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Resumen— La espectroscopia Raman ha sido utilizada para
diversas aplicaciones biomédicas con éxito. Sin embargo, un
problema con los espectros Raman de tejido bioldgico es la
presencia de ruido asociado a diversos factores entre ellos el
ruido debido a la fluorescencia, generado por la excitacion
biomolecular. Este ruido algunas veces es mayor a la propia
sefial Raman por lo que la reduccion o eliminacién del mismo es
fundamental para un correcto anilisis de los espectros. En este
trabajo se propone el uso del método de descomposicion
empirica de modos (EMD, por sus siglas en inglés) para eliminar
la fluorescencia y el ruido en espectros Raman. EMD es un
método de separacion de sefiales adaptativo y libre de
parametros usado para seiiales no estacionarias. EMD fue
probado en tejido biolégico mostrando resultados similares a los
métodos utilizados actualmente como el algoritmo de Vancouver
(VRA, por sus siglas en inglés). Ademas, se calculé el coeficiente
de correlacion entre EMD y VRA siendo de 0.92.

Palabras clave—Espectroscopia Raman, autofluorescencia,
eliminacién de ruido.

I. INTRODUCCION

La espectroscopia Raman es una técnica usada en
medicina y biologia para caracterizar muestras biologicas de
tejido, células y fluidos, dadas las ventajas que ofrece por ser
una técnica no invasiva, relativamente rapida y que
proporciona informacion a nivel molecular. Adicionalmente,
cada muestra analizada tiene su espectro caracteristico o
“huella molecular” [1] [2]. Sin embargo uno de los grandes
problemas de los espectros Raman y especificamente de
tejido biologico es que la sefial va acompafiada de ruido
generado por el instrumento de mediciéon, por fuentes
externas y el ruido debido a la fluorescencia. Este ultimo
puede ser de 6rdenes de magnitud mayor que la propia sefial
Raman impidiendo obtener informacién asociada a la
composicién molecular de la muestra. Por lo tanto, es
necesario eliminar el ruido en los espectros antes de la etapa
de analisis. El proceso de eliminacion de ruido debe llevarse
a cabo con especial cuidado para evitar pérdida de
informacion, y adaptarse al tejido que se pretenda analizar.

Para eliminar el ruido, se han empleado dos enfoques
diferentes: el experimental y el computacional. Los métodos
que usan el enfoquen experimental, se basan en ajustes o
mejoras a la instrumentacion y estos incluyen los de
excitacion desplazada y sistemas de tiempo limitado [3] [4].
Meétodos experimentales como los que se mencionan son un
tanto complejos debido a que implican largos tiempos de
adquisicion que dificultan su uso para aplicaciones en tejido
biologico, por estas razones se ha incrementado el uso de los
métodos computacionales dada su rapidez, facil

implementacion y bajo costo. Entre algunos de los métodos
computacionales que resaltan se encuentran: los de ajuste
polinomial, destacando el método de ajuste multipolinomial
modificado y el Algoritmo de Vancouver [5] [6]. Debido a su
simplicidad y efectividad se han convertido en los métodos
mas usados siendo el algoritmo de Vancouver el de mayor
uso y el cual podria ser considerado como uno de los métodos
estandar. Otros métodos computacionales que se han
implementado para eliminacion de ruido en espectros Raman
son: la transformada de Fourier [7], la transformada Wavelet
[8], derivadas de primer y segundo orden [9], minimos
cuadrados penalizados y minimos cuadrados asimétricos
[10]. Hablando especificamente de los métodos basados en
ajuste polinomial Lieber y colaboradores crearon el ajuste
polinomial modificado (modpoly), que trabaja realizando un
ajuste polinomial de forma iterativa [5]. En este método el
usuario debe seleccionar el grado del polinomio que mejor
modele a la fluorescencia de fondo del tejido que se analiza,
el cual finalmente sera restado a la sefial muestreada. Uno de
los grandes inconvenientes que presenta esta técnica es que
puede llegar a agregar falsas bandas Raman debido a que no
considera la contribucioén del ruido en el espectro antes de
remover la linea base. Como una mejora al modpoly, Zhao et
al., proponen el algoritmo de Vancouver (VRA) el cual
funciona bajo las mismas bases del modpoly pero con
mejoras que incluyen la contribucion del ruido y la separacion
de las bandas Raman de mayor intensidad previos a corregir
la linea base, asi como también adicionalmente introduce la
aplicacion de un filtro para suavizar los espectros como paso
previo a la eliminacion de fluorescencia [7]. Sin embargo
pese a su simplicidad, VRA presenta inconvenientes al ser un
método que requiere de la seleccion del grado de polinomio a
ajustar, que varia dependiendo del tipo de tejido o material
que se analiza, como consecuencia requiere de conocimiento
a priori por parte del usuario para determinar el valor del
grado correcto.

Por otra parte, el método de descomposicion empirica de
modos (Empirical Mode Decomposition, EMD) ha surgido
para el analisis de sefiales no estacionarias. EMD es un
método adaptativo en tiempo-frecuencia no lineal, que ha
sido usado en aplicaciones médicas en sefales de
electrocardiograma, electroencefalograma para la evaluacion
de ciertas patologias [11].

En este contexto, este trabajo de investigacion tiene
como objetivo evaluar el uso de EMD para eliminar ruido y
corregir la linea base en espectros Raman de tejido biologico.
El trabajo queda organizado de la siguiente forma, en la
seccion II se definira la informacion de los datos y métodos
utilizados para este trabajo, asi como las métricas utilizadas
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para evaluar el uso de los métodos planteados. Por otra parte,
la seccion 111 da a conocer los resultados obtenidos al aplicar
EMD y compararlo con el método estandar, finalmente en la
seccion IV se da a conocer la discusion y conclusiones.

II. METODOLOGIA
A. Protocolo

Para el presente reporte, se obtuvieron 20 espectros de
piel humana in vivo, usando un sistema Raman portatil
R3000, con un diodo laser de 785 nm, resolucion espectral de
8 cm™1, una potencia laser de 90 mW, rango espectral de 800
cm™t a 1800 cm™! y un tiempo de integracién de 10s. Los
espectros fueron adquiridos el mismo dia, por el mismo
operador, bajo las mismas condiciones, realizando cuatro
mediciones en el antebrazo derecho de un individuo sano en
la misma zona de piel y considerando como sefial final al
espectro promedio. Al final de las mediciones un conjunto de
quince espectros Raman fue considerado para cada muestra.

Un espectro Raman puede expresarse como una
combinacion lineal de tres componentes

Y = Xgrue + b+ 1. (1)

En donde x;,, es el espectro Raman libre de ruido y
fluorescencia, b es la fluorescencia de fondo, n el ruido en la
sefial y finalmente y es la sefial Raman cruda adquirida con el
espectrometro con fluorescencia y ruido. De tal forma que
para obtener una sefial libre de ruido es necesario restar la
fluorescencia de fondo y el ruido identificados a la sefial
cruda.

C. Descomposicion empirica de modos (EMD)

EMD fue definido por Huang et al. [12], es un método
adaptativo para separar seflales en un conjunto de
componentes que varian en el tiempo, modulados en amplitud
y frecuencia. EMD descompone una sefial como la suma de
funciones de modo intrinseco (IMF) mas un residuo. Una
IMF es una funcion con igual nimero (o puede diferir en uno)
de extremos y cruces por cero. EMD se aplica de la siguiente
manera:

1.- Se localizan los maximos y minimos de la sefial.

2.- Todos los maximos se conectan mediante un spline ciibico
para obtener la envolvente superior e,,.

3.- Los minimos se conectan mediante un spline ctibico para
obtener la envolvente inferior e;.

4.- Se calcula el promedio entre e,, y e;, con lo que se obtiene
un prototipo de la primera IMF (h).

5.- El paso niimero 4 se repite de forma iterativa tomando
como sefial el prototipo de IMF (h) proporcionado en el paso
numero 4, este proceso denominado proceso de tamizado se
repite hasta que la salida en 4 cumpla con las especificaciones
de una IMF (H).

El criterio utilizado para finalizar el proceso de tamizado
queda definido como en la siguiente ecuacion [10]:
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En donde k representa el numero de iteracion durante el
proceso de tamizado, h es la IMF prototipo, SD es la
diferencia entre la IMF prototipo (k) anterior y la actual.
Posteriormente SD es comparada con un umbral de 0.01, el
cual determina cuando se obtiene una IMF (H) y por lo tanto
finaliza el proceso de tamizado. El procedimiento para
obtener las IMF restantes se realiza utilizando la siguiente
ecuacion:

rn(t) = Tn—l(t) - Hn(t)- 3)

En donde H,,(t) es la n-ésima IMF, r;,(t) es el residuo actual
y la nueva entrada al proceso de tamizado, r,,_; (t) representa
el residuo anterior. Una vez que se encuentra la k-ésima IMF
el proceso termina cuando el residuo 7,(t) es una funcion
mondtona de la que no se pueden extraer mas IMFs.
Finalmente la sefial original se puede interpretar como [10]:

x(t) = XLy Hi(t) + my (8). (4)
Aplicando EMD a espectroscopia Raman x(t) es el espectro
Raman crudo con fluorescencia y ruido, H;(t) son las IMF
extraidas del espectro y 1, (t) es el residuo después de
obtener las IMFs del espectro Raman. En base a la
observacion, el residuo ry(t) mas la Gltima IMF Hy,(t)
modelan a la fluorescencia de fondo, y las primeras cinco
IMFs modelan al ruido de alta frecuencia, siendo la relacion
entre la ecuacion (4) y la ecuacion (1) de:

b = Hy(t) + ry(t), Q)
n= Y, H), (6)

finalmente x;,,, = ¥ — b — n, sera el espectro Raman libre
de fluorescencia y ruido.

1II. RESULTADOS

Los espectros Raman fueron procesados con EMD,
posteriormente se verifico visualmente que las bandas
identificadas en un principio en el espectro crudo se
conservaran en las sefiales procesadas sin ruido ni
fluorescencia. Ademas, VRA se utiliz6 como referencia por
ser un método establecido asi como uno de los mas utilizados
actualmente para eliminar ruido y fluorescencia, dada su
simplicidad y efectividad. Posteriormente, los espectros de
piel fueron sometidos a VRA y los resultados comparados
con los espectros procesados con EMD, para lo cual se
calculd el coeficiente de correlacion coseno como medida de
similitud entre ambos resultados siendo de 0.92. La Fig. 1
muestra el espectro original sin filtrar, las lineas grises
verticales identifican el maximo valor de las bandas Raman
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registradas en la literatura: aproximadamente en 852 ¢m™!

asociado a §(CCH), en 1005 cm™! relacionado a: v(CC) y
anillo de fenilo, aproximadamente en 1030 cm™? asociado a
v(CC), 1080 cm™! relacionado con 4cidos nucleicos y
v(CC), 1269 cm™! correspondiente con: amida III, v(CN)
y 8(NH), 1445 cm™! asociado a proteinas § (CH,), §(CH;) y
finalmente aproximadamente en 1655 cm™?! relacionado con
amida I [13].
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Fig. 1. Espectro Raman de piel humana sana con ruido y fluorescencia.

Por otra parte la Fig. 2, muestra la sefial procesada con
EMD (linea negra solida) y VRA (linea negra punteada), en
la que las lineas grises verticales identifican a las bandas
Raman principales definidas en la literatura y mostradas en la
Fig. 1. Los espectros de la Fig.2 muestran como VRA y EMD
son semejantes a excepcion de algunas regiones en las que
existe diferencia de intensidad pero la forma es similar en
ambos resultados.

Raman intensity (a.u)
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Fig. 2. Espectro Raman de piel humana libre de ruido, procesado con EMD
y VRA.

IV. DISCUSION

En los resultados presentados en la seccion anterior, se
puede observar como EMD proporciona una sefial libre de
ruido, en la que ya no existe esa curva de fondo que modifica
la intensidad de las bandas Raman. Los resultados de EMD
muestran similitud con los resultados de aplicar VRA
mostrando una correlacion de 0.92 entre éstos, lo que sugiere
que no se agregaron falsas bandas Raman. EMD permitid
identificar los picos Raman. Asi como no es sensible al ruido,
dado que permite recuperar los espectros Raman conservando
la informacién original, respetando la variabilidad existente
en distintos tipos de espectros, en especial en el caso de
espectros Raman que provienen de tejido bioldgico.

V. CONCLUSION

EMD fue capaz de obtener las bandas Raman
identificadas en la literatura de forma clara y consistente.
EMD permite eliminar la fluorescencia ademas del ruido
generado por el instrumento de medicion y por fuentes
externas. Con EMD no hay pérdida de informacion y a nivel
usuario tiene la ventaja de que no es necesario definir
parametros ni contar con informacién a priori para poder
obtener la sefial libre de ruido. Por lo tanto se propone como
un método ttil para la eliminacion de ruido en espectros
Raman de muestras bioldgicas.
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