respecto a un estandar no absorbente
y a continuacién se calcula el logaritmo para llegar a una relacion lineal con la

concentracion.

Rstan d

lo
gR

=log l+ logR « (12)
R S

stand

Donde R yR representan la reflectancia de la muestra y del estandar

stand

respectivamente (siendo mayor la reflectancia del estandar que la de la muestra),

Para la luz monocromética logR,,,, s constante y puede ser ignorado. Si se

stan
cumple la condicion de aditividad del espectro, la expresion anterior puede ser

escrita como:

c:k+ilog£. (13)
£ R

Con lo que, como en el caso de la ley de Beer, existe una relacién entre la

concentracion y la radiacion medida en el espectro.

La presencia de agua en el espectro provoca la aparicion de bandas
caracteristicas y, ademas afecta a la totalidad del espectro debido a la variacion

que se introduce en el indice de refraccion del medio (n,), provocando un
1 ,
aumento de log (Rj Puesto que el grado de humedad puede variar entre

muestras, en la practica la constante de dispersién ( scattering ) (s) se convierte

en una incognita para cada una de las nuevas muestras, por lo que no se puede

llevar a cabo el andlisis cuantitativo.
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Asignacion de bandas: En el espectro infrarrojo cercano, predominan las bandas
debidas a sobretonos y combinaciones de enlaces en los que participa el
hidrégeno.

Regién del cercano Infrarrojo:

El descubrimiento de la radiacion invisible se debe a Herschel en el afio de 1800,
cuando observé que el efecto de calentamiento relativo generado por las
diferentes porciones del espectro de la luz solar al atravesar un prisma, continuaba

aumentando cuando colocaba el termémetro mas alla del rojo del espectro visible.

En la region del infrarrojo cercano que se toca con la region visible
aproximadamente a los 12500 cm™ (0.8 um) y se extiende a los 4000 cm™(2.5
um), hay muchas bandas de absorcion que provienen de sobretonos armonicos de

la banda fundamental o de bandas de combinaciones asociadas con los atomos

de hidrogeno.

Entre estas se encuentran los primeros sobretonos de las vibraciones de
estiramiento de los enlaces O-H y N- H, cerca de los 7140 cm™ (1.4 um) y de los
6667 cm™(1.5 pm), respectivamente, también se encuentran bandas de
combinacion que resultan de las vibraciones de estiramiento y de deformacion del
enlace C-H de los grupos alquilo, a los 4548 cm™ (2.2 um) y a los 3850 cm™ (2.6
um). La absortividad de las bandas del NIR de 10 a 1000 veces menor que las
bandas del infrarrojo intermedio, pero el espesor de las capas de muestra (0.5 a
10mm) compensa este inconveniente. Ya que las absortividades son tan
pequefas, el haz de NIR penetra mas profundo en la muestra en las técnicas de
reflectancia, ademas las impurezas menores dan menos problemas que el

infrarrojo medio, tanto en los métodos de transmision como en los de reflectancia.
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La espectrometria en infrarrojo cercano también es una herramienta valiosa para
analizar mezclas de aminas aromaticas. La espectroscopia en el cercano infrarrojo
(NIR), ha sido aplicada para el analisis de algunos parametros de la sangre, tales
como la oxigenacién en el tejido y la sangre [46]. También los espectros de
reflectancia en el infrarrojo cercano, encuentran amplia aceptacion en la industria
de granos y alimentos para la determinacién de proteinas, grasas, humedad,
azucares, aceites [47]. Estos espectros también se han utlizado para la
determinacién de sustancias en la madera, de los componentes de los polimeros y

aun en la exploracion geoldgica area.
La espectroscopia de infrarrojo cercano resulta una técnica atractiva porque:

1. Proporciona una informacion quimica muy versatil. La espectroscopia
molecular, como consecuencia del tipo de transiciones propias de esta
zona, aporta informacién de una gran cantidad de compuestos quimicos.
Esta propiedad, combinada a las técnica multivariantes, permite considerar
la determinacion simultdnea de mas de un analito o propiedad de interés a

partir del espectro registrado de la muestra.

2. La obtencion del espectro se hace de una forma rapida y no es necesario
un pre tratamiento de la muestra, de la misma forma que la espectroscopia

con Raman.

Los espectros NIR consisten generalmente en una superposicion de bandas, las
cuales en apariencia no aportan gran informacién, sin embargo, el uso de técnicas
de andlisis multivariante para el procesado de estos datos espectrales son
utilizados para un analisis cuantitativo. Hay que recalcar el hecho de que un
espectro NIR es la union de funciones instrumentales de la medicién y las
caracteristicas Opticas de la muestra analizada, es decir, la muestra es un

elemento Opticamente activo del espectrémetro.
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Un espectro NIR, puede o no contener informacion relacionada con la muestra
analizada por un determinado método de referencia, de esta forma, la estructura
espectral nos permite conocer la relacion causa y efecto entre la respuesta del
instrumento y los datos de referencia, lo cual sienta las bases cientificas para la
calibracion multivariante utilizando espectroscopia NIR.

En esta tesis doctoral, se ha abordado la determinacién de muestras biolégicas
utilizando espectroscopia NIR y Raman.

Comparacion del espectro Raman e IR

La base de espectroscopia IR es la absorcion de la energia de fotones (hv) para la
excitacion de vibraciones moleculares. Los espectros Raman e IR no coinciden en
cuanto a las bandas que aparecen, si bien pueden tener algunas bandas en

comun.

Para que se pueda dar una absorcion IR el momento dipolar de la molécula o del
grupo de moléculas debe cambiar durante la vibracidon, es decir, la componente
eléctrica podra transmitir su energia, a condicidon de que exista una concordancia
entre la frecuencia mecanica de vibracién y la frecuencia de radiacion. Sin
embargo, para obtener una linea de dispersion Raman, la polarizabilidad de la
molécula debe cambiar durante la vibracion. Por consiguiente, especialmente para
moléculas simétricas, hay bandas que aparecen en Raman y que estan ausentes

en IR, y viceversa.

Enlaces altamente polares como C-F pero poco polararizables aparecen en IR,
pero no en Raman, sin embargo, enlaces como S-S muy polarizable pero poco
polar no aparecen en Ir pero si en Raman. Por lo que ambas técnicas se pueden
considerar complementarias. En muchos casos hay bandas comunes en los dos
espectros porque hay una contribucion simultanea de la vibracién a un cambio de
momento dipolar y polarizabilidad del grupo o la molécula, pero aun asi, las
intensidades de las bandas difieren totalmente de uno a otro espectro debido a la

diferencia de principios fisicos de interaccion de la luz con la molécula.
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La espectroscopia Raman puede ser usada para identificar grupos de a&tomos no
polares, para investigar grupos simétricos o moléculas inactivas al IR (vibraciones
simétricas se detectan) Mientras que IR va mejor para investigar moléculas poco

simétricas y con grupos muy polares.
Aplicaciones de la espectroscopia infrarroja:

Los espectros de absorcion en el cercano a infrarrojo se utilizan para el analisis
cuantitativo de compuestos que contengan grupos funcionales formados por la

unién de hidrégeno con carbono, nitrégeno y oxigeno
Algunos ejemplos son:

En alimentos: En el estudio de la deshidratacion de la uva, en estudios para la
deteccion de plomo en alimentos de origen vegetal, para identificar la
autentificacion de aceites de oliva virgen [47].

En la industria: Para la determinacion del indice de octano en gasolinas [48],

para medir el grado de polimerizacion en la manufactura de polimeros.

En medicina: Para la determinacion de oxigenacion en el cerebro [49], y para la
determinacién de los niveles de alcohol [50], y en el monitoreo de glucosa en

sangre.

El medio ambiente y las artes: en el analisis de contaminantes atmosféricos
provenientes de los procesos industriales, uso para la caracterizacion de muestras

del patrimonio cultural, para la clasificacion de maderas en la industria forestal.

En bioquimica: Para diferenciar bacterias de importancia clinica [51].

M.l. RAQUEL AVILA RODRIGUEZ

40



USO DE LAS ESPECTROSCOPIAS OPTICAS Y METODOS MULTIVARIANTES APLICADOS AL ANALISIS DE MUESTRAS
BIOLOGICAS

DOCTORADO EN INGENIERIA ELECTRICA

1.4 Andlisis multivariante

El analisis multivariante tiene una historia que data desde el uso de regresion
lineal por parte de Gauss en 1809 y, posteriormente, por otros estadisticos como
Markov en 1900. Las técnicas mas recientes datan desde los afios 1930. El
analisis multivariante es el conjunto de métodos estadisticos cuya finalidad es
analizar simultaneamente conjuntos de datos multivariantes, en el sentido de que
hay varias variables para cada individuo u objeto de estudio. Las técnicas de
analisis multivariante estan siendo ampliamente aplicadas a la industria,
administracién y centros de investigacion, nos permiten explicar algunas de las
principales relaciones que se establecen entre pares o0 un conjunto de variables y,
dentro de la variedad de las mismas, nuestro objeto de estudio recomienda la
aplicacion de técnicas de reduccion de casos. En principio reducir la informacion
de toda una matriz o base de datos a un conjunto de elementos que nos permitan
explicar el maximo de nuestro objeto con una pérdida minima de informacion, es
decir, reducir la informacion a aquello que realmente es sustantivo para la
investigacion. Una vez realizado este proceso de “factores explicativos” pueden
convertirse en variables y tratarse de manera relacional con las demas variables
del estudio. En el campo de la biologia se pueden formular muchas preguntas
sobre determinados fendmenos que se producen en el contexto de complejidad,
pues en general dispondremos de muchos individuos sobre los que se miden
muchos valores. Pero estas preguntas tienen en comdn que su repuesta ha de
basarse en el analisis conjunto de muchas variables, es decir en el contexto del
analisis estadistico multivariante. El elemento esencial del analisis multivariante es
el valor teorico, una combinacién lineal de variables con ponderaciones
determinadas empiricamente. EIl investigador especifica las variables, y las
ponderaciones son objeto especifico de determinacion por parte de la técnica

multivariante.
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Un valor tedrico de n variables ponderadas (X, a X,) puede expresarse

matematicamente asi:
Valor Tedrico =W, X, +W, X, +W, X, +..W_ X, . (14)

Donde X, es la variable observada y W, es la ponderacion determinada por la

técnica multivariante.

El resultado es un valor Unico que representa la combinacion de todo el conjunto
de variables que mejor se adaptan al objeto de analisis multivariante especifico.
En regresiones multiples, el valor teérico se determina de tal forma que guarde la
mejor correlacion con la variable que se esta prediciendo. En el analisis
discriminante, el valor tedrico se forma de tal manera que produzca resultados por
cada observacion que diferencien de forma maxima entre grupos de
observaciones. Y en el analisis factorial, los valores teéricos se forman para
representar mejor las estructuras subyacentes o la dimensionalidad de las

variables tal y como se representan en sus intercorrelaciones.

En cada caso, el valor tedrico capta el caracter multivariante del analisis, por lo
tanto, en este trabajo el valor teorico es el punto central del analisis por varias
razones. Debemos entender no sélo su impacto conjunto para lograr cumplir el
objetivo de cada técnica, sino también la contribucion de cada variable separada al

efecto tedrico en su conjunto [52].

1.4.1 Andlisis de componentes principales (Principal Component Analysis,
PCA)

El analisis de componentes principales es una técnica estadistica multivariante de
simplificacion o reduccién que permite transformar un conjunto de variables no
correlacionadas, denominadas Factores o Componentes Principales. El andlisis de
componentes principales es una aproximacion estadistica que puede usarse para
analizar interrelaciones entre un gran numero de variables y explicar estas

variables en términos de sus dimensiones subyacentes comunes (factores).
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El objetivo es encontrar un modo de condensar la informacion contenida en un
namero de variables originales en un conjunto mas pequefio de variables
(factores) con una pérdida minima de informacion. Seleccionaremos un namero de
componentes de tal forma que en la transformacion no se pierda mucha
informacion. Esta reduccién puede simplificar la aplicacién sobre estos ultimos de
otras técnicas multivariantes (regresion, clusters, etc.) A continuacién se muestra
el algoritmo para condensar la informacion, sin que esta pierda la esencia de los
datos.

Algoritmo:

1.- Partimos de los datos contenidos en la tabla

Xy X gerenereees Xip
| XarXope Xy,

=
X Xz eeeeeerees Xop

n ——  paraindividuos

p — variables

2.- Se calcula la matriz de correlaciones px p

Se calculan los componentes principales C, combinaciones lineales de las p

variables.
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Donde:

o a; representalos pesos de cada variable en cada componente

o cada componente explica una parte de la varianza total

o Se encuentran pocos componentes k que expliquen casi toda la varianza

total.

Si calculamos los valores originales de la matriz de correlacion (1), la varianza de
la nube de puntos explicada por cada componente coincide con el valor propio
asociado.

La porcion de varianza total que recoge cada componente sera el porcentaje que

presenta su valor propio frente al total.

A a0, (15)
Attt 4,

Como la varianza de cada variable estandarizada es 1, la varianza total de la nube

seraigual a p(p veces 1), con lo cual la expresion anterior quedaria

i:xloo. (16)

El coeficiente de correlacion (r;) entre un componente C;y una variable x;se

calcula multiplicando el peso de la variable en ese componente por la raiz

cuadrada de su valor propio.

r,=./A.a. . a7
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i:l.p,j:1..k

Estos coeficientes representan la parte de la varianza que cada factor retenido
explica de cada variable, se denominan pesos o cargas factoriales.

Obteniendose la matriz de cargas factoriales (pxk)

Xy = 14Cyy + Gy,

Xy = FyCy + TGy -

La suma factorial de los cuadrados de las cargas factoriales se denomina
comunalidad ( parte de la dispersion total de la variable explicada por el conjunto
k de componentes).La suma de todas las comunidades coincide con el porcentaje
de la dispersion total explicado por los componentes retenidos y coincide con la
suma de los valores propios. La suma vertical de los cuadrados de las cargas
factoriales de todas las variables coincide con su valor propio. Se pueden calcular

las nuevas coordenadas de los puntos sobre los nuevos componentes o factores.
1.4.2 Minimos cuadrados Parciales (PLS)

La regresion multiple es el método de analisis apropiado cuando el problema del
investigador incluye una uUnica variable métrica dependiente que se supone esta
relacionada con una o mas variables métricas independientes. El objetivo del
analisis de regresion multiple es predecir los cambios en la variable dependiente
en respuesta a cambios en varias de las variables independientes, esta técnica es
atil siempre que se esté interesado en predecir la cantidad o magnitud de la

variable dependiente [52].
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Los modelos de regresion se usan con varios fines, que incluyen los siguientes:
o Descripcion de datos
o Estimacién de parametros
o Prediccién y estimacion.

La regresion lineal se ha utilizado en la determinacién de glucosa subcutdnea
utilizando espectroscopia NIR, en la prediccién de concentracion de alcohol
utilizando espectroscopia en cercano a infrarrojo de refrectancia difusa.

También se han utilizado cuando se tiene interés en analizar la relacién entre
variables cuantitativas como por ejemplo: Presién Sanguinea y edad, estatura y
peso. En medicina, las primeras evidencias relacionando la mortalidad con el

fumar tabaco vinieron de estudios que utilizaban regresion lineal.

En esta tesis se utilizan los modelos de regresion para la prediccion de variables
respuesta. Una vez calibrado un modelo en base a cambios en concentracion de

glucosa, podemos predecir concentracion de futuras muestras.
Modelo de regresion lineal simple

El modelo de regresion lineal simple es:
y=L0,+pX+¢. (17)

Donde la ordenada al origen g, y la pendiente g, son constantes desconocidas, y

€ €S un componente aleatorio de error. Se supone que los errores tienen promedio
cero y varianza o® desconocida. Ademéas se suele suponer que los errores no

estan correlacionados.

Esto quiere decir que el valor de un error no depende del valor de cualquier otro
error. Conviene considerar que el regresor x esta controlado por el analista de

datos, y se puede medir con error despreciable, mientras que la respuesta y es
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una variable aleatoria. Con lo que hay una distribucion de probabilidades de y

para cada valor posible de x. La media de esta distribucion es

E(y|X)= 5, + X, (18)

y la varianza es
Var(y|x)=Var(s, + gx+&)=0c?. (19)

Asi, la medida de yes una funcion lineal de x, aunque la varianza de y no
depende del valor de x. Ademas, ya que los errores no estan correlacionados, las
respuestas tampoco lo estan. A los parametros g, y p, se les suele llamar
coeficientes de regresion. Estos tienen una interpretacion simple v,
frecuentemente util. La pendiente £ es el cambio de la media de la distribucion de
y producido por el cambio unitario en x. Si el intervalo de los datos incluye a
x =0, entonces la ordenada al origen f,, es la medida de la distribucion de la

respuesta y cuando x=0 . Si se incluye al cero, £, no tiene interpretacion

practica.
Estimacién de los parametros por minimos cuadrados

Los parametros S, y £, son desconocidos, y se deben estimar con los datos de la

muestra. Supongamos que hay n pares de datos (y, X, ) (Y, X, heeeeeee( Yo Xy )

Estos datos se obtienen de un experimento controlado, disefiado en forma
especifica para recolectarlos, o en un estudio observacional, o a partir de registros
historicos existentes, en nuestro caso, en esta tesis se recolectaron espectros de

cambios en concentracion de glucosa y en bacterias.
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Para estimar £, y S, se usa el método de minimos cuadrados. Esto es, se
estiman g, y S, tales que la suma de los cuadrados de las diferencias entre las

observaciones y; y la linea recta sea minima, de forma que se puede escribir:
Yi= fo+ pix + 4, i=12,...... n (20)

La ecuacion (20) es un modelo de regresion, escritos en términos de los n pares

de datos y,,x;(i =1,2,...n). Asi el criterio de minimos cuadrados es

n

S((0y,0))=>"(vi = By = X ). (21)

i=1
Los estimadores, por minimos cuadrados, de f, y f,, que se designaran

por ,30 y ﬂAl , deben satisfacer

oS s

S oY y-B-Bix |=0 22
7l 3 (v-hiin | 22)
y

oS s

S oY y-p- B |x =o0. 23
= 3 v-ho-. 23)

Se simplifican estas dos ecuaciones y se obtiene

nﬂ/\0+ﬁlixi :iyi’ (24)
,BAoiXiJﬁ&iXiz:iini . (25)
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Las ecuaciones (24 y 25) son llamadas ecuaciones normales de minimos

cuadrados, su solucion es la siguiente:

Bo=Yi=Bix (26)
y
(g
i=1 i=1
z YiXi —
A i n
ﬂl - n 2 (27)
03
Zn:X-Z _ i=1
= n
En donde:
-1 - 1
y = y| y X=— Xi . (28)
Nz =]
Son los promedios de y, y x; respectivamente.
El modelo de regresion lineal simple es, entonces:
g’:ﬂo"'ﬁlx : (29)

La ecuacidon (29) produce un estimado puntual, de la media de y para una

determinada x .
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Como el denominador de la ecuacion (27) es la suma corregida de cuadrados de

las x; y el numerador es la suma corregida de los productos cruzados dex; yV;,

estas ecuaciones se pueden escribir en una forma mas compacta como sigue:

S, —ix?m—i[xi —ijz (27)

i-1 n i1

ﬂlzi' (29)

N
La diferencia entre el valor observado y; y el valor ajustado correspondiente y, se

llama residual.

Una vez que la calibracion ha sido realizada, la prediccion [53] (determinacion de
concentraciones en muestras desconocidas por regresion) de futuras muestras
con concentraciones, es meramente una multiplicaciéon de matrices. El método de
regresion parcial de minimos cuadrados es un método muy popular en
aplicaciones industriales, investigaciones en ciencias e ingenieria que involucran
el uso de variables controladas y/o faciles de medir (factores) que explican,
regulan o predicen el comportamiento de otras variables (respuestas). PLS es un
método util para la construccion de modelos de prediccién cuando los factores son
muchos y altamente colineales, el énfasis es sobre la prediccion de las respuestas
y no necesariamente en tratar de entender las relaciones existentes entre

variables.
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Asi mismo, es una herramienta Gtil cuando el objetivo es la prediccidén y no existe
una necesidad préactica de limitar el nimero de factores medidos. El andlisis de
regresion multiple es una técnica estadistica que puede utilizarse para analizar la
relacibn entre una Unica variable criterio y varias variables independientes
(predictores), el objetivo del analisis de regresion multiple es usar las variables
independientes cuyos valores son conocidos para predecir la Unica variable criterio
seleccionada para el estudio.

PLS y PCA son técnicas de andlisis multivariante, que se utilizan cuando las
variables son muchas y altamente colineales [54]. PLS se utiliza para la
construccién de modelos de prediccidén y es capaz de relacionar la concentracion
de la muestra, con los espectros medidos. En esta tesis PLS se utilizdé para
obtener la prediccion de la concentracion de glucosa, también para determinar
agrupamientos entre muestras positivas 0 negativas de suero sanguineo. El
método PLS comprime las variables originales en un ndmero de variables latentes
0 componentes principales (scores y loadings). La primer componente (PC1)
tiende a describir la varianza sistematica en los datos (por ejemplo la relacion
entre espectros y concentraciones) y en menor extension el ruido. Entonces
cuando el numero de “scores” se incrementa, la contribucion al ruido se
incrementa también, por lo cual podemos decir que no se esta modelando la
variancia sistematica en los datos, sino que se esta modelando el ruido, resultando
un modelo con una pobre capacidad de prediccion. Por lo cual es de gran
importancia seleccionar el numero éptimo de componentes principales o “scores”.
El nimero éptimo de PCs es calculado a partir de la raiz cuadrada del error
cuadratico medio de la prediccion o RMSEP ( Root Mean Scuare error of
Prediction) para las diferentes PCs usadas en el modelo PLS. Este valor del
RMSEP es una medida de lo bueno del ajuste entre las concentraciones

conocidas y las predichas.
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RMSEP — " (Ypred —Yref )
- : |

(30)

Cuando el valor de RMSEP alcanza un minimo, se dice que el nimero de
componentes principales o “scores” correspondientes es 6ptimo. Existe un numero
limite de componentes principales, que pueden ser derivadas de una matriz X . El

maximo numero de componentes principales debe ser de (n—-1) o p numero de

variables, dependiendo de cudl sea menor.

El calculo del RMSEP comunmente se puede realizar mediante una validacion
cruzada LOOCV (Leave One Out Cross Validation) [55], o a través de la
separacion de un conjunto de datos. La técnica LOOCV es generalmente utilizada
cuando solamente un numero limitado de muestras estéa disponible para construir

y validar el modelo. PLS es construido basado en las muestras remanentes.

Una vez construido, la muestra excluida es predicha y la desviacién almacenada,
este procedimiento se realiza hasta que todas las muestras son excluidas una vez,
finalmente el valor RMSEP es la medida de las desviaciones almacenadas. En el
caso del conjunto separado de datos, el modelo PLS es construido del llamado
conjunto de entrenamiento y usado para predecir las muestras del llamado
conjunto de prediccion. Ademas del valor RMSEP, el coeficiente de correlacion (r)
es otro valor importante que nos indica la medida o grado de relacién lineal entre

dos variables, el cual es un numero absoluto sin unidades.

Asi, cuando la covarianza, Cov( x,y) de dos variables es préxima a -1 o 1, se dice
gue existe una correlacion lineal entre ellas. Los casos en donde la Cov(x,y) =1,
representa una correlacion perfecta positiva, y para Cov( x,y) = -1, representa una

correlacién perfecta negativa. El concepto de correlacion es fundamental en el
analisis de regresion y describe la relacion entre dos variables. Se dice que dos

variables estan correlacionadas si los cambios en una variable estan asociados
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con los cambios en la otra variable. Otra parte muy importante del analisis
multivariante es el preprocesamiento de datos para la calibracion de modelos de

prediccion, los cuales se describen a continuacion.
1.4.3 Preprocesamiento de datos

A cualquier grupo de operaciones matematicas que se le apliquen a los datos
espectroscopicos, previo al analisis, es llamado preprocesamiento. El
preprocesamiento de datos mejora la exactitud y robustece nuestros andlisis
cuantitativos, haciendo que los datos analiticos sean mas faciles de entender y
procesar. El preprocesamiento puede separar la sefial del ruido, tomando ventaja

de las diferencias en sus propiedades.

Las propiedades utilizadas cominmente para estos propositos son: La informacion
contenida de la transformada de Fourier del espectro, la intensidad de la variancia
en la réplica del espectro, la intensidad de la variancia en un grupo de espectros
teniendo diferentes concentraciones del analito y conocimiento o patrones de

intensidad predecible en los espectros [56].

Centrado

El centrado de una variable consiste en la sustraccion del valor medio a todos sus
elementos. En el caso de los datos espectrales el centrado consiste en restar al
espectro de cada una de las muestras el espectro promedio. Este pre tratamiento
pone de relieve las diferencias entre espectros, al haber eliminado la tendencia

comun, es decir el espectro promedio [57].
Correccion de la linea base

Aparte del ruido contenido en el espectro o sefial medida, también puede contener
otras fuentes de variacion no relacionadas con la propiedad de interés, a estas se
les denominan variaciones de la linea base. El modelado explicito de la linea base,

es un método que consiste en aproximar la linea base del espectro, con una
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funcion polinomial, que se resta posteriormente al espectro, para obtener el

espectro corregido.

El caso méas sencillo seria el polinomio de grado O (constante), también
denominada offset correccion y consiste en restar a cada espectro la absorbancia
medida a una determinada longitud de onda. La seleccion de esta longitud de
onda se puede hacer en base al conocimiento quimico de la muestra, tomando la
longitud de onda de menor variabilidad entre muestras, o la longitud de onda que
al realizar un modelo PLS tiene un valor en “loadings” préximo a cero. Se puede
utilizar polinomios de grado superior, para adaptar la correccion a las

caracteristicas de la variaciéon de la linea base.
Derivadas

El uso de las derivadas permite diferenciar mejor los picos solapados y elimina
desplazamientos lineales y cuadraticos de la linea base. La primera derivada se
obtiene como la diferencia entre absorbancias, a dos longitudes de onda
consecutivas. La derivada reduce la correlacion entre variables, presenta el
inconveniente de magnificar el ruido en la sefial, por lo que habitualmente se
utilizan métodos de suavizado de la sefal. Derivadas de orden superior se
obtienen aplicando sucesivamente la derivada, sin embargo no suelen utilizarse a

orden superior a 2, ya que decrece la relacion sefial-ruido [58].

Normalizado

Es una familia de transformaciones, con el propésito de dar a los espectros, la
misma escala, la normalizacion utilizada en esta tesis es la mean normalization

(normalizacién media), donde el area bajo la curva de cada espectro es la misma.
Seleccién del conjunto de muestras de calibracion

Para la seleccion del conjunto de calibracién, también denominado conjunto de
entrenamiento, se deben contemplar todas las fuentes de variabilidad del sistema

[58], las cuales pueden ser fisicas o0 quimicas. Para este efecto se utilizan técnicas
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de seleccion de muestras basadas en el analisis de agrupaciones, con el fin de
seleccionar los espectros que representen en mayoria la poblacion total.

La presencia de agrupaciones importantes en el conjunto de calibracion puede
conducir a errores si no son tomadas en cuenta, por lo que es importante analizar
los datos con el fin de detectar alguna agrupacién importante, y definir si es
factible crear un modelo en general para todas las muestras 0 si es necesario
dividir en grupos las muestras y crear modelos de calibracion para los diferentes
grupos. La deteccion de agrupaciones puede realizarse mediante simple

inspeccion de los “scores”, al utilizar el analisis de componentes principales (PCA).
Establecimiento del modelo

En los modelos multivariantes, la concentracion o cualquier otra propiedad de la
muestra se modela en funcion de la respuesta, [59] en nuestro caso los espectros

NIR, mediante la siguiente expresion.
p
o= Xby +e,. (31)
j=1

Donde cy es la concentracion del analito k en la muestra, x; es la respuesta de la

muestra variable j, b , es el coeficiente que relaciona la variable pcon la

p.k

concentracion del analito y e, es el téermino del error no modelado por el modelo.

Utilizando una notacién matricial, en la etapa de calibracion con n muestras,

puede escribirse como:
c=XB+e. (32)

Donde c es el vector de las concentraciones del analito o medio turbio, para las n

muestras de calibracién, X es la matriz de espectros de las n muestras en las p

variables, B es el vector de los coeficientes de regresion 'y “e” es el error de los

residuales.
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Los métodos de regresion como PLS, solucionan los problemas de colinealidad
gue suelen ser comun en los datos espectroscépicos, debido a que la matriz de
respuestas X es descompuesta en factores ortogonales entre si.

Deteccion de “Outliers”

Una de las ventajas del analisis multivariante, frente a otras técnicas de analisis
univariante, es la capacidad de detectar “outliers” o mediciones inconsistentes con
el resto de las mediciones. La deteccidn de los “outliers” se lleva a cabo mediante
informacion obtenida en la etapa del establecimiento del modelo, utilizando la
informacion obtenida del “leverage” y los residuales, la deteccion de los “outliers”
es importante, ya que estos degradan la capacidad predictiva del modelo. El
‘Leverage” es una medida de la influencia de una muestra en relacion al modelo,
motivo por el cual, muestras con “leverage” alto estan muy alejadas del centro del
modelo y tienen gran influencia en el. Este valor se calcula mediante la siguiente

expresion
(7 -T)",. (33)

Donde t, representa el vector de “scores” de la muestra n, T es la matriz de

“scores” del modelo y N el numero de muestras de calibracion.

Los residuales son reflejo de la falta de ajuste al reconstruir el espectro con un

cierto niumero de factores o componentes principales (x =TP' ) es decir

E=X-TP" . (34)
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Validacion del modelo

Debido a que los modelos de calibracién como PLS no se apoyan directamente en
un modelo tedrico, y pueden incorporar variabilidad de los datos, no
necesariamente relacionada con la propiedad de interés, deben ser validados
cuantitativamente o cualitativamente. Esta validacion puede realizarse analizando
un grupo de muestras independientes al utilizado en la calibracién, con el fin de
gue no exista un error sistematico entre las predicciones que realiza el modelo y
los valores proporcionados por el método de referencia. También puede realizarse
mediante una validacion cruzada (Leave One Out Cross Validation). El valor del
coeficiente de correlacion (r) y el error cuadratico medio de la medicién (RMSEP),
son cantidades que nos indican el grado de concordancia entre las predicciones
del modelo y los valores del método de referencia, por lo cual nos dan
conocimiento de la validez del modelo para la prediccion.

Importancia de los fluidos y muestras bioldgicas utilizadas en esta tesis
Glucosa en sangre:

La glucosa o dextrosa es una azucar encontrada en las frutas y en la miel, es una
hexosa, como muestra la figura 7, es decir que contiene 6 atomos de carbono

(CsH1206), y es una aldosa, esto es, el grupo carbonilo esta en el extremo de la

molécula.
CH,OH
HO O H
H
OH H
H OH
H OH

Figura 7. Molécula de Glucosa.
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Todas las células del organismo necesitan que diariamente se les aporte energia
para que puedan trabajar de manera adecuada, regular funciones vitales como:
latido cardiaco, movimientos digestivos, respiracion, y control de temperatura
corporal, etc. [59]. La glucosa es una de las principales fuentes de energia, y es un
elemento perteneciente al grupo de los carbohidratos, los cuales estan formados
por carbono, hidrégeno y oxigeno. La glucosa es el compuesto orgdnico mas
abundante en la naturaleza, después de la celulosa [60]. EI monitoreo de glucosa
resulta de gran importancia para el control de funciones béasicas, asi como para el
control de enfermedades relacionadas con el aumento o disminucion de glucosa
en sangre. Con la diabetes es de suma importancia el monitoreo frecuente de
glucosa en sangre, es por ello la importancia de considerar variables importantes
en la medicidon por medio de espectroscopias, para la disminucion del error en la
lectura, en esta tesis se considero la variable de la temperatura como una variable
gue incide en las mediciones ya que influye en los resultados de prediccion de

cambios en concentracion de glucosa.
Anticuerpos:

Actualmente la deteccion de anticuerpos es realizada por métodos indirectos como
las pruebas seroldgicas, las cuales identifican el anticuerpo generado debido a la
presencia del antigeno. Los anticuerpos o inmunoglobulinas son un grupo de
glucoproteinas presentes en la sangre u otros fluidos corporales de los
vertebrados, disponiendo de una forma idéntica que actla como receptor de los
linfocitos B y son empleados por el sistema inmunitario para identificar y

neutralizar elementos extrafios tales como baterias, virus o parasitos.

Los anticuerpos son sintetizados por un tipo de leucocito denominado linfocito B,
existen distintas modalidades de anticuerpo, basadas en la forma de cadena
pesada que posean como se muestra en la figura 8, y se identifican como
inmunoglubulinas: 1gG, IgM, IgA, IgD, e IgE, estas 5 clases desempefian funciones
diferentes contribuyendo a dirigir la respuesta inmune adecuada para cada distinto

tipo de cuerpo extrafio que encuentren.
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Figura 8. Anticuerpo presente en el sistema inmune que responde a la presencia de un

antigeno.

Por otro lado, la espectroscopia Raman ha demostrado ser una herramienta
poderosa en el estudio de muestras biolégicas, ya que permite la caraterizacion de
tejidos y fluidos de forma mas rapida comparado con los métodos tradicionales de

diagnostico, debido a la minima preparacion de la muestra [61-64].
Exopolisacaridos (EPS)

Los EPS pueden ser considerados como el componente primario del biofilm,
pueden estar asociados con iones metalicos y cationes bivalentes, tener carga
neutra y carga polianidnica segun el tipo de exopolisacarido [66], lo que le permite
interactuar con diferentes antimicrobianos, de forma que estos pueden quedar

atrapados en la matriz son capacidad para actuar sobre las bacterias.

La arquitectura de la matriz no es sdlida por completo, las bacterias del biofilm
viven en torrentes celulares que se extienden en forma tridimensional desde la
superficie a la cual estan adheridas. Estos torrentes estan compuestos de
diferentes células bacterianas, tanto aerébicas como anaerodbicas, englobadas por
exopolisacéaridos, y separadas unas de otras por espacios intersticiales huecos,

llamados canales de agua, como muestra la figura 9 que permiten el flujo de
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liquido y actian como sistema circulatorio primitivo para el transporte y difusién de
nutrientes y oxigeno a las bacterias ubicadas en su interior, asi mismo,
contribuyen a un mecanismo para la remocion de productos de desecho
metabolico [ 67-68].

Figura 9. Formacion del Biofilm

Es por esto que es de suma importancia el estudiar este microorganismo cuando
se presenta en una comunidad tan especializada como lo es el biofilm, sobretodo
conocer los grupos funcionales de la barrera de exopolisacaridos por el mismo
microorganismo, ya que es esta misma la que impide que los antimicrobianos

entren en contacto con la bacteria.

En el siguiente capitulo se describe la parte experimental realizada en esta tesis
para las diferentes aplicaciones, como la calibracion de modelos de prediccion
para la deteccion de concentracion de glucosa en un phantom utilizando
espectroscopia NIR, la metodologia llevada a cabo para la deteccion de
anticuerpos al toxoplasma Gondii, y los pasos llevados a cabo para la
caracterizacion del biofilm, utilizando espectroscopia Raman, se describe también
la instrumentacion utilizada y los métodos de analisis multivariantes utilizados en

estas aplicaciones.
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2. METODOLOGIA DE PREPARACION DE MUESTRAS Y MEDICIONES
ESPECTROSCOPICAS

2.1 Instrumentacién NIR

Se utilizo la espectroscopia de absorcion en el cercano a infrarrojo (NIR) para
determinar el error “in vitro” de la prediccion de concentracion de glucosa en un
intralipido, debido al incremento de la temperatura, utilizando el espectrometro
Ocean Optics NIR512, con una lampara de Tungsteno-Halégeno Ocean Optics
LS-1 de 6.5 W, un medio turbio, y un termémetro, el diagrama del arreglo

experimental se muestra en la figura 10.
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Figura 10. Diagrama esquematico del arreglo experimental para medicion de cambios en
concentracion de glucosa y cambios en temperatura en phantom.
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2.2 Instrumentaciéon Raman

El equipo de espectroscopia Raman consiste en una fuente de Luz de radiacion
laser de 785nm a 300mW de potencia, la cual va a excitar a la muestra, la luz
dispersada por la muestra es colectada por un espectrometro, donde las
frecuencias Raman son detectadas por una camara CCD (de 256x1024 pixeles),
la cual convierte las sefiales luminosas en sefiales eléctricas, para ser procesadas
y finalmente observadas en una computadora, como se muestra en la figura 11.
Este equipo se utilizé para la medicion del Biofilm causado por la bacteria E.
faecalis.

Figura 11. Fotografia del arreglo experimental para la espectroscopia Raman
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Instrumentacién Raman para la deteccidén de anticuerpos

El equipo Raman utilizado en esta etapa de trabajo consiste en una fuente de
radiacion lineal polarizada de 514nm a 2.6W, la luz dispersada por la muestra es
colectada por un espectrometro, el cual se conecta a un filtro holografico “Notch”
(Kaiser Optical Systems HSPF-31453) para eliminar la radiaciéon Rayleigh,
posteriormente la radiacion Raman se hace pasar por una rejilla de difraccién o
monocromador, para ser separada en distintas longitudes de onda, donde son
detectados por una camara CCD (de 256 x 1024 pixeles), la cual convierte las
sefiales luminosas en sefales eléctricas, para ser procesadas y finalmente
observadas en una computadora, el diagrama esquematico se muestra en la

figura 12.
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Figural2. Diagrama esquematico del sistema experimental para la obtencién de los

espectros con micro-Raman.
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Para esta etapa de la tesis, ademas del espectrometro Raman, se utilizo el equipo
utilizado para la prueba serolégica ELISA, para detectar los anticuerpos IgG, e
[gM.

2.3 Mediciones con espectroscopia en el cercano a infrarrojo (NIR) para la

determinacion del error
Desarrollo experimental
Primera Etapa

Se preparé una soluciébn base de intralipido, a la que se le tomaron varios
espectros NIR modificando su concentracion desde 0 a 5000mg/dL en intervalos
de 500mg/dL, estos espectros se analizaron con la técnica de andlisis
multivariante PLS (Partial Least Square) y de componentes principales PCA
(Principal component Analysis) para verificar que los cambios espectrales eran

debido solamente a cambios en la concentracion de glucosa.
Segunda Etapa

Se obtuvieron los espectros “in vitro” de un intralipido, variando solamente la
temperatura desde 30°C a 50°C en intervalos de 2°C, los resultados se analizaron
en PLS y PCA para verificar que los cambios espectrales son debidos Uunicamente

a cambios en la temperatura.
Tercera Etapa

Se construyd un modelo de prediccion de la concentracion de glucosa, para una
solucion base intralipido a la que se le fue variando su concentracién, desde 0 a
3500mg/dL, en intervalos de 500mg/dL, a temperatura constante de 30°C, a la
tltima concentracion de 3500mg/dL se le incrementd la temperatura hasta
alcanzar los 48°C, en intervalos de 2°C, este ultimo procedimiento se repite 5
veces, para después estimar la prediccion de la concentracion de la glucosa con
los espectros obtenidos, utilizando el modelo de prediccion calibrado para una

temperatura constante.
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2.4 Mediciones Raman para la deteccion de anticuerpos

Las 12 muestras de suero utilizadas en este estudio se obtuvieron de mujeres
embarazadas del Hospital Materno Infantil y del Hospital Regional del area de
ginecologia y Obstetricia de la Cd. de Ledon Gto., de las cuales 7 muestras
resultaron negativas y 5 positivas a la presencia del anticuerpo IgG, anticuerpo
especifico contra la presencia del Toxoplasma Gondii, de acuerdo con los
resultados de la prueba de ELISA ( Diagnostic Automation, Inc. USA).

Cabe mencionar, que las muestras fueron obtenidas de un grupo de mujeres
embarazadas que cumplia con las siguientes caracteristicas: un nivel socio
economico similar, ninguna resulto positiva a los anticuerpos IgM, IgA contra el
toxoplasma Gondii. Y las que resultaron positivas, estuvieron en contacto con el

parasito antes del embarazo, siendo por ello inmunizadas.

Por otro lado, el numero de muestras utilizadas en este estudio es comun dentro
de las investigaciones de este tipo de enfermedades [68-70]. Para colectar el
espectro Raman, una gota de la muestra es colocada en un substrato de
aluminio, hasta tener una muestra sdlida, se colectan 15 espectros por muestra
desde diferentes zonas de la muestra, todos los espectros fueron tomados el
mismo dia bajo las mismas condiciones experimentales, los espectros Stokes

fueron colectados en un intervalo de 450-1850cm™, con una resolucion de 2cm™.

Un total de 180 espectros Raman fueron colectados de las 12 muestras, de las
cuales 105 espectros son negativos, y 75 a positivos. La adquisicion de datos se
realiz6 con el software GRAMS (version 3.04, Thermo Galactic, USA), el cual
también controlaba el instrumental. El preprocesamiento de datos como la
correccion de la linea base, el suavisado, y normalizacion se realizé con el Origin
(Versién 6, Microcal, USA), y las derivadas y el analisis de componentes
principales se realiz6 con el software de Unscrambler TM (Versién 8. CAMO,

Norway).
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La correccion de la linea base se aplicd a los espectros Raman para eliminar la
contribucion de fluorescencia, utilizando la funciéon polinomial de segundo grado
con 15 puntos. Después los espectros fueron suavizados utilizando el método de
suavizado por promedio adyacente, con 10 puntos para promediar. Los espectros
fueron normalizados aplicando la transformacién de maxima normalizacion.
Finalmente, la segunda derivada de los espectros Raman se aplico utilizando el
algoritmo Savitzky- Golay de funcién polinomial de segundo orden con 5 puntos de
ventana, y previo al analisis multivariante los espectros Raman se centraron y

escalaron con 1/SDev.

Se utilizé andlisis de componentes principales (PCA) para identificar el
agrupamiento entre muestras positivas y negativas, asi como el analisis de los
loadings y PC’s que nos muestran las regiones espectrales en donde se estan
dando las mayores intensidades, y conocer los grupos funcionales a que

pertenecen estas frecuencias.
2.5 Mediciones Raman para el analisis del Biofilm

El equipo de espectroscopia Raman utilizado consiste en una fuente de Luz de
radiacion laser de 785nm a 300mW, que es la que va a excitar a la muestra, la luz
dispersada por la muestra es colectada por un espectrometro, donde las
frecuencias Raman son detectadas por una camara CCD (256 x 1024 pixeles), la
cual convierte las sefiales luminosas en sefales eléctricas, para ser procesadas y

finalmente observadas en una computadora, la resolucién del equipo es de 15cm™
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Se tomaron muestras de pacientes que acudieron a la clinica de la Maestria en
Endodoncia de la UASLP, los cuales presentaban sintomatologia dolorosa
después del tratamiento de conductos. Las muestras se introdujeron en una
camara de anaerobiosis (MAIC/2000 COY Laboratory) se incubaron por 48 horas 'y
se inocularon en placas de Agar de CDC anaerdbico y en placas de agar CDC
anaerdbico con 5% de sangre de carnero (BBL Becton Dickinson de Mexico, SA
de CV).Con las colonias desarrolladas se prepararon muestras para asegurar que
se trataban de E. faecalis, se tifieron con tincion de Gram y se observaron al
microscopio de luz. A través de estas observaciones se pudo apreciar la
presencia de cocos Gram positivos, que por medio de pruebas bioquimicas por
MicroScan fueron identificados como Enterococcus faecalis. Una vez identificada
la cepa se conservo por medio de resiembras periddicas en tubos de Tioglicolato
enriquecido y placas de CDC anaerobico en condiciones de anaerobiosis a 37 °C.

De esa manera se mantuvo en condiciones Optimas para su posterior utilizacion.
Se utilizé un sistema de flujo continuo por goteo, el cual se incubé en camara de
anaerobiosis para simular las condiciones del sistema de conductos y observar el
comportamiento del microorganismo sobre la dentina en condiciones in vitro. En la
siguiente parte de esta tesis, se presentan los resultados experimentales
obtenidos para la obtencion del “error” en la prediccion de concentracién de
glucosa debido al incremento de temperatura, asi como las agrupaciones de las
muestras que resultaron positivas o negativas al anticuerpo del toxoplasma gondii,
también se muestra los resultados de las asignaciones encontradas para el biofilm

formado por la bacetria E. faecalis.
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3. ANALISIS
MULTIVARIANTE Y
DISCUSION DE
RESULTADOS
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3 ANALISIS MULTIVARIANTE Y DISCUSION DE RESULTADOS
3.1 Determinacion del error “in vitro” con espectroscopia NIR

Como hemos mencionado anteriormente, el monitoreo continuo de glucosa en
sangre es importante en pacientes con diabetes, y actualmente las mediciones de
cambios en concentracion de glucosa se realizan utilizando métodos
electroquimicos o enziméticos por medio de la extraccién de sangre utilizando
agujas o lancetas, razon por la cual se han venido desarrollando nuevos métodos
menos invasivos, como las espectroscopias, que nos presentan un método no
invasivo y sin el uso de muchos reactivos, sin embargo ninguno de los métodos ha
tenido éxito con la exactitud requerida para uso clinico, ya que es importante
considerar varios factores que influyen en la medicién, tales como posicion de la
sonda, grueso de piel, temperatura, etc. En esta parte de la tesis se describen los
experimentos realizados para tomar en cuenta uno de estos factores importantes a
considerar al momento de realizar una medicidbn con espectroscopias para la
prediccién de cambios en concentracion de glucosa, este factor es la temperatura,

variable importante en las mediciones con espectroscopia NIR.
Resultados de la primera etapa

Se utilizé un phantom de tejido, ya que puede usarse como medio dispersor de luz
en NIR, ya que tiene las propiedades Opticas muy similares a las de tejido

humano [72], como se muestra en la figura 13.
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Figura 13.. Espectro NIR de tejido humano y del phantom de tejido.

Al phantom de tejido se le cambid la concentracion desde los Omg/dL hasta los
5000mg/dL, en intervalos de 500mg/dL, manteniendo la temperatura constante a
30°C, como se puede apreciar en la figura 14, donde observamos que hay un
desplazamiento vertical del espectro debido al incremento de la concentracion de
la glucosa.
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Figura 14. Espectro de absorcion NIR para diferentes concentraciones de glucosa.

Utilizando un modelo de regresion PLS para la prediccion de la concentracion de
glucosa, encontramos un coeficiente de correlacién r? de 0.96 y un RMSEP de
132.43 mg/dL. Este coeficiente de correlacion nos indica que los cambios
espectrales estan fuertemente relacionados con los cambios en la concentracion

de glucosa, como se aprecia en la figura 15.
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Figura 15. Relacion de la prediccion de la concentracién de glucosa y la de referencia.

Una vez que se obtienen los espectros para diferentes concentraciones de
glucosa, se realiz6 un analisis de componentes principales, este analisis nos
indicdé que los cambios espectrales estan relacionados Unicamente con cambios
en concentracion de glucosa, ya que se obtiene una relacién de PC1 y PC2 donde
PC1 explica el 100% de la varianza total asociada con el incremento de la

concentracion de glucosa, como se muestra en la figura 16.
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Figura 16. PC1 &PC2 para diferentes concentraciones de glucosa.

Resultados de la segunda etapa

En esta segunda etapa, se busco ver los cambios espectrales debido unicamente
a cambios en la temperatura, asi que se utilizé un phantom sin azucar, al que se le
fue variando la temperatura desde 30°C a 50°C, en intervalos de 2°C, se observo
un cambio en la intensidad de absorbancia, debido Unicamente al incremento de la

temperatura como se aprecia en la figura 17.
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Figura 17. Espectros de absorcién NIR de la solucién del phantom para diferentes

temperaturas.

Con los resultados de los espectros en NIR, para diferentes temperaturas, se
realiz6 un analisis de componentes principales, para identificar que los cambios
espectrales se estaban dando debido Unicamente al cambio en la temperatura, se
grafico la relacion de PC1 contra PC2, donde PC1 explica el 91% de la varianza
total, y PC2 el 9%, como se muestra en la figura 18, estos resultados nos indican
gue los cambios espectrales estan muy relacionados con los cambios en

temperatura del Phantom.
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Figura 18. Relacién de PC1 versus PC2 para cambios de temperatura en los espectros

NIR del phantom.

Para corroborar todavia mas estos resultados, se construyd un modelo de
regresion PLS con los resultados de los espectros para diferentes temperaturas,
encontrando un coeficiente de correlacién r? de 0.99 y un RMSEC de 0.49°C, este
coeficiente nos indica que las variaciones espectrales estan fuertemente

relacionadas con los cambios de temperatura, como se aprecia en la figura 19.
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Figura 19. Relacion entre las temperaturas de referencia y las de prediccion.

Resultados de la tercera etapa

El desarrollo de esta siguiente etapa, nos da respuesta a si la temperatura influye
en la prediccion de cambios en concentracion de glucosa, para ello, se cambié la
concentracion de glucosa del phantom desde 0 a 3500mg/dL en intervalos de
500mg/dL, a una temperatura constante de 30°C, para 8 mediciones. A la dltima
concentracion (de 3500mg/dL) se le incrementd la temperatura en intervalos de
2°C, hasta alcanzar los 48°C, este procedimiento se realizé 5 veces, con la misma
concentracion de 3500mg/dL, después la concentracién de glucosa fue estimada
para cada espectro, al que se le incrementé la temperatura, utilizando el modelo
de prediccidon calibrado para una temperatura constante, los resultados de las
predicciones de la concentracién de glucosa, en base al modelo de la prediccion

calibrado para una temperatura constante, se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Resultados de la prediccion en las concentraciones de glucosa, para diferentes

temperaturas.
Prediccion de concentracion (mg/dL)

Temperatura | Experimento | Experimento | Experimento | Experimento | Prediccion

o) 1 2 3 4 promedio
(mg/dL)

30 4919 5051 4955 4753 5011.33
32 5218 5170 5160 5623 5282.25
34 5338 5475 5097 5537 5366.25
36 5466 5542 5491 5619 5535.75
38 5543 5718 5374 5700 5589.25
40 6255 5796 5439 5892 5851.5
42 6017 5879 5442 5918 5825.75
44 6036 6034 5508 5919 5867.25
46 6170 5793 5532 5916 5585.75
48 6238 6123 5590 5924 5985
50 6422 6117 5771 5849 6007.5
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Con los resultados obtenidos en la tabla 2, se calcul6 el error medio inducido por
la temperatura en las predicciones de las concentraciones de glucosa, el cual lo

obtuvimos de la siguiente forma:

Ec = Z[Al'l'jx (% =%, )

Donde E;-c es el error inducido por 1°C, X, es el valor de la prediccion de glucosa
en T,, X;es el valor de prediccion de glucosa en Ty, Y Tiin €S la temperatura final
para la i-ésima medicién, T, es la temperatura original, y n es el nimero de

predicciones obtenidas.

El error por grado centigrado, se calculo de la siguiente forma:

Erve = Z[,Ui(Em) (35)

Donde N es el numero de experimentos realizados, E;.. es el error en la

temperatura por grado centigrado.
Los resultados muestran que un incremento en la temperatura de 1°C induce un

error en la prediccidn de la concentracion de glucosa de 80.5 mg/dL.

El error sistematico, o el Bias, representa la diferencia entre los valores medidos y

los valores de prediccion, se calcula:

E— [;jz(y ~v.) (36)
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Donde y, es la prediccion promedio para cada 2°C de temperaturay y, esla

medicion, es decir 5000mg/dL, obteniéndose un error Bias de 627.98 mg/dL contra
el error reportado de Masatoshi [73] de 500mg/dL, para el error de prediccion de
concentracion de glucosa por simulacién, estos resultados se realizaron de forma
experimental y nos indican que si influye el incremento de la temperatura en la

medicién de cambios en concentracion.

Conclusiones particulares del error inducido debido al incremento de la
temperatura:

Con los resultados de los cambios espectrales debido a variaciones en la
temperatura, encontramos un r’> de 0.99, por lo que podemos decir que estan

fuertemente relacionados solamente con los cambios en la temperatura.

De forma similar, con los resultados obtenidos para los cambios en la
concentracién de glucosa, encontramos un r? de 0.99, lo cual nos indica que los
cambios espectrales si estan fuertemente relacionados Unicamente a los cambios

en concentracion de glucosa.

Encontramos también que el error en la prediccion de la concentracion de glucosa
debido al incremento de la temperatura de 1°C es de 80.5 mg/dL, por lo que
podemos decir que la espectroscopia NIR es sensible a cambios en la
temperatura, y que la temperatura representa un factor externo de importancia que

debe ser considerado a la hora de calibrar modelos de prediccion.
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3.2 Utilizacion de la espectroscopia Raman y analisis multivariante para la
deteccion de anticuerpos

Como se menciond anteriormente, los diagndsticos clinicos para identificar
infecciones en el organismo humano, actualmente se realizan por métodos
serolégicos, los cuales detectan los anticuerpos especificos a un agente agresor
como una bacteria o virus, estas técnicas requieren de algunos reactivos y de
tiempo para realizarse, en esta parte de la tesis mostramos los resultados
realizados con espectroscopia Raman como una técnica alternativa para la
deteccion de anticuerpos, y el uso del andlisis multivariente para identificar en los
resultados semejanzas o diferencias entre muestras. Cabe mencionar que los
resultados se comparan y se toma como referencia la prueba de ELISA que

actualmente se utiliza con este fin.
Resultados

Antes de realizar un analisis multivariante, los espectros Raman colectados fueron
analizados visualmente para comparar diferencias espectrales entre las muestras,
tales como diferencias entre picos, desplazamiento entre bandas o cambios en
intensidad, los cuales podrian indicar la presencia o ausencia de anticuerpos del
T. Gondii.

La figura 20 muestra el promedio de los espectros Raman, y las desviaciones

estandar de las muestras positivas y negativas, respectivamente.

La diferencia mas importante entre las muestras positivas y negativas se relaciona
con cambios en la intensidad Raman, ya que no existen bandas adicionales o
desplazamientos observados al comparar el promedio de los espectros de

muestras positivas con las negativas.
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Con respecto a las bandas que se observan en el espectro promedio de las
muestras positivas, las regiones de 1533 y 1166cm™ son aproximadamente 1.5
veces mas grande que el promedio espectral de las muestras negativas. La region
de 1533cm™ esta asociado con el modo vibracional de la molécula beta-caroteno,
la cual puede estar relacionada con la presencia del anticuerpo del Toxoplasma
Gondii. El pico en la regién 1166cm™ se asigna a modos vibracionales de la
tirosina y triptophan, del grupo de los aminoacidos que forman las proteinas,

presentes en la estructura de los anticuerpos.

Identificando las regiones en las que se estaban dando cambios en intensidad
(1166, y 1533cm™), se recorto la regién de (450-1850cm™) a un rango de (1150-
1560cm™) para realizar un andlisis de componentes principales (PCA).
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Figura 20. Espectro promedio de los resultados a) positivos y b) negativos al toxoplasma

Gondii, la regiébn sombreada representa la desviacion estandar.

Como hemos mencionado, PCA es una técnica de analisis multivariante, que
reduce la dimensionalidad de los datos, utilizada para determinar agrupaciones,
patrones, similitudes o diferencias entre las muestras. La primer componente
principal (PC1) explica la mayor cantidad obtenida de la varianza total. El siguiente
factor (PC2) explica la mayor cantidad obtenida de la varianza total no contenida
en PC1, los sucesivos factores explican cada vez menos informacion. Los scores
capturan la estructura de las filas (muestras) permitiendo establecer relaciones
entre muestras, y la deteccion de muestras discrepantes y agrupaciones entre
ellas. El uso de las derivadas sucesivas consigue diferenciar mejor los picos
solapados, y elimina desplazamientos lineales, por lo cual utilizamos la segunda
derivada de los espectros Raman para obtener una discriminaciéon de las

muestras.
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Las figuras 21 y 22 muestran los resultados de la 22 derivada para PC1&PC2,
PC1&PC3, PC1&PC4, y PC1&PC5, donde PC1 representa el 10%, PC2 el 8%,
PC3 el 5 %, PC4 el 4%y PC5 el 2% de la varianza total. Los bajos porcentajes en

la varianza se atribuyen a la complexidad de la informacion de los espectros.

Las graficas de PCA muestran una clara discriminacion entre muestras positivas y
negativas. La linea continua indicada en las graficas fue calculada para evaluar la
sensitividad y especificidad del método. Esta linea se obtuvé utilizando el software
de Matlab (version 6.1, Math Works, USA) utilizando discriminacion lineal,

utilizando la programacion cuadréatica para dos clases.

Con los resultados obtenidos del anélisis de PCA se calculo la sensibilidad y la
especificidad de diagndstico donde:

La sensibilidad es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo
enfermo, es decir, la probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en la
prueba un resultado positivo. La sensibilidad es, por lo tanto, la capacidad del test

para detectar la enfermedad.

La especificidad es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo
sano, es decir, la probabilidad de que para un sujeto sano se obtenga un resultado
negativo. En otras palabras, se puede definir la especificidad como la capacidad

de detectar a los sanos.
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Figura 21. Analisis de componentes principales (PCA) de los espectros de suero con

presencia y ausencia del anticuerpo al T.gondii, a) PC1&PC2, b) PC1&PC3.
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Figura 22. Analisis de componentes principales (PCA) de los espectros de suero con
presencia y ausencia del anticuerpo al T.Gondii ¢) PC1&PC4, d) PC1&PC5.
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Los valores de la sensibilidad y la especificidad fueron calculados con las

siguientes férmulas:

T
Sensibilidad =| —— . |x100% (37)
Fony +Tie
o Ty
Especificidad =| — 2 [x100% (38)
Fie) + T

Donde:

T(») representa clasificaciones para ambas técnicas (espectroscopia y la prueba de

ELISA) como positivas.

F) corresponde a la clasificacion como positiva por espectroscopia y negativa por

la prueba de ELISA.

Fn) corresponde a una clasificacion negativa por espectroscopia y positiva por la

prueba de ELISA.

Ty clasificada por ambas técnicas (espectroscopia y la de ELISA) como

negativas.

Los resultados de la sensibilidad y la especificidad obtenidos del andlisis de

componentes principales, se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4. Valores experimentales de la Sensitividad y especificidad de los PC’s

Scores Sensitividad (%) Especificidad (%)
PC1&PC2 84 97
PC1&PC3 95 98
PC1&PC4 78 98
PC1&PC5 85 99

Después de analizar las graficas de los componentes principales, con la
informacion relacionada con la discriminacion entre muestras, se procedié a
realizar un andlisis de las graficas de loagings para PC1, con el fin de localizar las
regiones espectrales asociadas con la presencia o ausencia de anticuerpos al
toxoplasma Gondii. Las graficas de los loadings pueden definirse como una
relacion entre las variables originales y las componentes principales, que retienen
la relacion entre las variables (longitudes de onda), por lo que mostramos en

donde se dan con mayor intensidad esos picos.

Las figuras 23(a) y (b) son las graficas de los loadings de los PC1 y la media de
los espectros Raman. Las tres regiones enmarcadas en rectangulos localizados
en: 450-700cm™, 1100-1200cm™, y 1400-1600cm™, fueron identificados como
aquellos que tienen la mayor contribucion en las variables. Las mas altas
intensidades en los loadings representan las diferencias significativas para la

descrimicacion [74].
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Estas tres regiones corresponden a las asignaciones de Tirosina(Tyr), de
fosfolipidos (Phe), S-S-y C-S, C-C, amino&cidos arométicos, CH, pirimidina, beta-
carotenos y Tryptophan (Trp), de acuerdo a lo reportado con las frecuencias
Raman para anticuerpos por Darvin y Pézolet, [75-76]. Estas tres zonas
corresponden a frecuencias vibracionales asociados con aminoacidos presentes

en las cadenas de los anticuerpos de acuerdo a lo reportado por Tsuboi [77].

Estos resultados sugieren que la informacion contenida en PC1 esta fuertemente
relacionada con la informacion espectral de los anticuerpos presentes en las
muestras de suero, y la influencia de estos grupos para poder discriminar entre

muestras positivas y negativas al T. Gondii.
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Figura 23. Relacion entre los loadings de los espectros Raman derivados, y los valores
de PC1. (a) Los picos con mayor amplitud representan la ubicacién de las diferencias
significativas entre las muestras de suero positivas y negativas, (b) espectro promedio
derivado de las muestras de suero positivas y negativas, donde las regiones encerradas
en los recuadros representan las frecuencias donde se ubicaron los mas importantes

cambios para el modelo y discriminar entre las muestras de suero

Algunos de los desplazamientos Raman que obtenemos de los loadings, nos
muestran amplitudes en donde se dan las mayores intensidades Raman vy
representan las asignaciones mostradas en la tabla nimero 5, las bandas
obtenidas en los espectros Raman corresponden a carbohidratos, proteinas y

aminoéacidos contenidos en los anticuerpos.
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Tabla 5. Asignhacion de las frecuencias para los Loadings.

Desplazamiento

Raman (cm-1) Asignacion
713 (650-730) Hidrocarbonos [78]
851 (789-861) Proteinas de acidos nucleicos
[79]
1037 (100-1300) C-C[78]
1154 (1140-1300) P=0 [79]

Typ, Phe, Acidos amino

aromaticos, C- C [79]
1174 (1162-1184)

1445 (1250-1500) CH2, CH3, Betacaroteno,
Pirimidina, Fosfolipidos [80]

1548 (1500-1690) Triazinas [78]

1660 (1656-1690) Amida | [78]
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Conclusiones especificas para la deteccion de anticuerpos:

La espectroscopia Raman es una técnica con la que es posible detectar la
presencia de anticuerpos en suero sanguineo, para los antigenos especificos al
toxoplasma Gondii. Con PLS es posible predecir muestras de diferentes
concentraciones, y con PCA la primera componente describe el mayor porcentaje
de la varianza total de los datos, y tanto con PLS y PCA es posible distinguir entre

muestras positivas y negativas.

Obtuvimos también una alta sensitividad y efectividad con los resultados para PLS
y PCA, lo que indica una distincién entre muestras positivas y negativas.

Con los resultados de los Loadings, observamos que los mayores cambios en
intensidad se dan en los desplazamientos Raman correspondientes a

polisacaridos, betacarotenos, citosinas, guaninas, y lipidos C-O.

Podemos decir que Raman es una técnica alternativa para la deteccion de
anticuerpos y que junto con las técnicas de analisis multivariante de PLS y PCA
podemos diferenciar entre muestras positivas y negativas, ademas de poder

predecir diferentes concentraciones de IgG, Igm, e IgA.
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3.3 Espectroscopia Raman para el analisis del Biofilm

Como habiamos mencionado, los biofilms bacterianos son en si comunidades
bacterianas englobadas en una matriz de exopolisacaridos, y hasta el momento
los resultados obtenidos para identificar esta matriz de exopolisacaridos en el area
de endodoncia era por medio de microscopia electrénica de barrido, por lo cual se
introduce en esta parte de la tesis el uso de la espectroscopia Raman como una
herramienta para identificar los grupos funcionales que forman dicha matriz. El
siguiente espectro mostrado en la figura 24 nos muestra el resultado del espectro
Raman del Biofilm, con algunos picos interesantes, correspondientes en general a
la presencia de estructuras quimicas de azlcares, como se esperaba y se
confirmo también con los resultados del microscopio electronico de barrido en la
figura 25. Cabe mencionar como relevancia que muchos estudios del Biofilm se
han basado en observaciones al MEB (Microscopio Electronico de Barrido)) sin
definir quimicamente la estructura de la matriz, en este estudio se utilizo la
espectroscopia Raman para definir los grupos funcionales que forman el Biofilm,
ya que su utilizacion en el area odontoldgica ha sido muy escaza a pesar de sus
bondades que ofrece esta técnica, Spencer et al [25] utilizO este sistema para leer
estructura dentinaria posterior a la aplicacion de adhesivos dentinarios y Kwon et
al [24] para ver cambios en la composicion del hidroxido de calcio después de la

colocacion intraconducto en casos de necrosis.
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Figura 24. Espectro Raman del Biofilm

Los resultados del espectro Raman del Biofilm nos muestran los grupos

funcionales que producen las bacterias E. faecalis.
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Figura 25. SEM del Biofilm construido por la bacteria E. faecalis a 2um.

Los resultados del SEM (Scanning Electron Microscopy) muestran la presencia de
residuos de bacetrias E. Feacalis, asi como también se ve claramente la formacion

del biofilm y los canales de irrigacién tipicos en una matriz de exopolisacéaridos.

En la tabla nim. 5 se muestran los resultados de las asignaciones
correspondientes a algunas frecuencias del espectro Raman de la matriz de
exopolisacéaridos producidos por la bacteria E. faecalis, los cuales coinciden con

los resultados que muestra el SEM.
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Tabla 5. Asignaciones Raman para el espectro Raman del biofilm producido por la

bacteria E. faecalis.

FRECUENCIA RAMAN EN cm-1

ASIGNACIONES RAMAN

422

(C-C-0) + (C-C-C)
[81]

492

C-C-C, C-C-0, C-C
[82]

514

(C-C-0) + (C-CC)
[82]

541

En 540cm-1 esta C2- C(1)- O1
[82]

590

De 200 a 600 esta la presencia de C-
C-C,yde C-C-O,C-CyC-O
Ref. Manual pag 416 o bien

Grupo OH
[82]

642

Movimiento CH o (hidrocarbonos)
[78]

675

(500-700) movimiento de (triple
enlace) CH
(650-730) hidrocauburos
578-700 acetilenicos con triple
ligadura
[78]

744

(700-900CM-1)Movimiento CH
aromaticos
[78]

778

Movimiento CH aromaticos, o de
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Movimiento CH
[78]

Hidrocarbonos
[78]

C-C, o bien Acido nucleico O-P-O

[79]
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1311 CHoy, proteinas, o acidos nucleicos, o

bien CH; y movimiento CH

[78]

C=C y C=N o bien olefinas

[78]

1640 C=Cy C=N,[77]
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1746.7 (1550-1900cm-1) grupos carbonilos
dentro de esteres saturados 'y 1725
para aldehidos

[78]

1816 (1150-1900cm-1) C=0 componentes
carbonilos

[78]
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Conclusiones especificas para el andlisis de biofilm

En los resultados del espectro del Biofilm, la region mas importante esta entre los
700 y 1700cm™, porque los grupos caracteristicos de los azlicares se presentan
en esta regién, y como parte relevante el pico de 1274cm™ corresponde a el grupo
funcional C¢OH, descrito como una cetohexosa, caracteristico de azucares, de tal
forma que las asignaciones encontradas para la matriz del Biofilm formado por la
bacteria E. faecalis corresponden a los grupos funcionales de los azlcares como
se esperaba, asi como la presencia de citosina y uracil en 778 cm™ indicadores de
la presencia de ADN propio de la bacteria, y en 924cm™, C-C, C-H, C-C-O
caracteristico de carbohidratos, resultados que se corroboran con las imagenes
del microscopio Electronico de barrido, donde se observa la matriz de

exopolisacéaridos y residuos de bacterias.

En el siguiente capitulo se describen las conclusiones generales de este trabajo
de investigacion doctoral, en funcion de los mdultiples resultados obtenidos para las
diferentes aplicaciones, en la parte final se anexan perspectivas para este trabajo,
el titulo de un articulo publicado durante el transcurso y elaboracion de la tesis,

anexos Y las referencias bibliograficas.
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CONCLUSIONES

La espectroscopia Raman y el analisis multivariante son herramientas Gtiles para
el analisis de muestras biologicas, de tal forma que hemos podido identificar el
error introducido en el incremento de 1°C en temperatura, para la determinacién
de concentracion de glucosa es de 80.5mg/dL. Cabe mencionar que este es un
resultado experimental in vitro, utilizando un phantom como base para cambios en
concentracion de glucosa. El error sistematico o Bias de estos resultados
experimentales es de 627.9 (mg/dL) contra lo reportado en un sistema de
simulacion por Masatoshi, que reporta un error de 500 (mg/dL) por 1°C. Este
resultado es de relevancia cuando se quiere predecir los cambios en
concentracion de glucosa, ya que incluir el factor de temperatura es importante en

los sistemas de espectroscopias.

Con respecto a los resultados de identificacion de anticuerpos por medio de
espectroscopia Raman, fue posible identificar diferencias en intensidades Raman
entre muestras positivas y negativas de anticuerpos especificos al Toxoplasma
Gondii, comparando los resultados con los analisis bioquimicos como referencia
de oro, encontramos con espectroscopia Raman un 96% de sensitividad y un
100%. De acuerdo con estos resultados, la Espectroscopia Raman es una
herramienta alternativa para la determinacion de presencia o ausencia de
anticuerpos de una forma directa y sin la utilizacion de muchos reactivos como los
gue se utilizan actualmente en analisis bioquimicos, ya que los resultados de los
espectros Raman de las muestras nos muestran informacion de los grupos
funcionales encontrados en los anticuerpos como animoacidos, fosfolipidos,
carbohidratos, betacarotenos, etc. Los cuales fueron utilizados para identificar la
presencia o ausencia de anticuerpos mediante analisis de componentes

principales (PCA).
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Con respecto a los resultados del estudio del biofilm, hasta ahora muchos
estudios se han basado solo en la observacion al MEB (Microscopio Electrénico
de Barrido), sin definir quimicamente la estructura de la matriz, en este estudio, se
utilizé la espectroscopia Raman con la que fue posible identificar los grupos
funcionales que conforman al Biofilm, donde las regiones de las asignaciones
Raman encontradas corresponden a carbohidratos y residuos de ADN debido a la
presencia de bacterias en la superficie del biofilm. Estos resultados se
corroboraron con los resultados obtenidos con el microscopio electrénico de
barrido, donde se observan los residuos de bacterias E. faecalis, y el biofiim ya

maduro formando una capa de exopolisacaridos.

Podemos decir que las técnicas espectroscopicas y los meétodos de analisis
multivariante son técnicas confiables para la identificacion o cuantificacion de
fluidos bioldgicos, en base a los resultados obtenidos, comparando las referencias
de oro utilizadas en los analisis bioquimicos y los resultados de los datos

espectroscopicos de las muestras bioldgicas.
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PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

En futuros trabajos se evaluard la factibilidad de la espectroscopia Raman y
analisis multivariante para discriminar entre muestras biolégicas con anticuerpos
para diferentes antigenos, Por ejemplo el de Citomegalovirus, o para discriminar
entre diferentes isotipos de anticuerpos, como el IgG, IgM e IgA, en muestras
biolégicas. Cabe mencionar que ya se inici6 a manera de prueba, un andlisis entre
diferentes cepas para la bacteria E. coli, y un analisis para biofilms formado por
diferentes bacterias, con la E. faecalis y con Candida, utilizando espectroscopia
Raman, y donde se perciben diferencias en los resultados de componenets

principales.
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ANEXOS

Articulo de investigaciéon

Uso de la espectroscopias Raman y quimiometria aplicada al estudio de muestras
de suero con y sin anticuerpos especificos al Toxoplasma Gondii.

R. Avila-Rodriguez, C. Araujo-Andrade, C. Frausto-Reyes, J. L. Pichardo-Molina, G.
Barbosa-Sabanero, J. R. Martinez, Facundo Ruiz and R. lvanov Tzonchev.

Aceptado para su publicacién en la revista Tends in applied Spectroscopy en
Agosto de 2008.
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ANEXO

Drfg imsl Camemunication

Raman spectroscopy and chemometrics applied to the
study of serum samples with and without antibodies
against Toxoplasma gondii

R. Avila-Rodriguez:, C. Araujo-Andradez, C. Frausto-Reyess, J. L. Pichardo-Molinas,
G. Barbosa-Sabaneros, J. R. Martinezs,*, Facundo Ruizs and R. Ivanov Tzonchev:

1Programa de Posgrado en Ingenieria Eléctrica, Facultad de Ingenieria, Universidad Auténoma de
San Luis Potosi. Av. Salvador Nava S/N, Zona, 2Unidad Académica de Fisica de la Universidad
Auténoma de Zacatecas. Zacatecas, Zac, :Centro de Investigaciones en Optica, A. C, Loma del
Bosque No0.115, Col. Lomas del Campestre, C. P. 37150, Ledn Gto, 4 Instituto de Investigaciones
Médicas, Facultad de Medicina de la Universidad de Guanajuato. 20 de Enero 929, Col. Obregon.
C.P. 37320. Lebn, Gto, sFacultad de Ciencias, Universidad Autonoma de San Luis Potosi, 78000
San Luis Potosi, S.L.P., México

ABSTRACT

Clinical diagnosis of Infections generally is realized by means of serological methods, which
detect and identify the specific antibodies in tissue fluids associated to a pathogen like bacteria,
virus or exotoxins. Antibodies are proteins present in the tissue fluids of our bodies that aid to the
elimination or neutralization of pathogens or antigens. On the other hand, the serological

methods require chemical reagents, special simple preparation and are time consuming to detect or
identify the antibodies. In this work, samples of human serum have been studied by Raman
microscopy. Spectra were obtained at excitation wavelength of 514 nm. The Raman spectra of
serum contain multiples bands due to serum components such proteins, amino acids,
carbohydrates and carotenoids. The results obtained by Multivariate classification, i.e. principal
component analysis (PCA) and Fisher’s linear discriminant, suggest that is feasible discriminate
between serum samples with or without antibodies against Toxoplasma gondii.

KEYWORDS: antibodies, human serum, principal component analysis, Raman microscopy,
Toxoplasma gondii
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