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1. RESUMEN

El descubrimiento del efecto Raman y sus aplicaciones al campo de la espectroscopia
supusieron una revolucién en este dmbito de la ciencia ya que por un lado permiten la
obtencidn de lo que denominan las ‘huellas dactilares’ de los compuestos quimicos y por otro
sus ventajas, como la sencillez de la técnica, la no invasividad ni destruccidén de las muestras
o la rapidez de los andlisis, la hicieron postularse como una técnica muy prometedora, sin
embargo algunos de los inconvenientes que presenta como el problema con la fluorescencia
en la deteccidn frenaron el desarrollo de la tecnologia y las aplicaciones cuya base fuera este
efecto de la luz. Con el paso de los afios, nuevos avances en la espectroscopia Raman
permitieron ir solventando los problemas referentes a esto, aunque a dia de hoy no todos se
hayan solucionado, y con ello se iniciarian los estudios de las posibles aplicaciones del efecto
Raman. Entre estas aplicaciones surgidas encontramos que en la biomedicina la
espectroscopia Raman ha permitido el diagndstico de multitud de enfermedades como el
cancer o enfermedades neurodegenerativas, en la industria farmacéutica ha permitido
avances en la investigacion de nuevos farmacos, en su produccion e incluso en la mejora de
los controles de calidad de los procesos industriales; dentro de las ciencias forenses ha
permitido mejorar la obtencién de pruebas forenses de diferente indole o incluso e
arqueologia o en el arte puede usarse como herramienta de analisis en obras pictdricas o en
hallazgos arqueoldgicos, aun asi se espera que el desarrollo de esta técnica en el futuro genere
nuevas aplicaciones y hallazgos cientificos de gran relevancia.

ABSTRACT

The discovery of the Raman effect and its applications to the field of spectroscopy represented
a revolution in this field of science since on the one hand they allow obtaining what they call
the 'fingerprints' of chemical compounds and on the other their advantages, such as the
simplicity of the technique, the non-invasiveness or destruction of the samples or the speed
of the analyzes, made it postulate as a very promising technique, however some of the
drawbacks that it presents, such as the problem with fluorescence in detection, slowed the
development of technology and applications based on this light effect. Over the years, new
advances in Raman spectroscopy allowed solving the problems related to this, although today
not all have been solved, and with this, studies of the possible applications of the Raman Effect
would begin. Among these emerging applications we find that in biomedicine Raman
spectroscopy has allowed the diagnosis of different diseases such as cancer, in the
pharmaceutical industry it has allowed advances in the investigation of new drugs, their
production and even the improvement of quality controls Of the industrial processes, within
forensic sciences it has allowed to improve the obtaining of evidence in crimes of different
nature or even and archeology or art can be used as an analysis tool in works of art or
archaeological findings, even so it is expected that the development of this technique in the
future will generate new applications and scientific findings of great relevance.
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2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1. La radiacion electromagnética y el espectro electromagnético

La naturaleza de la radiacidon electromagnética fue objeto de estudio por parte de la
comunidad cientifica, sobre todo para los fisicos, a lo largo de muchos afios. Este concepto
pasaria por las manos de multitud de cientificos célebres como Newton, Maxwell (a través de
las llamadas ‘ecuaciones de Maxwell’), Planck y un largo etcétera. Actualmente las
caracteristicas de la radiacién electromagnética se explican a través del electromagnetismo y
la mecdnica cudntica.

La radiacién electromagnética se podria definir como una forma de energia que se caracteriza
por presentar una doble naturaleza como onda y como particula, puesto que expresa
comportamientos de ambas. Como onda, la radiacion electromagnética se compone de un
campo eléctrico y un campo magnético perpendiculares entre si y que se propagan en el
espacio y el vacio (es decir, no requieren de un medio fisico para su propagacién) de forma
oscilante transportando esa energia en forma de fotones, de ahi su comportamiento como
particula.

La relacion de ambas naturalezas se establece a través de la relacion ‘Planck-Einstein’ (Fig. 1),
expresandose la relacion entre la frecuencia de onda y la energia propagada por la misma.

E = hv
Figura 1: Relacién Planck-Einstein, donde E es igual a la energia del fotdn, h es la constante de Planck (h
=6,6262*1034J*s) y v es la frecuencia (inversamente proporcional a la longitud de onda).

Las caracteristicas de las ondas electromagnéticas dependeran de la fuente que las genere,
de modo que podemos encontrar diversos tipos de radiacion electromagnética como la luz,
las ondas de radio o la radiacion térmica entre otros.

Una de las caracteristicas mdas importantes a tener en cuenta dentro de la radiacién
electromagnética serd la longitud de onda, que matematicamente se describe como se
observa en la fig.2

1

A=F

Figura 2: relacion entre la longitud de onda y la frecuencia, donde A es la longitud de onda y F es la
frecuencia de la onda.

Esta caracteristica es la que se emplea para clasificar a las ondas dentro del espectro
electromagnético (cada una de ellas presentara unas caracteristicas), de este modo en el
espectro electromagnético se pueden observar distintas franjas en funcién de la longitud de
onda como se puede ver en la figura 3.
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Figura 3: espectros electromagnético (Fuente: adaptado de ‘Servicios e informacién’ de la Comunidad de
Madrid).

Estos conceptos sobre la radiacién electromagnética y la luz son necesarios para entender
tanto las técnicas espectroscépicas como el efecto Raman, descrito por Chandrasekhara
Venkata Raman en 1928 y que le valdria el Nobel de fisica unos afios mas tarde, en 1930. (1,2)

2.2. Fundamentos de la espectroscopia

Actualmente la espectroscopia incluye multitud de técnicas cuya base es la medicién de la
variacion de la energia de una radiaciéon electromagnética que ha sido puesta en contacto con
una sustancia, de manera que la energia serd absorbida o emitida. Estas técnicas pueden dar
informacidén cuantitativa o cualitativa de la estructura atdmica o molecular, de modo que se
posicionan como herramientas de suma importancia en multitud de disciplinas cientificas.

La interaccién de la radiacion electromagnética sera diferente si hablamos de atomos o si lo
hacemos de moléculas.

A nivel atomico, al poner en contacto energia con un atomo se produce un fendmeno de
excitacion, proceso en el que un electron del &tomo pasa de un nivel energético a otro de
mayor energia, influyendo el nimero de electrones que presente el atomo. Este paso es el
gue se detecta y mide con la espectroscopia.

En cambio, si hablamos de moléculas su relaciéon y comportamiento con la energia son mas
complejos. Al hacer incidir energia sobre una molécula las transiciones que ocurren no son
solo a nivel de electrones como en el caso de un atomo, sino que también puede ocurrir
transiciones vibracionales o rotacionales en la molécula. A través del andlisis espectroscépico
de una molécula se puede obtener informacién estructural muy variada de ella como por
ejemplo las caracteristicas de sus enlaces, su geometria en el espacio pero ademas se pueden
obtener otros datos como sus propiedades quimicas.

Actualmente existen multitud de técnicas espectroscépicas entre las que se pueden citar la
espectroscopia ultravioleta, espectroscopia visible o colorimetria, espectroscopia de
microondas o la espectroscopia Raman, la cual se tratara con mas detalle en el apartado de
resultados. (1,2)
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3. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son, en primer lugar, dar a conocer de forma mas profunda la
espectroscopia Raman, no solo su base tedrica y sus fundamentos sino también sus ventajas
con respecto a otras técnicas que utilicen los fundamentos de la espectroscopia. Con todo ello
se presentan ademads una serie de aplicaciones de esta técnica de analisis espectroscopica en
multitud de campos cientificos.

4. MATERIAL Y METODOS

Para poder llevar a cabo los objetivos de este proyecto se ha realizado una revisién
bibliografica en la que se han consultado diferentes bases de datos como Pubmed, Google
Académico, Biblioteca de la universidad Complutense de Madrid o ScienceDirect (Elsevier)
usando palabras clave como ‘Raman spectroscopy’, ‘Raman Effect’ ‘Spectrocopy basis’ o
‘Raman spectroscopy aplications’, usando en la mayoria de los casos articulos de revistas
cientificas, articulos de revision, tesis doctorales y libros especializados tanto en espafiol como
en inglés. Toda la bibliografia se realizara a través del método Vancouver.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica que se asienta en el principio de la dispersion
inelastica que sufren los fotones al incidir sobre un material descubierto por Raman. La
dispersién de la luz es un fendmeno fisico que ocurre cuando se hace incidir un haz de luz
sobre un sistema, de modo que la trayectoria original de la luz se modifica. De forma general
la luz se puede dispersar de dos formas, de forma eldstica en el que la longitud de onda o, lo
gue es lo mismo, la frecuencia no se modifican respecto a la del haz de luz original, a este
fenémeno se le conoce como dispersion de Rayleigh. Por otro lado, en la dispersién ineldstica
si se producen modificaciones en la frecuencia del haz de luz, pudiendo verse disminuida o
aumentada, a esto es a lo que se conoce como dispersion o efecto Raman. (1,2,3)

Dentro de la dispersion Raman en funcion de la modificacidn de la frecuencia, la energia de la
luz dispersada también se modifica al incidir sobre una molécula acorde a la relacién Planck-
Einstein (Fig.2), asi por un lado puede ocurrir que la frecuencia de la luz dispersada disminuya
y con ella disminuya la energia a lo que se denomina dispersiéon Raman Stokes o puede ocurrir
lo contrario, que la frecuencia de la luz cuando se dispersa aumente, lo que aumenta de igual
manera la energia y se genera la llamada dispersién Raman anti-Stokes. Estos dos conceptos
son importantes ya que la luz dispersada presentara tanto dispersion de Rayleigh como
dispersion Raman, pero solo una pequena proporcién de los fotones sufrirdan dispersion
Raman en comparacién con los que experimentan la dispersién de Rayleigh por lo que la sefial
gue se detecta tiene una intensidad muy baja. La distribucidn de las lineas Stokes o anti-Stokes
dependerd de la temperatura a la que se encuentre el sistema, de este modo si la temperatura
es baja el nUmero de lineas a baja frecuencia o lineas Stokes que aparecen serdn mas
numerosas a comparacion de las anti-Stokes, ocurriendo lo inverso si la temperatura es
elevada, esto se debe a que a bajas temperaturas las moléculas presentan niveles
vibracionales bajos por lo que en este caso ocurrirdn mas transiciones vibracionales de tipo
Stokes. (1,2,3)
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En cualquier caso, en la espectroscopia Raman no se registran estados de excitacién en los
electrones, porque la energia que incide a través del haz de luz es insuficiente para generar
un estado de excitacion, lo que si se produce es un cambio en el estado de rotaciéon o de
vibracidon del sistema a consecuencia de la interaccion de éste con los fotones que se
transportan en el haz de luz, por tanto lo que se registra es informacién sobre cambios en el
estado vibracional a través de las ligeras modificaciones de la frecuencia del haz de luz
dispersada inelasticamente, pero para que se pueda dar el efecto de la dispersién Raman en
un sistema, se requiere que esa molécula a estudiar exprese un cambio en su momento
dipolar. (2,3)

v'=3
=1 ) —
Estado -
electromico w=1
excitado i
=0
-y -
-y ————, R
V=3
Estado =2
electronico — . -
fundamental T
v=40)
IR NIR Drispersion Radzacikon Radeacion Fisorescencis

Fayleigh Stokes anti-Stokes

Figura 4: comparativa entre los efectos de la luz en diferentes técnicas de espectroscopia (5)

Las ventajas que presenta esta técnica con respecto a otras dentro de la espectroscopia es
gue es una técnica muy sencilla de realizar y bastante rdpida ya que permite obtener un gran
numero de datos e informacién de gran relevancia de la muestra que se analiza, ademas la
naturaleza de las muestras que pueden analizarse es muy variable, pudiéndose analizar
muestras sélidas, liquidas, gaseosas y disoluciones (ademds no se producen alteraciones ni
interferencias por la presencia de agua en la muestra ya que es el efecto Raman que sufren
las moléculas de agua es muy débil), estas muestras ademds no requieren de ningun tipo de
preparacion o manipulacidn previas, se puede mencionar también que la cantidad de muestra
necesaria para llevar a cabo un ensayo con espectroscopia Raman es muy pequena. También
es importante destacar en este apartado de ventajas, que los avances en los equipos de
espectroscopia Raman han permitido reducir sus tamafios de forma considerable haciendo a
muchos de ellos lo suficientemente pequefios para que sean portatiles. (2,3)

A pesar de estas ventajas que pueden hacer de la espectroscopia Raman una técnica de gran
importancia, lo cierto es que en un principio quedd bastante relegada a un uso escaso y tan
solo en algunos campos de investigacidn a consecuencia de algunos problemas que
presentaba a la hora de obtener las lecturas como por ejemplo la baja intensidad de la sefial
gue se generaba, lo que hacia que muchas veces la sefial de ruidos que se recogian en los
espectros ocultard la sefial de interés y no se podian llevar a cabo las lecturas de los espectros,
lo que sumado a que los detectores de canal Unico eran los Unicos que se habian desarrollado
hasta ese momento obligaba a que los ensayos se tuvieran que hacer de forma secuencial
para minimizar estos problemas, lo que provocaba que los tiempos que se tenian que invertir
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en los ensayos eran enormes. Otro problema muy importante eran los derivados de la
fluorescencia; si en la muestra habia impurezas que provocaban fluorescencia, la sefial de la
dispersion Raman quedaba oculta bajo la sefial de la fluorescencia, algo que era un problema
bastante comun en la espectroscopia Raman dado que los equipos no podian reducir este
efecto y de nuevo las interpretaciones de los espectros eran imposibles de llevarse a cabo.
Todo esto junto con el gran desarrollo que tuvo la espectroscopia infrarroja hizo que no se le
diera a la espectroscopia Raman la importancia que merecia hasta la aparicién de nuevos
laseres como fuentes de radiacion y detectores y su implementacién en los equipos Raman.
(2,3,4,5)

Entre algunas de las mejoras incluidas en los espectrédmetros Raman encontramos varios
como por ejemplo los equipos FT-Raman. En la espectroscopia Raman convencional se da el
problema de la interferencia en las lecturas a consecuencia de la produccion de fluorescencia
en la muestra, esto se consiguié solucionar con la inclusién de los interferémetros de
Michelson, en los cuales se sirven de un sistema de espejos a través de los cuales el haz de luz
original se divide en dos haces iguales que retornan al interferometro para dirigirse a la
muestra. Se obtiene lo que se llama un interferograma. Este interferograma es transformado
en un espectro Raman comun cuando se aplica la transformacién de Fourier inversa. (3)

Otro ejemplo para la mejora de la espectroscopia Raman es la técnica SERS (Surface-
enhanced Raman spectroscopy) en la que se emplea una superficie rugosa compuesta por
una estructura metalica que permite aumentar la sefial de la dispersion Raman en varios
ordenes con respecto a la técnica normal. El efecto por el cual ocurre esto se cree que se debe
a que el campo electromagnético incidente se ve intensificado al llegar a la molécula por la
propia dispersion del metal, que variara en funcién del tamafio de las particulas esferoidales
de metal que componen la superficie y por la transferencia de carga entre la superficie
metalica y la muestra. Los espectros generados con esta técnica son distintos a los originados
por la espectroscopia Raman convencial, ya que las bandas sufren desplazamientos o
ensanchamientos y también se pueden generar bandas que en el espectro por técnica
convecional no aparecerian o incluso algunas que si aparecerian, no lo harian para este
procedimiento, por lo que es necesario reinterpretar el espectro. La técnica SERS presenta,
con respecto a la espectroscopia Raman normal, ventajas como por ejemplo la posibilidad de
analizar disoluciones acuosas de muy baja concentracion. (6)

Se puede destacar también la microscopia confocal Raman, en la que el haz de luz generado
se enfoca a la muestra y tras sufrir difraccion al incidir en la muestra se reenfoca a través de
un punto confocal para ser recogida en el detector. Esta técnica permite analizar sélidos sin
manipularlos ni alterarlos de ninguna manera. (5)

Equipos de espectroscopia Raman

En general, los equipos para poder llevar a cabo ensayos por espectroscopia Raman presentan
unos componentes generales en todos ellos que son: una fuente de energia, generalmente de
luz, capaz de generar un laser, un sistema de dispersidén y un sistema de deteccion de la sefial.
Hay que destacar que actualmente existen multitud de equipos de espectroscopia Raman y
cada uno presenta sus propias ventajas e inconvenientes, ademds estos componentes
generales presentaran caracteristicas distintas en funcidén de las muestras y actividades que
se vayan a hacer con ellos. A continuacién se hablara brevemente de cada uno de los
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componentes mencionados y de algunos de los equipos mas representativos de
espectrometros Raman:

La fuente de energia debe ser generada por un laser que sea capaz de producir un haz de luz
monocromatico lo suficientemente potente y de una frecuencia estable para poder
desencadenar la dispersién Raman en la muestra y que esta pueda ser captada por el detector,
ademas debe ser un laser que experimente una baja divergencia y con pocas bandas laterales
para reducir al maximo las posibles interferencias. En concreto los laseres utilizados en este
tipo de espectroscopia son laseres con una longitud de onda entre los rangos del ultravioleta
y del infrarrojo cercano, incluido el espectro del visible (es decir, entre los 2500 nandmetros y
los 200 nandémetros), por ejemplo los espectrometros de trasformaciéon de Fourier (FT-
espectrometros) suelen emplear longitudes de onda de en torno a los 1064 nanémetros. De
nuevo, dependiendo de la muestra a analizar el laser utilizado serd distinto, algunos de los
mas utilizados hoy en dia son por ejemplo los laseres de Helio/Nedn (laser He/Ne) con una
longitud de onda de 632,8 nandmetros.

Los sistemas de dispersion van a permitir separar en funcién de la longitud de onda el haz de
luz que haincidido en la muestra para que de este modo puedan llegar las diferentes sefales
al detecto de forma separada y el espectro que se genere sea mas facilmente interpretable,
de manera general se pueden encontrar sistemas de dispersién que emplean el fendmeno de
la dispersidn para separar la luz o los sistemas de transformacién de Fourier que a través de
un sistema de espejos permiten separar y guiar el haz de luz hasta el detector.

Sobre los detectores, lo mas comun es encontrarse con detectores de un canal o con
detectores multicanal (en funcién del nimero de sefales que pueden detectar), estos ademas
deben ser lo suficientemente sensibles para detectar la baja sefial de la dispersién Raman,
evitandose la deteccion de interferencias o de ruido como por ejemplo la fluorescencia que
se puede generar en la muestra es de las mas comunes y de la que se hablard mas adelante,
pero existen detectores especiales como los detectores semiconductores empleados en
algunos equipos como los de FT-Raman que eliminan la fluorescencia. (3,5)

5.2. Aplicaciones de la espectroscopia Raman

Aplicaciones en el campo de las ciencias biomédicas

La espectroscopia Raman se presenta como uno de los métodos de andlisis mas importantes
en la investigacion biomédica puesto que presenta multitud de ventajas en este campo, ya
gue permite estudiar tejidos bioldgicos in-vivo e in-vitro sin necesidad de destruir la muestra,
algo que en medicina especialmente es una cualidad de gran importancia.

Como una de las utilizaciones de esta técnica mas importante dentro de este campo se
encuentra el diagndstico del cancer. El cancer es una de las enfermedades de mayor relevancia
e impacto de nuestro tiempo, situdndose como la principal causa de muerte en el mundo,
pero dada su base patoldgica y el tiempo que puede tardar en presentarse la sintomatologia
hace que esta enfermedad se convierta en uno de los mayores retos de la medicina.

Hay que decir que el diagndstico definitivo siempre viene dado por una biopsia, siendo éste
un método caro, lento y que, para el paciente, supone un proceso traumatico al tener que
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pasar por una cirugia. Ademas en la actualidad se trata de realizar procesos de cribado para
el diagndstico precoz de ciertos canceres, como el de mama o el de colon y en general con
canceres de elevada incidencia en la poblacion, por lo que la biopsia no puede ser esa prueba
de cribado. En cuanto a otras técnicas de diagnéstico como el TAC, el RMN o la ecografia
presentan los inconvenientes de que consumen mucho tiempo y recursos y que ademas
dependen plenamente de la experiencia y el manejo del clinico que realice la prueba y la
interpreta.

En los ultimos afios ha habido un incremento de los estudios sobre las aplicaciones de la
espectroscopia Raman en la investigacion de tejidos y como técnica de diagnéstico, ya que
esta permite obtener, con rapidez y con menos, coste informacion sensible y especifica sobre
la composicidon de la muestra a nivel molecular, esto es importante ya que en las células
cancerigenas se dan diferencias con respecto a las células normales de un tejido en cuanto a
la composicién como a la conformacidn estructural de los distintos componentes de la célula
(lipidos, proteinas o acidos nucleicos) de tal modo que un diagnostico analitico empleando
esta técnica, que en clinica se le denomina como ‘biopsia éptica’ permite conocer por
comparacion de los espectros esas distinciones. También presentan la ventaja de poder
analizarse zonas de elevado riesgo o de dificil acceso (como el sistema nervioso) por cirugia
las veces que se necesiten, eliminando el dafio que puede sufrir el paciente a través de una o
varias biopsias en esas zonas.

Los trabajos actuales van encaminados al futuro diagndstico de otros tipos de cancer (como
el cancer de utero, distintos tipos de leucemia,...) utilizando equipos que utilicen
espectroscopia Raman. Por ejemplo en casos de melanoma las técnicas de diagnostico que
emplean espectroscopia Raman han permitido distinguir células sanas de células malignas a
través de los cambios ocurridos en los lipidos o en la melanina o también se han utilizado
aparatos de endoscopia Raman para la identificacidon in-vivo de tumores en el tracto
gastrointestinal por modificaciones en los acidos nucleicos, fosfolipidos o las histonas de las
células. (7,8,9)
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Figura 5: ejemplo de analisis de tejido cerebral por espectroscopia Raman (9)
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Las aplicaciones en biomedicina de la espectroscopia Raman no se limitan al diagndstico del
cancer, también permiten realizar el diagndstico de otras enfermedades como la
aterosclerosis, donde esta técnica se ha posicionado como una técnica de diagndstico in-vivo
de esta patologia permitiendo conocer el estado de la pared del vaso obstruido obteniendo la
informacién de su composicién y comparandola con el espectro de un vaso sano. (10)

También esta técnica ha permitido conocer el estado y los cambios de la composicién mineral
y de la matriz del hueso ante cambios por deformaciones elasticas permitiendo saber mas
sobre el comportamiento de la estructura cristalina del hueso. (11)

Ademas de esto, la espectroscopia Raman también ha sido ensayada para ser utilizada en el
diagnodstico y deteccién de enfermedades neurodegenerativas ya que dado el aumento de
edad de supervivencia en la poblacién se ha visto un aumento con ello de la incidencia de
enfermedades neurodegenerativas en la poblacidn. Entre estas enfermedades se encuentran
algunas como el Alzheimer o el Parkinson cuyos efectos en el organismo humano son
altamente incapacitantes, lo que hace que un diagndstico temprano para instaurar un
tratamiento precoz permite mejorar enormemente la calidad de vida de estos pacientes. En
estas patologias, las rutas bioquimicas a través de las que ocurren, surgen una serie de
biomarcadores que permiten su diagnéstico.

En el Parkinson, la técnica de actividad dptica de Raman ha permitido estudiar y conocer que
la a-sinucleina presenta una variedad de conformaciones en su estructura en funcién del
entorno en el que se encuentre, identificando las diferencias estructurales entre las
conformaciones espaciales en las que se puede encontrar asi como los agregados proteicos
gue se generan. En cuanto al diagndstico de esta enfermedad por espectroscopia Raman, la
tecnologia SERS es capaz de medir la disminucién de los niveles de dopamina en los pacientes,
lo que es un sigo claro de la destruccién de neuronas dopaminérgicas, base etioldgica de la
enfermedad de Parkinson.

En cuanto al Alzheimer los estudios han ido en rutas parecidas a las del Parkinson pues los
autores se han centrado en utilizar la espectroscopia Raman para el estudio del péptido B-
amieloide (principal causa de la neurodegeneracion en el Alzheimer) y en las formas en las
gue ocurre la agregacion entre distintas unidades de estos péptidos. Entre todas las formas
de agregacion la espectroscopia Raman ha sido util en los estudios de agregacion de péptido
B-amieloide a través de metales de coordinacién como el Zn, el Cu o el Fe. Se han intentado
emplear técnicas de espectroscopia Raman para el diagndstico pero debido a la falta de
biomarcadores solo ha sido util la deteccidn de bajos niveles del neurotransmisor GABA (bajos
niveles de este neurotransmisor son signo de degeneracion neuronal). (12)
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Figura 6: Analisis de biomarcadores del Parkinson por espectroscopia Raman (12)

Otro ejemplo de enfermedad neurodegenerativa donde la espectroscopia Raman se puede
convertir en una opcién para el diagndstico es en la enfermedad de Huntington, enfermedad
caracterizada por alteraciones motoras que generan movimientos involuntarios que el
paciente no puede controlar. Estos movimientos involuntarios dificultan mucho el diagndstico
por imagen, ya que estas pruebas requieren que el paciente este quieto. Es por ello que los
investigadores se estdn centrando en la deteccidon de biomarcadores en fluidos biolégicos
como el suero, donde la espectroscopia Raman y el SERS han permitido a los investigadores
observar tanto la predisposicién genética del paciente a expresar la enfermedad como a
detectar de forma precisa algunos marcadores bioldgicos propios de la enfermedad. (12,13)

Aplicaciones en los campos de las ciencias y la industria farmacéuticas

Uso de la espectroscopia Raman en el desarrollo de medicamentos

El inicio del desarrollo de cualquier medicamento presenta una serie de retos no solo por el
comportamiento de éste en el organismo, sino también a la hora de incorporar el principio
activo en una forma farmacéutica que sea estable y segura. En estas fases de preformulacion
la espectroscopia Raman tras muchos ensayos y pruebas llevadas a cabo por multitud de
investigadores ha presentado multitud de ventajas y aplicaciones nuevas con respecto a otras
técnicas.

En el desarrollo de la forma farmacéutica cobran importancia los pasos iniciales, las llamadas
etapas de preformulacion, ya que cualquier error en ellos puede suponer inconvenientes en
etapas mas avanzadas de la formulacion que harian retrasar todo el proceso. Entre estos pasos
previos, uno de los mas importantes es el identificar las distintas formas en las que se puede
presentar una forma solida asi como saber cudl es la mas adecuada y estable para esa
formulacidn, por lo que se hace fundamental conocer los cambios que ocurren en el sdélido
por influencia por ejemplo de la humedad y la temperatura. En esto la espectroscopia Raman
permite conocer la disposicion estructural de una forma sélida rdpidamente y a través de ella
poder predecir cuales van a ser los cambios que se van a producir en el material, como por
ejemplo transformaciones en un polimorfo por cambios en la temperatura o cambios en la
estructura a consecuencia del paso de la forma anhidra a la forma hidratada del sélido, en
-12-
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esto ultimo se ha demostrado que el analisis de las muestras con este tipo de espectroscopia
han otorgado informacién relevante sobre las cinéticas de transformacion.

Otro de los aspectos importantes a tener en cuenta durante las etapas previas de la
formulacidn es la posible degradacién del principio activo al entrar en contacto con los
excipientes o con el ambiente. Con la espectroscopia Raman se han identificado los diferentes
procesos de degradacion que sufren distintas isoformas de un sdélido con una enorme
sensibilidad. En algunos casos como en el de los flavonoides, se ha podido estudiar las rutas
de degradaciéon que sufren como por ejemplo la autooxidacién a través de la técnica SERS.

La espectroscopia Raman también puede ha comenzado a ser usada dentro de la industria
farmacéutica como una herramienta mas dentro del desarrollo de medicamentos, siendo
empleada para la monitorizacién de algunas de las complejas estructuras que siguen ciertos
sistemas de liberacién modificada de farmacos, ya que en estos se necesita conocer con
mucha exactitud la distribucién de principio activo o la interaccién de este con los excipientes,
algo que se ha conseguido través de equipos de microscopia Raman, siendo un sistema que
ha resultado altamente efectivo para este motivo. Las técnicas de imagen por efecto Raman
y la espectroscopia Raman también han permitido obtener informacién util sobre los
pardmetros de penetracién de los principios activos en la piel en el caso de medicamentos
dermatoldgicos de administracidon tépica, los depdsitos pulmonares de principio activo en
aquellos medicamentos en los que esto ocurra o también los sistemas de actividad éptica
Raman han permitido la caracterizacidon de proteinas nativas que serdan empleadas como
sistemas de liberacion de farmacos.

Ademas de estas aplicaciones también se plantea como un método de analisis. Dado que en
la industria el andlisis de todos los procedimientos es de gran importancia y la espectroscopia
Raman permite obtener mediciones en el momento y de forma rapida se esta implementando
su uso en procesos de sintesis o incluso de fermentacién de moléculas de interés como los
antibioticos.

Algunos equipos de SERS han permitido incluso la eleccion de cultivos celulares mas dptimos
para la obtencién de biofarmacos. (4)

Control de calidad de la industria farmacéutica

La industria farmacéutica es una de las mas reguladas e intervenidas del mundo, no solo a
nivel econdmico sino también por su actuacién directa sobre la salud de las personas por lo
que, desde hace unos afios, los procesos de control de calidad de la industria farmacéutica
han evolucionado a nuevos modelos mas estrictos y regulados por marcos legales y en los que
se ha pasado, de analizar solo el producto final, a realizar un control del producto a lo largo
de todo el proceso ya que se ha visto que a lo largo de este se pueden generar alteraciones
en las sustancias que forman parte del medicamento y que pueden suponer un riesgo para la
salud. Estos cambios han llegado de la mano de nuevas iniciativas promulgadas por parte de
diferentes organizaciones como la FDA.

En este aspecto la espectroscopia Raman ha destacado a partir de la solventacion de los
problemas que presentaba como la emisidn de fluorescencia que ocurre por la incidencia del
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laser sobre la muestra que produce alteraciones en los espectros, solucionada gracias a la
implantacion de la transformada de Fourier (reduce los érdenes de magnitud para hacerlos
mas sensibles y puedan captarse las medidas sin interferencia por la fluorescencia) en los
espectrofotémetros o mediante ‘bleaching’. La informacién que aportan los ensayos con esta
técnica es complementaria a la que aportan otras como la NIR (Espectroscopia del Infrarrojo
Cercano).

Uno de los ejemplos de utilizacion de la espectroscopia Raman en la industria farmacéutica es
en el analisis de uniformidad de contenido en las formulaciones sdélidas como los comprimidos
(donde se busca conocer si la distribucion de los principios activos y los excipientes esta dentro
de los parametros de calidad establecidos en Farmacopea) sin necesidad de tratamientos
previos de la muestra. Ademas una de las aplicaciones mas prometedoras de esta técnica es
la evaluacién de la uniformidad de contenido en comprimidos divisibles, tanto en la superficie
como profundidad. En los comprimidos divisibles (aquellos que presentan una hendidura para
su divisién) una vez partidos, las partes deben presentar un reparto homogéneo del contenido
en principio activo en todas ellas, en esto la espectroscopia Raman ha demostrado, por
comparacion con otras técnicas como HPLC, ser una herramienta util, no solo porque permita
obtener informacidon sobre la homogeneidad del contenido, sino porque el area de
iluminacidon donde va la muestra se puede adaptar al tamano de las muestras pequefias. (5)
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Figura 7: ejemplo de utilizacion de espectroscopia Raman en analisis de rutina de la industria

farmacéutica (5)

Aplicaciones en el campo de las ciencias forenses

La ciencia forense es una disciplina en la que se utilizan conocimientos de diferentes ramas de
la ciencia y de la tecnologia (medicina, quimica, biologia,..) y en la que las muestras, también
llamadas ‘vestigios’, tomadas de un escenario de un crimen o un accidente son fundamentales
para obtener informacién y esclarecer los hechos sucedidos. Por ello, uno de los mayores
problemas en este campo es la destruccién de esas muestras durante ciertos procedimientos
ya que esto impide, en caso de cometer un error o de ser necesario, volver a hacer el analisis.
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La aplicacion de la espectroscopia Raman en la ciencia forense ha supuesto grandes avances
y mejoras en los procedimientos e investigaciones de este campo, de nuevo por tratarse de
una técnica que no requiere de contacto y que no destruye la muestra ademas de que permite
trabajar tanto con compuestos organicos como inorgdnicos y con propiedades fisicoquimicas
diferentes (solubilidad, volatilidad,...) por lo que la especificidad de la espectroscopia Raman
se convierte en algo de gran valor para este sector.

En este aspecto la espectroscopia Raman se utiliza para la deteccién de sustancias quimicas
(como drogas, explosivos, sustancias inflamables), la identificacién de personas (a través del
anadlisis de alguna muestra del cuerpo como pelo o uias) o incluso determinar objetos y
materiales (a través del andlisis de tintas, pintura, fibras, agua, suelo...). (14,15)

Sobre el analisis de residuos de un disparo con un arma de fuego, esta técnica ha permitido
conocer la composicién de la municién asi como de los estabilizantes que se utilizan junto con
esa poélvora con lo que se ha constado que los perfiles de los espectros de la municién
disparada y de la municién sin disparar son semejantes con lo que se puede establecer una
trazabilidad. La espectroscopia Raman permite obtener unos resultados afectados
minimamente por la contaminacidn generada por el llamado ‘efecto memoria’ del arma, este
efecto se produce cuando se realizan disparos con el mismo arma pero con distinta municién
con lo que los restos que quedan en el arma se pueden confundir, con lo que esto es una
ventaja afiadida.

En cuanto a los residuos de explosivos la espectroscopia Raman presenta el beneficio de que
puede identificar sustancias oxidantes inorgdnicas (muy utilizadas por delincuentes dada su
facilidad de obtencién) y las sales con las que se ha elaborado el explosivo (otras técnicas
instrumentales solo permiten identificar aniones o cationes). El problema es que no se han
podido realizar un gran nimero de pruebas debido a que tras la propia explosién es muy
dificil obtener residuos del material empleado para el explosivo. (15)

La espectroscopia Raman también ha demostrado ser una herramienta muy util para conocer
los hechos ocurridos en torno a un accidente de trafico. Para ello, basta con analizar a través
de esta técnica una muestra de pintura de un vehiculo para identificar la marca y modelo, ya
que las empresas de automoviles utilizan unas mezclas propias para la elaboracién de las
capas de color (pigmentos, aditivos,...) al igual que los materiales que utilizan para hacer el
resto de las capas y los acabados, de manera que el espectro que se genera de una muestra
de pintura de un modelo de coche de una marca concreta es practicamente Unicas. (16)

Aplicacion en el campo de la hanotecnologia

El desarrollo de la nanotecnologia es considerada por muchos como ‘la proxima revolucién
industrial’ dadas las caracteristicas de algunos de los materiales desarrollados en este campo.
Hablando de las caracteristicas, hay que decir que la nanotecnologia concentra sus esfuerzos
no solo en el estudio de la estructura o del tamafio de estos sistemas (ya que no todos los
materiales nanotecnolégicos presentan un tamafio del orden de los nanémetros) sino que
también se investigan sus caracteristicas termodinamicas, destacando sobre todo el estudio
de la entropia para determinar y conocer las propiedades y la estabilidad que van a presentar
estos materiales, entre ellos algunos de los mas conocidos son los fullerenos o el grafeno. Los
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espectros que se obtienen de estos son enormemente complicados y pueden variar, como por
ejemplo en el caso de los fullerenos, en funcién del nimero de carbonos que presenten. (17)
En el caso del estudio del grafeno, el cual presenta una estructura compuesta Unicamente de
atomos de carbono dispuestos en hexagonos lo que le atribuye esas caracteristicas tan propias
de este tipo de material (gran dureza a la vez que es flexible o su conductividad tanto térmica
como eléctrica). La espectroscopia Raman es practicamente esencial ya que permite el andlisis
de los distintos estados vibracionales que éste presenta en su estructura y que permiten
caracterizar por ejemplo si existen defectos en ella (los defectos provocan que se den
dispersiones Raman diferentes a las esperadas). A esto se afiade que a través de los espectros
obtenidos por espectroscopia Raman se pueden observar las interacciones de una capa de
grafeno con otras capas e incluso con otras sustancias que van en contacto como por ejemplo
los llamados dopantes. También con esta técnica espectroscdpica se pueden observar los
cambios en la intensidad de las bandas del grafeno en funcién de la corriente electrica que se
aplica. (17,18)
a
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Figura 8: ejemplo de estudio por espectroscopia Raman de tipo CARS del grafeno (18)

Sobre los fullerenos se puede decir ademds de lo anterior que algunas de sus caracteristicas y
propiedades como su comportamiento termodindmico han sido esclarecidas gracias a la
espectroscopia Raman, puesto que sus estructuras presentan caracteristicas vibracionales
detectables gracias a la dispersiéon Raman. Ademads de esto, con la espectroscopia Raman se
puede investigar el comportamiento de los fullerenos en soluciones, y observar asi qué ocurre
al entrar éste en contacto con distintos solventes y que interacciones de interés pueden darse
gue mejoren aun mas las propiedades de este material, e incluso comprobar las alteraciones
de la estructura de este material ante alteraciones fisicas externas como la presién. (17)

Aplicacion en los campos de la Argueologia v el Arte

En la Arqueologia, de un mismo yacimiento se pueden extraer infinidad de muestras dseas
con origenes distintos cada una. En esto la espectroscopia Raman, a partir del espectro y las
bandas obtenidas, permite conocer cual es la composicidn, estructura y densidad mineral en
las distintas partes del hueso y asi poder determinar, en conjunto con analisis
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complementarios llevados a cabo por otras técnicas que permitan cotejar la informacién
obtenida a través de Raman, el origen de esos restos 6seos ademas de los procesos (como los
procesos diagenéticos) que han sufrido durante su permanecia en los estratos edéficos en los
gue han estado. En este caso las limitaciones que se suelen encontrar a esta técnica es el
escaso numero de bases de datos con los que comparar las bandas obtenidas tras la
realizacién de la técnica. (19)
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Figura 9: Tabla de la region espectral y ejemplo de espectro de una muestra arqueoldgica (19)

En cuanto a la pintura, esta técnica se ha aprovechado para analizar los componentes de los
pigmentos de pinturas antiguas para asi identificar los materiales que se utilizaban para su
elaboracién y asi segln el procedimiento de elaboraciéon y la composicidon de pigmentos, se
puede datar con exactitud la obra y encuadrarla dentro de un periodo o también se utiliza
para analizar las herramientas empleadas para elaborar obras de arte e incluso para identificar
las técnicas de restauracion que se aplicaron con anterioridad en la obra. Todo esto le anade
valor a la espectroscopia Raman dentro de este campo porque al tratarse de una técnica que
no destruye la muestra se puede mantener la obra intacta sin necesidad de extraer material
de la obra y se puede diferenciar perfectamente una obra real de falsificaciones, aunque el
problema como en el anterior caso es que no se disponen de muchas bases de datos con las
que contrastar la informacién obtenida. (20)

Ademads, la técnica SERS Raman permite conocer la composicién de algunos pigmentos
organicos complejos (POCN) en los que se encuentran multitud de moléculas complejas
mezcladas como flavonoides y antraquinonas que no se pueden analizar con otras técnicas
espectroscépicas como la espectroscopia infrarroja. (21)
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Figura 10: ejemplo de andlisis con espectroscopia Raman de una muestra de pintura de una obra de
arte (21)

Otras aplicaciones

Las aplicaciones expuestas en este trabajo son solo unas pocas de las que hoy en dia tiene la
espectroscopia Raman, ademas con el aumento de investigaciones que se realizan empleando
este tipo de espectroscopia se observa que la espectroscopia Raman puede emplearse en
otros ambitos, como por ejemplo en la deteccién de microplasticos en el agua. Los
micropldsticos se han convertido en uno de los grandes problemas medioambientales en la
hidrosfera, afectando enormemente a la biodiversidad y a los ecosistemas marinos, y que
ademas se esta convirtiendo en un problema de salud humana. Diferentes técnicas de
espectroscopia Raman han sido empleadas para la deteccidén e identificacion de
microplasticos de un rango entre 10-100 pum en océanos y mares. Esto ha permitido conocer
en proporcion los niveles de microplasticos en una muestra, el tipo de plastico que se presenta
y conocer la efectividad de los métodos de eliminacion con los que se intenta eliminar. (22)
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Figura 11: Anélisis de agua para la deteccién de microplésticos (22)

Otras de las aplicaciones que tiene esta técnica son por ejemplo las aplicaciones que tiene en
la industria petroquimica, en el estudio de materiales semiconductores, en geologia, en
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ciencias relacionadas con los alimentos y su control de calidad o en el estudio del medio
ambiente entre otros. (23)

6. CONCLUSIONES

Desde el descubrimiento del fendmeno de la dispersion Raman, la espectroscopia Raman se
ha desarrollado enormemente dadas sus grandes bondades y ventajas con respecto a otras
técnicas, por ello su aplicacién en diversos campos de la ciencia se ha visto incrementado. Hoy
en dia la espectroscopia Raman se utiliza como una técnica mas en las distintas disciplinas,
consiguiendo posicionarse en algunos ambitos como una técnica de referencia pesar de
algunas de las carencias que se han ido mencionando en este trabajo como por ejemplo la
falta de bases de datos de espectros Raman, aun asi con el incremento de los estudios con
base en este tipo de espectroscopia permitiran solventar esos problemas ademas se espera
que del aumento del manejo y el desarrollo de esta técnica surjan futuras aplicaciones y
avances, como el diagnéstico in-vivo de enfermedades o el control y el seguimiento de
procesos quimicos complejos en distintas industrias como la farmacéutica.
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