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Objetivos

La determinacién de xenobioticos en seres humanos sin realizar una toma de muestra
invasiva es una tendencia actual en el analisis forense. Actualmente se trabaja
intensamente en la busqueda de metodologias de analisis que sean rapidas, sencillas y
faciles de implementar para detectar estos compuestos sin afectar la integridad del

individuo.

Es por ello que en el presente trabajo se ha planteado como objetivo el desarrollar
metodologias que permitan desde un punto de vista legal el analisis de drogas de abuso
por técnicas no invasivas. En este sentido la espectroscopia y microscopia infrarroja por
reflexion total atenuada acoplada a herramientas quimiométricas adecuadas se presenta

como una alternativa valida para la consecucion de tal objetivo.

El acceso a este tipo de sustancias asi como a individuos que hayan estado en contacto
con ellas se presenta, desde una perspectiva investigadora, excesivamente complicado
debido a las altas tasas y tramites burocraticos existentes que hacen que resulte
virtualmente imposible trabajar con cualquier compuesto susceptible de ser usado como
droga de abuso. Por ello, los presentes estudios se realizaron empleando como analito
modelo la nicotina, donde debido al escaso impacto social que su adiccién tiene, es
factible el acceso a una poblaciéon de individuos que fueran consumidores habituales de

tabaco.
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I. Introducciéon

Los xenobidticos son compuestos quimicos que no se encuentran en los organismos de
forma natural. La exposicion a estas substancias, a través de la ingestién, inyeccidn,
inhalacioén y/o absorcién a través de la piel, es capaz de inducir cambios fisiol6gicos
importantes en el individuo. Las drogas también pueden clasificarse como xenobidticos,
y todas ellas son toxicas. Su toxicidad depende de la dosis siendo ésta la que marca la
diferencia entre droga terapéutica y veneno. Las combinaciones de estas drogas con otros
compuestos inertes se denominan medicamentos, aunque es habitual la utilizacién de

ambos términos (drogas y medicamentos) para referirnos a dichas mezclas.

Las drogas también pueden ser utilizadas en exceso, siendo entonces calificadas como
drogas de abuso. Por ejemplo, la cocaina y el LSD (dietilamida del acido lisérgico) son
compuestos utilizados habitualmente en la medicina que, siendo consumidas sin control,
se convierten en drogas de abuso como el Extasis o la MDMA (3,4-

metilendioximetanfetamina).

1.1. Clasificacion de drogas

Las drogas en el laboratorio pueden definirse seglin su naturaleza acido-base pero esta
clasificacion resulta demasiado general y poco efectiva en el ambito legal, por ello se
pueden definir otros grupos de clasificacién que ayuden a entender los efectos y origenes

de los distintos compuestos [1].

1.1.1. Por origen

Dependiendo del origen, de como han sido obtenidas las drogas pueden clasificarse en

tres categorias: producto natural, semisintético y sintético.

Los alcaloides que se extraen de semillas y plantas son un ejemplo de productos naturales,
como pueden ser los opiaceos, la atropina, la cafeina o la nicotina. Los compuestos
semisintéticos son elementos que se obtienen a partir de un producto natural mediante
un proceso de sintesis quimico; como por ejemplo la heroina, que se obtiene al realizar
la acetilacion de la morfina. Las hormonas y esteroides que son obtenidas o sintetizadas
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por animales, humanos o bacterias disefiadas genéticamente, también se clasifican como

semisintéticos.

Por ultimo tenemos las drogas que son obtenidas mediante un proceso total de sintesis

como el diazepam. También se pueden incluir en el grupo de sintéticos los compuestos

naturales que hayan sido también sintetizados totalmente en el laboratorio, como por

ejemplo el Dronabinol (THC sintetizado) que es el principio activo del Marinol.

1.1.2. Por efecto

Otro método de clasificacidon de drogas puede realizarse en base a sus efectos fisioldgicos.

Se categorizan en cinco grupos: analgésicos, depresoras, alucinégenos, narcdticos y

estimulantes.

Analgésicos: Drogas que reducen el dolor. Los analgésicos mds comunes son
aspirina, ibuprofeno, paracetamol o morfina.

Depresores: Drogas que ralentizan las funciones del sistema nervioso central
(SNCQC) resultando en reduccion del ritmo cardiaco, reducciéon de la ansiedad,
sensacion de aturdimiento y somnolencia. Los depresores mas comunes son el
alcohol, los opiaceos, las benzodiazepinas o los barbituricos.

Alucinégenos: Drogas que provocan estados alterados de la consciencia
afectando a la percepcion del tiempo y la realidad. El consumo de estas drogas
afecta al movimiento, pensamiento, percepcion, vision y audicién. Los
alucinégenos mas comunes son el LSD, MDMA, mescalina, psilocibina (hongos

alucindgenos) o THC (tetrahidrocanabinol).

Los alucinégenos producen sus efectos interrumpiendo la interaccion de las
células nerviosas y los neurotransmisores debido a sus similitudes estructurales
(Figura 1). Por ejemplo, la serotonina esta involucrada en los sistemas de
conducta, percepcidn y regulacion, como el estado de animo, el hambre y la

temperatura corporal. La psilocibina, una vez dentro del cuerpo se desfosforila
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rapidamente convirtiéndose en psilocina, sustancia que actia como agonista de

los receptores de la serotonina [2].

Comparacién estructural entre droga y neurotransmisor

Base Molecular Droga Neurotransmisor
Feniletilamina MDMA Dopamina
NH, i HO
O ~
< NH,
O HO
Triptamina Psilocibina Serotonina
HOL P \+H/ HQ
//P\o
o}
| > /
HN NF; N HN NH;

Figura 1. Comparacién estructural entre droga y neurotransmisor

e Narcoticos: Drogas con un efecto analgésico, que tienden a deprimir el sistema
nervioso central (SNC) y dan somnolencia. Los narcéticos mas comunes son los
alcaloides opiaceos (drogas derivadas de la planta del opio) como la morfina, la

codeina, la heroina, la oxicodona y la hidrocodona.

Estimulantes: Al contrario de narcéticos y depresores, estas drogas estimulan las
funciones del SNC, induciendo arritmias e interfiriendo con el suefio. Los
estimulantes mas comunes son la cocaina, anfetamina y la metanfetamina. A altas
dosis muchos de los estimulantes pueden ser alucindgenos. La cocaina puede
bloquear los receptores de serotonina y dopamina, acabando en una estimulacién

generalizada y una potencial respuesta alucindgena.

1.1.3. Por uso

Algunas drogas son clasificadas en base a cdmo son utilizadas y su finalidad. Las drogas
que comparten grupo suelen tener estructuras moleculares asi como efectos fisioldgicos

similares.
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Drogas Predadoras: Estas drogas son utilizadas por violadores y asaltantes
sexuales para incapacitar a las mujeres con propositos sexuales. Las mas comunes
son la ketamina, el Rohypnol (flunitrazepam) y el GHB (gamma hidroxibutirato).
Mezcladas con la bebida, estas drogas pueden producir desde desorientacion e
inconsciencia hasta la perdida de la memoria a corto plazo.

Drogas de Club: Estas drogas son habitualmente consumidas en fiestas y
discotecas por gente joven. Las mas comunes son el MDMA v las citadas en la
categoria de drogas predadoras, los alucindégenos como el LSD vy las setas y las
estimulantes como la PCP (fenciclidina) o metanfetamina. Su aceptacion se debe
a la idea errénea de que son menos dafinas que las clasicas como cocaina y
heroina.

Drogas para mejorar el rendimiento: Estas drogas son utilizadas para mejorar o
afectar el rendimiento de un individuo. Las mas comunes son los esteroides y el
alcohol. Los anabolizantes incluyen docenas de drogas accesibles bajo
prescripcion médica y estan basadas en la testosterona. Estas drogas son utilizadas
con abuso por atletas con la intencién de aumentar su masa muscular y reducir
sus tiempos de recuperacion tras los entrenamientos y las competiciones.
Drogas Inhaladas: En este grupo se catalogan todas las sustancias que tras ser
inhaladas producen el efecto deseado. En su mayoria son sustancias que no son
consideradas como drogas ni utilizadas con ese fin. Los inhalantes mas comunes
son las pinturas, el 6xido nitroso, limpiadores o laca de unas. Cualquier sustancia
con un compuestos volatil puede ser inhalada y habitualmente tienen efectos

depresivos similares a los del alcohol.

1.2. Tabaco y toxicidad

El tabaco es obtenido de las hojas de la planta Nicotiana tabacum, producido

principalmente en América. El método de consumo mas habitual es la inhalacién del

humo producido por la combustion del tabaco. Las patologias mas frecuentes

relacionadas con el consumo de tabaco son la bronquitis y el enfisema. Se trata de dos
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fendmenos esencialmente de tipo inflamatorio y destructivo. En general, las

consecuencias derivadas del tabaquismo son percibidas a largo plazo.

La nicotina (Figura 2) es un compuesto organico que constituye cerca del 5% del peso de
la planta. Es un potente veneno y es utilizado en gran variedad de insecticidas. Las plantas
sintetizan la nicotina en las zonas de mayor actividad de las raices y es transportada por

la savia hasta las hojas verdes actuando como defensa natural contra las plagas.

Figura 2. (S)-3-(1-metilpirrolidin-2-il) piridina

En bajas concentraciones, la sustancia es un estimulante siendo el factor principal de la

adiccidn al tabaco.

1.2.1. Consumo

Fumar cigarrillos es el método mas popular de consumo pero el tabaco también suele ser
consumido como tabaco en polvo o rapé o tabaco para mascar. Este tipo de tabaco no

esta exento de nicotina ni de otras sustancias quimicas.

Un fumador promedio consume de 1 a 2 mg de nicotina al inhalar el humo de un
cigarrillo, la nicotina penetra rapidamente en el torrente sanguineo y de ahi al cerebro.
Los fumadores de pipas o puros no suelen inhalar el humo por lo que la nicotina es
absorbida por las membranas de la mucosas alcanzandose los niveles maximos de

nicotina en el cerebro de forma mas lenta que en los fumadores de cigarrillos.

La persona que se expone a la nicotina recibe un estimulo causado en parte por la accién

de la droga sobre las glandulas suprarrenales que descargan una dosis de adrenalina. La
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sensacion de “subidon” debida a la adrenalina estimula el cuerpo aumentado la presion

arterial, el ritmo cardiaco y la respiracién [3].

1.2.2. Efectos

El uso de la nicotina puede tener muchos efectos diferentes en el cuerpo:

¢ Disminucidén del apetito.

e Estimulacién del estado animico pudiendo experimentar una sensacion de
bienestar.

e Incremento de la actividad intestinal y salivar.

e Incremento de la frecuencia cardiaca y de la presion arterial.

e Estimulaciéon de la memoria y la vigilia.

Los sintomas de abstinencia de nicotina pueden comenzar a las pocas horas después de
haber fumado el ultimo cigarrillo, provocando que las personas sientan la necesidad de
volver a fumar. Los fumadores mas activos son mas propensos a desarrollar los sintomas
de abstinencia. Los consumidores que dejan de fumar sufren el pico maximo de
abstinencia a partir de los 2 ¢ 3 dias, y para algunas personas estos sintomas pueden durar

meses.
Los sintomas comunes abarcan [4]:

e Deseo vehemente de nicotina

e Irritabilidad

e Ansiedad

e Depresion

e Somnolencia y problemas para dormir
e Dolores de cabeza

e Incremento del apetito

¢ Dificultad para concentrarse

Mientras que el sindrome de abstinencia esta relacionado con los efectos farmacolégicos

de la nicotina, otros factores conductuales pueden agravar estos sintomas. El ritual de
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fumar (manipular el cigarrillo, encenderlo y fumarlo) estd asociado con los efectos
placenteros que se obtienen al fumar, por lo que sentir, oler o mirar un cigarrillo puede

empeorar los sintomas de la abstinencia e incluso aumentar el deseo de fumar.

Los cigarrillos electrénicos, parches de nicotina o chicles pueden aliviar los aspectos
farmacoldgicos pero el deseo de fumar un cigarrillo perdura. En cambio, las terapias

conductuales ensefian a los exfumadores a emplear estrategias para prevenir estos deseos

[3].
1.3. Espectroscopia FTIR

La espectroscopia infrarroja, como otros sistemas espectroscopicos de absorcion de
radiacidn similares, consta de una fuente cuya radiacion se dirige hacia una muestra, una
muestra que absorbe dicha radiacién, un detector y un sistema de procesado de seiial. En
el caso de la espectroscopia FTIR, dicha radiacién infrarroja, que se encuentra en el rango
entre 400 y 4000 cm™* (Figura 3), interactua con las moléculas y sus enlaces quimicos. La
mayoria de los grupos funcionales organicos tienen frecuencias vibracionales en la regién
del infrarrojo medio. Después de interactuar con la muestra, la radiacién infrarroja no
absorbida es recogida por un detector como puede ser el DLaTGS (detector de Sulfato de

Triglicina Deuterado dopado con lantano) o un detector FPA (Focal Plane Array) para

FTIR Imaging.
Electromagnetic spectrum
Radio Microwave  Infrared Visible Ustraviolet X-Ray Gamma Ray
L 1 I 0 i i 1
v X ' 4 v v v Wavelength
10° 102 10 10°¢ 10? 1010 1012 (metres)

o Frequecny
1 oo

105 10" 10" 1020

Far Infrared Mid Infrared Near Infrared
IR Wavelength
1000-25 pm 25-2.5 pm 25.0.75 pum (um)

Figura 3. Espectro electromagnético
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En la instrumentacién clasica de infrarrojo se utilizaba un monocromador que
dispersaba la luz infrarroja para asi determinar la absorbancia / transmitancia de la
muestra a cada longitud de onda. Actualmente, los equipos modernos han sustituido la
instrumentacion dispersiva por espectrometros de transformada de Fourier (FTIR). La
sefal producida por los equipos dispersivos sufria de pérdida de sensibilidad y de largos
tiempos de medida al tener que realizar un “barrido” de la muestra en todas las longitudes

de onda.

Michelson desarroll6 el interferometro en 1880 para estudiar la velocidad de la luz. Los
equipos FTIR actuales siguen basandose en este tipo de interferémetro; se obtiene un
interferograma generado a partir de la interferencia de dos o mas haces de radiacion; este
interferograma es convertido rapidamente mediante la transformada de Fourier y
representado en un grafico de intensidad frente alalongitud de onda o frecuencia (Figura
4). La principal ventaja del interferometro de los equipos FTIR es que produce una sefal
codificada que incluye todas las frecuencias del infrarrojo, permitiendo asi detectar todas

las longitudes de onda al mismo tiempo en un interferograma.

90
80
70
60

50
%T 40

—_— Célculos FTT —_ %0

20

10

0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Interferograma CPU Espectro

Figura 4. Decodificacion del interferograma [5]

La espectroscopia infrarroja es una técnica importante para la identificacion de grupos
de compuestos o un compuesto individual presentes en un espécimen. Por ejemplo, la
identificaciéon de fibras como acrilico, nylon o poliéster; pinturas como acrilicas,

alquidicas, o de nitrocelulosa. También tiene una gran ventaja respecto a otras técnicas
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para obtener informaciones estructurales que podrian resultar muy dificiles de obtener
utilizando otras técnicas. Los espectros de absorcidn especificos de cada longitud de onda
de los grupos funcionales y estructurales ofrecen una “huella” molecular que permite una

determinacién rapida y sensible de la composicion de un espécimen.

En la determinacién de drogas, la espectroscopia puede resultar una herramienta
importante para diferenciar entre un compuesto organico y una sal ya que tiene distintas
propiedades espectrales. El limite de deteccién es normalmente de microgramos pero

puede ser menor utilizando técnicas de microscopia infrarroja [6] [1].

1.3.1. ATR - Reflexion Total Atenuada

La reflexion total atenuada se basa en el fenémeno de la reflexion total interna. Un haz
de luz que pasa de un medio a otro con diferente indice de refraccion (por ejemplo aire
— agua), se refracta. Sin embargo, cuando el cambio de medio se produce hacia uno cuyo
indice de refraccion es menor (por ejemplo del agua al aire, pero no viceversa), existe un
angulo critico a partir del cual el haz no se refracta sino que se refleja completamente en

la interfase, no pudiendo la radiacién abandonar el medio de mayor indice de refracciéon

[7].

Sin embargo, no toda la luz que entra en el material de alto indice de refraccién se
propaga alo largo de éste, sino que la propagacion depende del angulo de entrada. Parte
de la luz que se propaga por el material penetra unas pocas micras en el exterior en el
punto en que se produce la reflexion total, dando origen a lo que se conoce como onda
evanescente. Los materiales mas comunes con altos indices de refraccion son el ZnSe (n
= 2.4), Ge (n = 4.0) y diamante (n = 2.4). La combinacién de estos materiales con una
geometria del cristal adecuada facilita la formacién de las reflexiones internas y entre 10

y 50 ondas evanescentes (Figura 5).
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Sample in contact

/ with evanescent wave

Infrared \ ATR

Beam Crystal

To Detector

Figura 5. Reflexiones multiples en sistema ATR [8]

Si la muestra se deposita sobre el cristal, la onda evanescente puede ser absorbida y
atenuada por la muestra en las longitudes de onda correspondiente a las bandas de
absorcion infrarroja, produciendo asi un espectro de reflexion total atenuado [6] [1]. El
volumen efectivo de medida depende del volumen total de muestra y el area que cubre
ésta. Una muestra en polvo muy compactada ofrecerda una determinacion cuantitativa
diferente de una muestra de polvo poco compactada. Obtener resultados cuantitativos
con solidos es mas complicado que en muestras liquidas. Las muestras necesitan poco o
ningun tratamiento previo pudiendo ser analizados directamente en el ATR, pero puede
existir destruccién parcial de la muestra debido a la presion ejercida para asegurar un

buen contacto entre la muestra sélida y el cristal [7].

1.3.2. Microscopia Infrarroja

Combinando un microscopio convencional con técnicas de espectroscopia infrarroja se
pueden obtener espectros infrarrojos de gran calidad que proporcionen informacién
sobre la composicion quimica de una muestra desconocida del tamafo de micras.
Permite obtener un mapa espectral de un area determinada de la muestra, pudiendo
recoger la informacion espectral manteniendo la resolucién espacial inherente de la

microscopia infrarroja.

La microscopia infrarroja esta adaptada para utilizar todos los elementos de un sistema

FTIR convencional es decir transmitancia, reflectancia y ATR [6] [1].
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1.3.3. FT-IR Imaging

El empleo de detectores Focal Plane Array (FPA) en un sistema de microscopia infrarroja
permiten la adquisiciéon de un nimero de n por n espectros espacialmente resueltos (n =
16, 32, 64 6 128 segun el detector), ofreciendo cada pixel de la imagen un espectro
infrarrojo independiente (Figura 6). Adquiriendo simultaneamente cientos de espectros
por minuto, un detector FPA ofrece informacion sobre la identidad y concentracion de
compuestos especificos y su distribucion en el area de medicion. Estos detectores también
pueden ser usados acoplando un micro-ATR proporcionando asi una mejora
significativa en la resolucidn espacial respecto a la resolucién espacial obtenida por la
difraccién en aire. Las muestras para un micro-ATR no necesitan ninguna o poca

preparacion [9].

Fig. 12
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Figura 6. Identificacion de tres especies quimicas en tres localizaciones distintas [9].
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1.4. Herramientas quimiométricas para el tratamiento de datos.

Para la determinacion de xenobidticos en muestras bioldgicas, los estudios se dirigieron
al empleo de metodologias analiticas no desarrolladas para la determinaciéon de un
analito especifico. En nuestro caso el método propuesto consiste en la utilizacién de un
numero de muestras provenientes de una poblacién lo suficientemente representativa
como para que permita correlacionar las sefiales obtenidas con la presencia del
xenobidtico teniendo en cuenta las diferencias entre las poblaciones analizadas: hombres
y mujeres fumadores frente a hombres y mujeres no fumadores. La determinacion de
estas diferencias puede entonces ya no estar relacionada directamente con el xenobidtico
en si, sino en algunos casos con la presencia de, por ejemplo, metabolitos, con lo cual el
tratamiento de las sefiales obtenida en los espectros se plantean como un problema
mucho mas complejo que requiere de la utilizaciéon de software informatico de mayor

capacidad que los utilizados habitualmente en tratamiento de datos.

1.4.1. Redes Neuronales Artificiales, RNA

Las redes neuronales artificiales (RNA, o ANN segun sus siglas en inglés Artificial Neural
Network) se basan en el principio del funcionamiento de un cerebro humano, el cual
procesa la informacién mediante una estructura distribuida paralelamente llamada red
neuronal. Las RNA consisten en tres capas, una primera capa que recibe los datos; una
capa de salida que envia la informacién procesada; y una o mas capas ocultas que enlazan
las capas de entrada y salida (Figura 7). Todas o una fraccion de las neuronas que se
encuentran en una capa estan conectadas con todas o con parte de las neuronas que se
encuentran las capas anterior y posterior [10]. Las RNA estan agrupadas en dos
categorias principales; redes de propagacion hacia adelante (aciclica) y redes recurrentes.
Las redes aciclicas no forman ciclos en las conexiones de su red, todas las sefiales van
desde la capa de entrada hacia la capa de salida siendo la Perceptron Multicapa el tipo de
red aciclica mas comun. Las redes recurrentes tienen al menos un ciclo en las conexiones

de su red como por ejemplo una Red de Hopfield (Figura 8) [11].

12150



Master en Ciencias Analiticas y Bioanaliticas

Input Layer Hidden Layer Ourput Layer

|
o
66 - 0000000
®)
l

Figura 7. Red Neuronal Artificial [10]

Las ventajas que presentan las redes neuronales artificiales son [12]:

No linealidad: Una neurona artificial puede ser lineal o no lineal. Una red
neuronal, creada por interconexiones de neuronas lineales, es en si misma no
lineal. Ademas, la no linealidad es de un tipo especial en el sentido de que se
distribuye en toda la red. La no linealidad es una propiedad muy importante,
especialmente si el mecanismo fisico subyacente responsable de la generacion de
la senial de entrada (por ejemplo, una sefal de voz) es inherentemente no lineal.
Aprendizaje: Las RNA tienen la capacidad de adquirir el conocimiento a través
de la experiencia. Esto se consigue proporcionando a las RNA datos de entrada e
indicando cual es la respuesta esperada. La informacién contextual es almacenada
de forma similar a un cerebro, por lo tanto a mayores interconexiones neuronales,
mayor conocimiento.

Flexibilidad y Adaptabilidad: Una RNA puede corregir cambios pequefios en la
informacién de entrada en tiempo real, por ejemplo corregir el ruido en una
sefial. Las RNA se adaptan rapidamente a las condiciones de trabajo.
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e Tolerancia a fallos: Las RNA son capaces, a través de una computacion robusta,
de trabajar en condiciones adversas respondiendo correctamente aun si la
informacion se dana parcialmente. Al igual que en un cerebro, si una neurona se

dana, otra neurona interconectada podra continuar su trabajo.

Y Y
;\/\i ﬁ
A T, A /)Q
\ \

¢

Figura 8. Red de Hopfield (red recurrente)

1.4.2. Analisis discriminante lineal, ADL

El analisis discriminante lineal (ADL, o LDA segun sus siglas en inglés Linear
Discriminant Analysis), es una herramienta matematica consistente en un cambio de
variables. Cada una de las nuevas variables se genera a partir de combinaciones lineales
de las variables iniciales (en nuestro caso, las absorbancias de los espectros a las distintas
longitudes de onda) de tal forma que, en el nuevo sistema de referencia, todas las
muestras pertenecientes a una misma categoria estan lo mas cerca posible entre si y, asi

mismo, dos categorias diferentes estan lo mas alejadas posible entre si.
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I1. Equipo Experimental

2.1. Materiales

e Espatula

e Mortero de agata

e Portaobjetos para microscopia: 26 x 76 mm
e Laminas de aluminio

e Hisopos de algodén

¢ Cinta adhesiva

e Tubos de ensayo con tapén de 10 mL

e Micropipetas de 200 y 1000 pL

2.2. Reactivos

Los reactivos utilizados fueron los siguientes:

e Alcohol Etilico Absoluto HPLC; J.T.Baker
e KBr
e Resina Epoxy

o CrysticR115 PA

o Catalizador X-8

2.3. Aparatos e instrumental

e Espectrofotometro FTIR acoplado a un microscopio con sistema de formacion de
imagenes (Varian 620-IR y Varian 670-IR) con tres sistemas de deteccion: uno en
el espectrometro y dos en el microscopio (FPA, para formaciéon de imagenes y
MCT para medidas puntuales):
o Espectrometro FTIR Varian 670-IR (Figura 9)
* Dispositivo IR de transmision

* Dispositivo ATR (Golden Gate, Specac) (Figura 11)
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Figura 9. Espectrémetro FTIR

o Microscopia FTIR Varian 620-IR
* Dispositivo micro-ATR
» Sistema para formacion de imagenes FPA
Prensa Manual Hidraulica Atlas (Specac) (Figura 10)
Moldes para Preparacion de Pastillas (Specac)
Moldes para probetas de resina epoxy

Lijadora para probetas

Figura 10. Prensa manual
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2.4. Software

e Mathworks Matlab R2013b
e Microsoft Excel 2013
e Resolutions Pro FTIR Software
o Backgrounds medidos contra aire
* Rango de medicion: 16 ciclos, rango de espectro 2 cm’; inicio de
rango 0; fin de rango 8000 cm'
o Mediciones con detector interno
* Rango de medicién: 16 ciclos; rango de espectro 2 cm™; inicio de
rango 600 cm’’; fin de rango 4000 cm™
o Mediciones con detector FPA
* Rango de medicién: 16 ciclos; rango de espectro 2 cm™; inicio de

rango 950 cm’’; fin de rango 4000 cm™
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II1. Procedimientos

3.1. Poblaciones y toma de muestra

De los distintos tipos de muestras no invasivas que se podrian tomar de una poblacidn,
como pueden ser aire expirado, saliva, sudor, cabellos, huellas digitales, etc., se opt6 por

iniciar los estudios con las dos ultimas por su facilidad y limpieza a la hora de la toma.

Se han desarrollado distintas técnicas para la determinacién de componentes organicos
[13] en distintas matrices mediante medidas de FTIR [14], por lo que se planted la
posibilidad de obtener informacién a partir de las huellas dactilares y asi poder

desarrollar un posible método no invasivo de determinacién de xenobidticos.

En el caso de las huellas digitales, se ha descrito que la determinacion de este tipo de
muestras en hombres y mujeres no se ve afectada por la edad ni por el paso del tiempo
durante su almacenamiento cuando se realizan medidas de FTIR-ATR o microscopia

infrarroja [15].

Las muestras son facilmente recogidas en KBr, metales y también se puede extraer las
huellas de otras superficies utilizando cinta adhesiva [16]. En la busqueda del mejor
soporte para la realizacion de los futuros analisis se realizaron las siguientes recogidas de

muestra [15].

3.1.1. Impresiones en KBr

Se prepararon pastillas de 250 mg de KBr con la prensa hidraulica habiendo
homogeneizado el tamafio de los cristales en un mortero de agata. Se seleccionaron las
mejores pastillas, sin grietas y translucidas ya que diferencias de humedad, tamafio de
granos diferentes o una pequena diferencia al homogeneizar la sal en la prensa, dan como
resultado dos pastillas totalmente distintas. Se tomo la precaucion de almacenar las

pastillas en un desecador para evitar que absorbieran agua del ambiente.
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3.1.1.1. Modo de transmision

Se procedié a recoger impresiones de huellas dactilares en las pastillas de KBr pidiendo a
los individuos que se frotasen los dedos por la manos, cara, barba y pelo para poder
aumentar la grasa natural de la piel y obtener una mejor muestra [15]. Con cuidado de

no romper la pastilla, se debe apretar 10 veces seguidas la pastilla entre los dedos indice
y pulgar.

Se determinaron los espectros de transmitancia en el Varian 670 en modo transmision.
Primeramente se realiz6 un blanco con una pastilla de KBr limpia para asi poder
comparar las sefiales de los espectros con huella. Posteriormente se realizaron los analisis

de todas las pastillas.

3.1.1.2. Microscopia IR
Posteriormente se procedi6 a recolectar una sola impresion del dedo indice de la mano

dominante, recogiendo asi una huella dactilar definida.

Se determinaron las huellas mediante el microscopio de infrarrojo. Se buscaron las zonas
con mayor concentraciéon de muestra y registrando su espectro de IR, se barri6 la

superficie de la huella determinando las zonas con muestra y las zonas con solo KBr.

3.1.2. Huella en superficie metalica

Para el analisis de huellas en superficies metalicas se comenz6 utilizando la placa de
calibrado de plata del microscopio donde se observé que se apreciaban las huellas

diferencidndose perfectamente las zonas con o sin muestra.

Dado el coste que implica emplear como soporte laminas de plata se buscaron nuevas
alternativas. Las laminas mas facilmente accesibles y econdmicas fueron las laminas de
aluminio que presentan un aspecto similar a la plata. Las laminas de aluminio se adherian
a portaobjetos de microscopio para evitar su rotura y ofrecer una estructura rigida en la
que depositar la huella facilmente. El individuo debia de dejar una huella tras frotarse las

manos, pelo O cara.
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3.1.2.1. Microscopia IR

Se utiliz6 el microscopio para determinar la composicion de las huellas mediante el
detector MCT, realizando distintas mediciones a lo largo de la huella. También se utilizé
el detector FPA [17] [13], para intentar realizar un barrido del aluminio y obtener una
imagen de la huella dactilar con los espectros correspondientes en cada zona. Se utilizé
como guia una huella depositada con tinta de boligrafo para confirmar que las

deposiciones observadas dpticamente eran realmente huella y no otro tipo de impureza.

3.1.2.2. Medidas FTIR-ATR
También se determinaron las huellas mediante el equipo ATR separando con cuidado la
lamina de aluminio y depositandola sobre el cristal del equipo. Nuevamente se utiliz6

como guia una huella depositada con tinta de boligrafo.

Figura 11. ATR Golden Gate

3.1.3. Extraccion con hisopo

El dltimo proceso de recoleccion de muestras se realizé con la ayuda de un hisopo con

etanol frotando los dedos indice y corazén que los fumadores suelen emplear para sujetar

20 | 50



Master en Ciencias Analiticas y Bioanaliticas

el cigarrillo, que se almacend en un tubo de plastico cerrado hasta su uso posterior. Para

las medidas se ensayaron distintos procedimientos operatorios:

1. Se emplea el hisopo original sin ningtn tratamiento

2. Se anaden 200 pl etanol para proceder a su medicidon en la disolucién
alcohdlica.

3. Se realiz6 una extraccion con 1 mL de etanol dejandolo en contacto con el

hisopo durante 10 min, y se evapord el disolvente hasta su cuarta parte para obtener

una disolucién mas concentrada.

Las medidas se realizaron en el ATR y consistieron en una primera mediciéon con el
hisopo original en contacto con el cristal del equipo; posteriormente se puso en contacto
10 veces el hisopo sobre el cristal para intentar transferir la mayor cantidad de muestra a
el cristal; por ultimo se determind el contenido de las disoluciones etandlicas
concentradas de extraccion, depositando 30 pL poco a poco con la precaucion de no dejar
al disolvente expandirse mucho sobre el ATR manteniendo asi la mayor cantidad de la

muestra sobre el cristal del equipo.

3.1.4. Muestras de pelo

Se procedid a recoger muestras de pelo de fumadores y no fumadores para realizar un
analisis FTIR de estos [18]. Posteriormente estas muestras de pelo se incluyeron en
bloques de resina epoxi de forma perpendicular. Para ello se realizaron dos
procedimientos distintos; el primero consisti6 en utilizar dos trozos de resina desechada
como soporte, se adhirieron los pelos con laca de ufias y se unieron los dos trozos como
un sandwich (Figura 12). Posteriormente se introdujo este soporte en un molde y se

rellend con resina nueva para crear una nueva probeta.
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Figura 12. Pelo encapsulado entre dos resinas

El segundo procedimiento se realizé con la ayuda de una pipeta Pasteur de plastico. Se
corto la parte superior y se le realizé un agujero en la “base” para poder introducir los
pelos, se selld y se rellend la pera con resina para crear una probeta provisional. Una vez
endurecida se recorté el plastico, se lijo la resina hasta el tamafio correcto para ser

introducida en el molde estandar y se creé una nueva probeta.

Los moldes con la resina se introdujeron en un horno a 55 °C durante una hora hasta que
esta estuvo totalmente endurecida para su manipulacion. Posteriormente se le realiz6 un

proceso de lijado y pulido hasta el dia siguiente.

3.2. Tratamiento estadistico

Mediante MatLab se compararon las similitudes de los espectros obtenidos adaptando el
coeficiente MAD [19] el cual estd basado en la media de las diferencias absolutas de
absorbancia o transmitancia, escalada en el rango de 0-999. En nuestro caso se adaptd
dicha ecuacién a los espectros de transmisién y en un rango entre 0 y 1; a mayor similitud
de dos espectros, mas proximo es el coeficiente MAD igual a 1, siendo éste unitario en el

caso de que los espectros sean exactamente iguales.

MAD = 999 - [1 - %] (1)

siendo d el vector que contiene las diferencias absolutas de absorbancia
d = |x, — x| (2)
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Los espectros con una similitud maxima, x, - X5, obtienen un coeficiente MAD de 999.

En nuestro caso su coeficiente seria 1.

MADpoa = [1-52] )

Los valores a comparar son las sefiales de transmitancia obtenidas a cada longitud de
onda, para ello se ajustaron todos los espectros empleando una misma linea base y se
elimind la sefial de CO, para minimizar las diferencias entre espectros y asi obtener
coeficientes MAD sélo dependientes de los diferentes picos obtenidos en cada espectro.
Se introdujeron todos los valores en una tabla de Excel definiendo cada espectro como
un vector y anotando en las columnas todos los valores de transmitancia (%T). Los datos
finales se copiaron a un documento de texto compatible con MatLab y este cre6 una
matriz (Tabla 1) en la que cada columna corresponde a un espectro-vector para la

ecuacion MAD.

Vector1 Vector 2 Vector n
% Ty % T2 cee % Tvm
%TV]2 %Tvzz cee %TVnZ
% Ty % T, .. % T v

Tabla 1. Ejemplo de matriz de espectros, siendo n el numero de espectros y A el numero de longitudes de
onda

Los calculos del coeficiente de similitud MAD definido segin la ecuacién (3) se
realizaron en MATLAB. Los resultados obtenidos se ordenaron en la Tabla 2, donde el
coeficiente de similitud para el par de espectros (vectores) m y n puede leerse en la
interseccion de la n-ésima fila y la m-ésima columna o viceversa. Dada la definicién del

coeficiente, éste es simétrico: MAD.=MAD, n.
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Vector1 Vector 2

Vector 1

Vector 2

Tabla 2. Ejemplo de tabla final con coeficientes MAD obtenidos

Al comparar un vector consigo mismo no existen diferencias, por lo que el valor de MAD
es igual a 1. Esto puede verse en la tabla anterior, en la que la diagonal principal de la

matriz es 1.

Estos valores MAD se utilizaron como guia entre espectros de aspecto similar,
comparando a las poblaciones fumadoras y no fumadoras en busca de diferencias que
nos permitiese determinar si el método utilizado era capaz de discernir diferencias entre

las poblaciones.

2450



Master en Ciencias Analiticas y Bioanaliticas

IV. Resultados y discusion

Los primeros resultados obtenidos con los distintos soportes empleados para las tomas
de muestras se analizaron en conjunto para determinar la capacidad de encontrar
diferencias significativas entre poblaciones de fumadores y no fumadores, mediante el
uso de los equipos FTIR. Ya que este estudio dio un resultado no significativo se procedié
a escoger el método que ofrecia mejor sefial realizando el analisis de los espectros con un

solo tipo de toma de muestra.

4.1. Determinacion inicial

4.1.1. Impresiones en KBr

Las impresiones dejadas en pastillas de KBr se determinaron por transmitancia FTIR

obteniendo los siguientes resultados:

Huellas en KBr - Comparacion 13 individuos

110

100
90
=
® 80
70
60
50
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
blanco ———H - No Fum 013 1/CM—I—NoFumOIZ—H-NoFumOll
= H - Fum 010 M - Fum 009 M - No Fum 008 H - No Fum 007
———H - Fum 006 H - Fum 005 ———H - Fum 004 = H - Fum 003
=M - Fum 002 M - No Fum 001

Gréfica 1. Comparacion de los espectros obtenidos en 13 individuos con la sefial de CO, a 2400 cm™

eliminada.
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Se puede observar como los espectros varian sin relaciéon aparente entre fumador y no
fumador. Las sefales obtenidas dependen mas de la cantidad de muestra dejada en la

pastilla de KBr que de las diferencias entre sexo o fumadores. Los picos observados

corresponden a las sefales esperadas para una huella dactilar humana (Tabla 3) [15].

Frecuencia (cm™) Vibracién Asignacion
Lipido/Proteina
1 3281 Estiramiento N-H (2° amida) Proteina
2 2923 Estiramiento C-H (1¢ carbono) Lipido
3 2854 Estiramiento C-H (2° carbono) Lipido
4 1741 Estiramiento C=0 (éster saturado) Lipido
5 1655 C=0 (22 amida) Proteina
6 1546 e  Mayoritario: Flexién en el Proteina
plano N-H (2¢ amida) Proteina
e  Minoritario: Estiramiento C-
N
7 1463 e  Flexion asimétrica CHj3 Lipido
e  Flexion simétrica CH, ..
Lipido
8 1379 Flexién simétrica CH; Lipido
9 1233 Estiramiento C—N (22 amida) Proteina
10 1160 Estiramiento C—C—O (éster saturado) Lipido
11 1113 Estiramiento O—C—C (éster saturado) Lipido

Tabla 3. Grupos funcionales encontrados en las huellas

Uno de los individuos fumadores ofrecié un espectro claramente diferenciado del resto
pero este al ser comparado con un patrén de nicotina [20] [21], compuesto que se absorbe

por los fumadores [22], no se observaron picos similares por lo que se determiné como
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un caso aislado y de contaminacién posiblemente por el empleo de otros productos como

pueden ser el jabon de manos o cremas corporales.

Comparacién de Fumador frente a Nicotina

95 100

' 90

0 1 80

L

85 ] 70

‘ 60
e =
< 80 50 ¢

40

75 ' 30

70 20

10

65 0

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
1/CM
= Nicotina Mujer Fumadora

Gréfica 2. Comparacion del espectro de Nicotina frene a un fumador.

4.1.2. Huella en KBr

Se realiz6 un analisis de una huella en una pastilla de KBr para determinar la viabilidad
del método empleando el microscopio de infrarrojos. Se rastreo la pastilla en busca de
zonas donde se observara visualmente la presencia de muestra, con la ayuda de la cdmara
acoplada al microscopio se realizaron capturas de la huella (Figura 13, Figura 14 y Figura

15) para relacionar el aspecto de la muestra con el espectro (Grafica 3) obtenido:
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Huella KBr - Microscopio
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90
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Zona 019 Zona 011 Zona 000

Gréfica 3. Espectros de huella en pastilla de KBr

Figura 13. Captura del microscopio de la Zona 000
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Figura 14. Captura del microscopio de la Zona 011

Figura 15. Captura del microscopio de la Zona 019

Se puede observar como las zonas de la pastilla con mayor rastro de la huella como en la
zona 000 por su coloracién amarillenta o la zona 019 por una “gota” de aspecto oleoso
corresponden con los espectros con mayor sefial y con una clara banda correspondiente
al ~OH. En el espectro correspondiente a la zona 011 se observa una presencia minima
de la huella siendo consecuente a la aparente ausencia de muestra observada en la

captura.
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4.1.3. Extraccion con hisopo

Los hisopos se determinaron utilizando el accesorio ATR del sistema FTIR. Se
determinaron los espectros de mediante los tres procedimientos indicados en el apartado

3.1.3, obteniendo los siguientes espectros que se muestran en la Grafica 4:

Hisopo

110
105
100 w
95
90 2 3
85
80
75
70
65
60
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

1/CM

%T

Hisopo 003 - Concentrado Hisopo 003 - Concentrado 2

Hisopo 003 - sin concentrar. HF

Hisopo 002 - sin concentrar. MF

Hisopo 003 - Muestra desde hisopo

Grafica 4. Comparacién de espectros de disolucién concentrada, extraccién sin concentrar y muestra del
hisopo.

Se puede observar que la cantidad de productos corporales extraida del hisopo y
transferida al ATR es minima, aun habiendo realizado una concentracién evaporando el
disolvente, sdlo se siguen apreciando los picos correspondientes a la zona del espectro de

entre 2900 y 2600 cm'.

Posteriormente se compard los espectros (Grafica 5) obtenidos depositando la muestra
sobre el ATR desde el hisopo con los espectros manteniendo el hisopo sobre el cristal del
equipo durante la deteccién. Se puede observar como aumenta la senal y los picos
detectados pero estos corresponden al Etanol usado como disolvente y al propio algodén
del hisopo, las posibles sefiales debidas a los productos corporales de fumadores y no

fumadores resultan enmascaradas.
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Gréfica 5. Comparacién de espectros de Hisopo sobre ATR y Disolucién.

4.1.4. Huella en superficie metalica

Las huellas en superficie metalica se determinaron utilizando:
e Detector FPA:

Se intent6 realizar una imagen de la huella mediante la técnica imaging utilizando el
detector FPA. No se consiguieron resultados positivos ya que la mayoria de las sefales
eran demasiado débiles como para ser detectadas por el FPA y realizar la interpolacién
de los espectros para la creacion de la imagen. Solamente alguna zonas puntuales (Figura
16 y Figura 17) de la huella con mayor concentracién de muestra ofrecieron la intensidad
suficiente para poder crear una imagen correspondiente al pico 2 (2920 cm™) dela Tabla

3.
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Figura 16. Imagen de la Zona 12 de una huella obtenida por interpolacién de espectros a 2920 cm™

035~ Row=21Col=16

0.30—

Response

0.25~

oo W

EOL T T T T T T T T S T S S T S S U S S S T S S T S S S S S S N S S S U S S S U B S S U B SNSRI |
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 10¢
Wavenumber

Gréfica 6. Espectro correspondiente a la Fila 21 - Columna 16.

Figura 17. Imagen de la Zona 7 de una huella obtenida por interpolacién de espectros a 2920 cm™
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Griéfica 7. Espectro correspondiente a la Fila 18 - Columna 23.
e Micro - ATR:

Se realizd un analisis de una huella en una superficie de plata, con ayuda de la cimara
acoplada al microscopio se rastre6 la plata en busca de rastros de la huella depositada. Se
captur6 una imagen (Figura 18, Figura 19 y Figura 20) de la zona y se procedi6 a
determinar espectro de infrarrojo (Grafica 8) de la zona utilizando el acople micro-ATR

para el microscopio.

Huella en plata - micro ATR

101

TN

£ 9

91

89 3

87 2

85

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
1/cm
Zona 003 Zona 004 Zona 005

Graéfica 8. Espectros de huella en superficie de plata
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Figura 18. Captura del microscopio de la Zona 003, remarcado en rojo la huella.

Figura 19. Captura del microscopio de la Zona 004, remarcado en rojo la huella.

Figura 20. Captura del microscopio de la Zona 005, remarcado en rojo la huella.
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4.2. Comparacion de los cuatro métodos

Se tomaron los quince picos de todos los espectros disponibles (71) elaborando por tanto
una matriz de 71x15 elementos. De los mencionados 71 elementos, se dispone de 14
correspondientes a mujer fumadora (tipo 3), 3 correspondientes a mujer no fumadora
(tipo 2), 5 correspondientes a hombre fumador (tipo 1) y 49 correspondientes a hombre
no fumador (tipo 0). Los analisis no pueden ser concluyentes debido al escaso numero de
muestras de tipo 1 y 2, y al desequilibrio en proporciéon de muestras (casi el 70% son
hombres no fumadores). No obstante, las muestras disponibles se dividieron
aleatoriamente en un conjunto de entrenamiento y otro de ensayo, disponiendo que el
70% de las muestras constituyan parte del grupo de entrenamiento. Esta division se
realizé tres veces diferentes, utilizando el resultado cada vez en una clasificacion por
RNA, empleando como factor de sigmoidal (a) 0.90, parametro de aprendizaje (1) 0.95,

16 neuronas por capa con una capa oculta.

4.2.1. Resultados

1¢" ensayo: Ven'=(11,3,5,36) y por tanto ve,=(3,0,0,13).

Tabla 4. Las filas indican cuantas muestras de ése tipo se clasificaron de acuerdo con el tipo indicado en la

columna.

! Llamamos Vent @ Un vector que nos indica cuantas muestras de cada categoria hay en el conjunto de
entrenamiento; de forma similar ven: Se refiere al nimero de muestras de cada tipo en el conjunto de ensayo.
Por légica Vens*+Vent = (14,3,5,49).
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Figura 21. Variacién del error con el nimero de ciclos para la clasificaciéon por RNA en el primer ensayo.

2° ensayo: Ven=(13,2,4,34) y por tanto ven,,=(1,1,1,15)

11 de 15

1 0 0 0 O0del
1 0 0 0 0del
1 0 0 0 O0del

Tabla 5. Las filas indican cudntas muestras de ése tipo se clasificaron de acuerdo con el tipo indicado en la

columna.
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Figura 22. Variacién del error con el nimero de ciclos para la clasificacién por RNA en el segundo

ensayo.

3¢ ensayo: Ven=(11,3,5,36) y por tanto ve,,=(3,0,0,13).

17 de 19

1 0 0 0 0 del
0 0 0 0 0de0
3 0 0 0 0de3

Tabla 6. Las filas indican cuantas muestras de ése tipo se clasificaron de acuerdo con el tipo indicado en la

columna.
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Figura 23. Variacion del error con el nimero de ciclos para la clasificacién por RNA en el tercer ensayo.

Como puede verse en los datos anteriores, la red no es capaz de diferenciar las distintas
categorias sino que tiende a clasificarlas todas en la clase 0, probablemente porque es de

las que mas datos tiene.

4.2.2. Resultados empleando solo el criterio de fumador / no fumador
1¢" ensayo: Ve, =(18,38) y por tanto vens=(4,11)

No fumador

Tipo

Fumador 1de4

No fumador 1 10 10de 11
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2° ensayo: Ven=(16,36) y por tanto ve,=(6,13)

Tipo Fumador No fumador

Fumador 0deé6

No fumador 12 1 12de 13

3¢ ensayo: Ven=(17,35) y por tanto ven=(5,14)

Tipo Fumador No fumador

Fumador 1de5

No fumador 11 3 11 de 14

Con el nimero de datos presentado no es suficiente para poder establecer una
clasificacién mediante redes neuronales. No obstante hay una clara disparidad en cuanto
al numero de muestras presentes de cada tipo, lo que dificulta el analisis. La red neuronal,
en los dos casos presentados, clasifica practicamente la totalidad de las muestras en el
grupo mas abundante, lo que es de esperar dada la desproporciéon de muestras de

entrenamiento.
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4.2.3. Seleccion del mejor método

Ante los resultados obtenidos mediante las redes neuronales se procedié a comparar los

espectros de las distintas técnicas mediante el coeficiente MAD:

Huellal Huellal Huellal Huella2 Huella 2 Huella 2
MF-3 M.F -2 MF-1 H.NF -3 H.NF - 2 H.NF-1
Huella 1
MF-4
Huella 1
MF-3
Huella 1
M.F -2
Huella 1
MF-1
Huella 2
H.NF -3
Huella 2
H.NF -2
Huella 2
H.NF-1
Tabla 7. Coeficientes MAD para huellas ATR en Aluminio

Como se puede observar, los coeficientes MAD (Tabla 7) muestran una relacién de los
espectros cuando provienen del mismo individuo pero cuando se comparan con otro, los
espectros son tan diferentes que es menor que cero. En el resto de técnicas se observaron
las mismas complicaciones por lo tanto las diferencias entre espectros dependen mas por

las condiciones de medicidon que por las propias diferencias entre fumador o no fumador.

Por lo tanto se procedié a comparar los espectros individualmente para seleccionar la
técnica que mejor relacion sefial / ruido presenta. Como se puede observar comparando
la Grafica 1, Grafica 3, Grafica 4 y Grafica 8 los picos obtenidos por ATR de una huella
en una superficie metalica son mas intensos y la interferencia por CO, es mucho menor

que en el resto de métodos.

4.3. Determinacion de huellas con ATR en ldminas de aluminio

Se amplié el muestreo para intentar conseguir una equiparacion entre el nimero de

muestras de cada clase. Se procesaron, por tanto, los picos de 82 espectros (22 hombres
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no fumadores, 20 hombres fumadores, 22 mujeres fumadoras y 18 mujeres no

fumadoras).

Huella en Aluminio

110

100

90
£ 80
/’ Est. C-N (2% amida)
70
Estiramiento C-H (1¢" [carbono) C=0 (22 amida)
60 Est. C—H (2° carbono) Est. C=0 (ester saturado)
Aleteo N-H (solo aminas primaria y secundaria)
50
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

1/CM

Grafica 9. Comparacion de los picos de doce espectros

El analisis por ADL (analisis discriminante lineal) presenta unos resultados bastante
pobres, mostrados en la Tabla 8. Como puede verse en las graficas, parece que es mas

facilmente distinguible el hecho de ser hombre o mujer al de ser fumador o no fumador.
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Figura 24. Representacion grafica del analisis ADL con cuatro categorias
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El color azul representa a los hombres fumadores, el verde a las mujeres fumadoras, el
rojo alos hombres no fumadores y el fucsia a las mujeres no fumadoras. Las cruces negras

representan las muestras problema, desconocidas.

Aciertos Fallos Inclasificable

Hombre fumador 3 (MN, MN, MN) 1 (HF)

4 (HF, HF, HN,
Mujer fumadora 4 3 (HF,MF,HN)
MN)
Hombre no 4 (HF, MF, MF,
2 1 (MF)
fumador HN)

Mujer no fumadora 2 2 (MF, MF) 1 (HF)

Tabla 8. Resultados por ADL con cuatro categorias. Entre paréntesis se da la clase en la que lo clasifica, 0 a

la que mas se aproxima en caso de inclasificable. El conjunto de entrenamiento estd compuesto por 52

muestras y el de ensayo por 30.

Esta clasificacion por ADL se intentd repetir considerando unicamente dos categorias:

fumadores y no fumadores. En ese caso la tabla de resultados queda como sigue:

Aciertos Inclasificable

Fumador

No fumador

Tabla 9. Resultados por ADL con dos categorias: Fumador y No Fumador. El conjunto de entrenamiento

estd compuesto por 53 muestras y el de ensayo por 29.
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Siendo las representaciones graficas:

0.8 T T T T T

2.5

-0.4
-0.5 0 0.5 1 15 2 25
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Figura 25. Representacion gréfica del analisis ADL con dos categorias

Con los resultados observados parece haber una cierta tendencia a la separacidn, si bien
los centroides estan muy préximos y hay una amplia zona de confusion. Es posible que
un mayor procesado matematico de las muestras, o quiza variaciones experimentales,

permitan conseguir mejores resultados.

4.4. Muestras de pelo

Se estudiaron muestras de pelo (Figura 26) mediante el microscopio de infrarrojos con
detector FPA con la intencidn de detectar rastros de nicotina o diferencias en el espectro
de FTIR que permitieran la discriminacion entre fumadores o no fumadores, pero no se

consiguieron resultados satisfactorios.
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Figura 26. Captura de imagen con el microscopio 6ptica de la muestra de pelos

La calibracion del detector FPA se realiza empleando una superficie de oro que regula la
intensidad de luz maxima que recibiran los detectores durante un analisis. En nuestro
caso, la cantidad de luz reflejada en la muestra no es suficiente para formar una imagen
de calidad. Alternativamente, se procedid a calibrar el detector FPA con la resina en

donde esta encapsulada nuestra muestra con resultados igualmente pobres.

Ante estos resultados se intent6 realizar una mediciéon mediante micro-ATR (Figura 27)
ya que este no depende tanto de la cantidad de luz que reciba el detector. Las imagenes

obtenidas volvieron a ser deficientes debido a la pobre calibracion del detector FPA.

Figura 27. Marca dejada en la resina por el micro-ATR
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V. Conclusiones

El estudio de huellas digitales humanas mediante espectroscopia FTIR empleando
distintas superficies de soporte para la toma de muestra, sugiere la posibilidad de utilizar
esta técnica para la determinaciéon de compuestos de interés en muestras de origen

biol6gico como cita la bibliografia consultada.

Los resultados obtenidos con ADL muestran una tendencia a la separaciéon de las
poblaciones a pesar de encontrarse aun muy cercanas. La optimizacién de la toma de
muestra para permitir una mejor impresion; optimizacion de las superficies para obtener
las muestras como puede ser la utilizacién de placas de oro que ademas ayudaria a la
calibracidn del detector FPA; y el acceso a un mayor nimero de poblacién de estudio,
podrian permitir obtener resultados mas definitivos y claros para el desarrollo de una

metodologia de screening de compuesto quimicos no invasiva.
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