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RESUMEN

Los procesos de diagnostico y monitoreo terapéutico usando analisis de aliento humano
representan actualmente un area de desarrollo creciente y muy prometedora. Numerosos estudios
han reportado que la presencia de ciertos componentes volatiles organicos (VOC’s) en partes por
mil-millén (10'9) en el aliento humano estan relacionados con algunas enfermedades como: funcion
hepatica alterada, diabetes, céancer pulmonar. Para llevar a cabo estos estudios se han
desarrollado diversas técnicas tales como: espectroscopia de masas, espectrometria de movilidad
ibnica, y la espectroscopia fotoacustica.

En este trabajo se presentan los avances en el desarrollo de un espectroscopio
fotoacustico cuyo objetivo es permitir la deteccion de metabolitos en el aliento humano. La
espectroscopia fotoacustica se basa en el estudio de ondas de presion generadas por luz pulsada
0 modulada al incidir sobre una muestra, en este caso, en estado gaseoso. El espectroscopio
cuenta con un laser de CO, que sintoniza mas de 220 lineas del espectro roto-vibracional de esta
molécula, en el intervalo de 9.6 a 11.6 um. La potencia del l4ser es de 11 W y es modulada con un
cortador mecanico (chopper). Los cambios de presion debidos al proceso de absorcion-relajacion
gue experimenta el gas son sensados al interior de una celda a través de un micréfono de electrete
operando en la regidn audible (20 a 20,000 Hz). La sefial se amplifica via la técnica de deteccion
en fase.

Se presentan los resultados relacionados a la deteccion de alcohol metilico en dos
presentaciones: grado pureza del 99.95 % e industrial. Se contempla el uso de este instrumento
para el analisis del aliento de pacientes diabéticos.

1. INTRODUCCION

El analisis del aliento representa un nuevo enfoque para realizar diagnésticos en medicina
[1]. A diferencia de los estudios de analisis de sangre o tejidos, el de aliento es una herramienta
completamente no invasiva que puede realizarse repetidamente y con frecuencia, sin ninguna
carga para el paciente y sin ningun riesgo para el personal de recogida de las muestras. El aliento
humano es una mezcla de componentes volatiles y no volatiles que se producen cuando el aire
ambiente inhalado es expulsado de los pulmones a través de los bronquios, traquea y cavidades
nasales y orales [2]. Los principales componentes de aire exhalado son: vapor de agua, hidrégeno,
amonio, mondxido de carbon, metano y trazas de componentes volatiles organicos (VOC’s) tales
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como acetona, metanol y etanol, principalmente en el rango de partes-por-billén (ppb) o partes-por-
trillon (ppt). La deteccién de ciertos VOC’s proporciona una prometedora plataforma para el
diagnéstico de varias enfermedades incluyendo cancer, asma, diabetes e infecciones respiratorias
[3,4].

Hoy en dia, las técnicas de espectroscopia fototérmica comprenden un grupo de métodos
altamente sensibles que pueden ser utilizados para detectar niveles de trazas de gases usando
absorcion optica [5]. El poder de este tipo de técnicas es que se pueden realizar en tiempo real y
en algunos casos, pueden ser portatiles. Una de estas técnicas es la espectroscopia fotoacustica,
la cual se lleva a cabo usando luz laser y cavidades opticas en el rango del infrarrojo medio (MIR).
La fotoacustica estudia la onda de presion producida en una muestra debido a la excitacion de la
luz laser modulada que incide sobre ella.

Cuando se hace incidir luz modulada sobre una muestra, parte de esta energia es
absorbida por el material, pasando a un estado mas energético. Después de un cierto tiempo las
moléculas excitadas decaeran mediante procesos de desexcitacion radiativa y no radiativa.
Aquellos procesos no radiativos generan calor en la regién iluminada que se convierte en una
expansion local y se detecta como una sefial de presion. Por lo tanto, el tipo de muestra que se
desea estudiar tiene que absorber en la longitud de onda de la fuente de excitacidon. Algunas
moléculas relacionadas con el tipo de bio-marcadores de interés biomédico tienen sus frecuencias
de resonancia en la regién del infrarrojo (IR), ademas de que en esta region del espectro
electromagnético, numerosas moléculas contaminantes en el medio ambiente absorben
fuertemente esa radiacion.

Debido a su alta potencia de salida, su capacidad de ajuste de las lineas de transiciones
vibracionales fundamentales, los laseres de CO, y CO resultan ser ideales para la deteccion de
trazas moleculares. En el Laboratorio de Resonancia Magnética y Luminiscencia de la Facultad de
Ciencias-UNAM, hemos construido en conjunto con el Instituto de Ciencias Nucleares-UNAM, un
laser de CO,, sintonizable en cada una de las lineas de emisién de la molécula, dentro de un
alcance del IR que incluye las lineas de absorcién de varias otras moléculas muestra. Cada linea
de nuestro laser alcanza una potencia maxima de 15 W. De este modo, en el dispositivo
experimental contamos con un enorme numero de fotones IR, cuya frecuencia podemos
seleccionar para que se encuentren en condiciones de transferir su energia a la muestra, de
manera resonante, en condiciones de una muy reducida poblacion presente, como seria el caso de
la acetona en el aliento humano en el caso de la prediabetes, o aln peor, la diabetes. Una de
nuestras metas es lograr obtener la reproducibilidad y calibracién de las sefiales de la absorcion
resonante por el efecto fotoacustico el cual ya hemos observado.

Como resultados preliminares, presentamos los relacionados a la deteccion de alcohol
metilico (CH3;OH) en dos presentaciones: grado pureza del 99.95 % e industrial. La molécula de
alcohol metilico tiene la ventaja de ser un sistema que absorbe varias lineas del laser de CO,,
siendo ideal para optimizar la operacidn del espectroscopio fotoacustico, posteriormente se pasara
a detectar acetona, la cual se sabe esté correlacionada con la presencia de diabetes mellitus tipos |

y Il [6].

2. TEORIA

Cuando la luz incidente pasa a través de una cavidad, parte de esta energia es absorbida
por las moléculas del gas como energia de excitacién aumentando sus vibraciones. La relajacion
vibracional resultante produce procesos que conducen a un intercambio de energia y un eventual
cambio en la temperatura del gas. Este calor genera ondas de presion que pueden ser detectadas
por un microfono. La salida del micréfono convierte esta respuesta en una sefial eléctrica que es
amplificada por un detector de fase (lock-in detector) el cual filtra la sefial dejando pasar sélo
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aquella con la misma frecuencia a la que el cortador mecéanico interrumpe el haz laser y con una
relacion de fase especifica.
La ecuacién 1, describe el comportamiento fenomenoldgico del efecto fotoacustico:

V= aCPSyc (1)

Donde V [V] es la sefial fotoacustlca a [em™ atm™] es el coeficiente de absorcion del gas a
una longitud de onda dada; C [Pacm W ] es la contante de la celda; P, [W] es la potencia del laser
antes del chopper; Sy [V Pa™'] la capacidad de respuesta del micréfono y c [atm] la presion parcial
o0 concentracion de trazas del gas [7].

3. PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

La instrumentacién béasica de un experimento fotoacustico consiste de 3 componentes
principales: una fuente de luz pulsada o modulada (lamparas, laseres con sus sistemas de
modulacién de luz), contenedor o celda fotoacUstica donde se encuentra la muestra y el sistema de
deteccion (transductor) [8]. Dependiendo de la eleccién de estas componentes, se requerird de
elementos electrénicos adicionales para la amplificacion y estudio de la sefial generada.

Entrada de Salida de
gases gases
Ch ﬂ:& ﬂ
opper Radlometro

IR- Laser Celda

fotoacustica Microfono de electrete

[ | =
Controlador . Medidor de potencia
del Chopper Lock-in

Figura 1. Disefio experimental empleado para la deteccion de alcohol metilico mediante espectroscopia
fotoacustica.

La Figura 1 muestra el disefio experimental usado para la deteccién de alcohol metilico
(99.95% de pureza e industrial). Como fuente de excitacion se usé un laser de CO, sintonizado en
la linea 10R38. El intervalo de operacién en longitud de onda del laser es de 9.6 a 11.6 um y su
potencia maxima es de 11 W. El haz del laser fue pulsado a 222 Hz por medio de un cortador
mecanico (chopper) conectado a un controlador Modelo SR540 (Standford Research System).

La celda fotoacustica, disefiada y construida en el laboratorio de Luminiscencia y
Resonancia Magnética de la Facultad de Ciencias en conjunto con el Instituto de Ciencias
Nucleares de la UNAM, consiste de un tubo de cobre de 32.5 cm de largo y 5.3 cm de diametro. En
cada extremos de la celda se encuentran una ventana de ZnSe con una transmitancia del 99.5% a
luz de 10.6 um. La celda cuenta con dos aberturas, una por donde entran simultdneamente dos
gases y otra por donde salen, junto a estas salidas estd el medidor de presion tipo Pirani
(Thermovac TM20). El detector de la sefial es un micréfono condensador de electrete (Panasonic
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Corp.) con un intervalo de frecuencias entre 20 Hz y 20 kHz, colocado a la mitad de la celda. La
sefial es procesada por un detector en fase (Standford Research SR530).

El proceso de medicion de la sefial fotoacustica es el siguiente: Se elige la linea de emisién
del lasér de CO, (10R38), cuya radiacion pasa a través del cortador mecéanico (chopper) para ser
modulada. Luego, los pulsos de luz inciden en el interior de la celda donde la energia es absorbida
por vapor del alcohol metilico aumentando la energia vibracional de las moléculas y por lo tanto la
temperatura del gas. Estos pulsos de luz dan lugar a variaciones de presion del gas interno
produciendo una onda de sonido. El sonido se trasforma en una sefal eléctrica mediante el
microfono para luego ser procesada en el detector de fase donde se filtra. La sefial efectiva
registrada por el sistema sera aquella que ademas de tener la misma frecuencia tendra una fase
especifica. De esta forma se obtiene la sefial fotoacUstica del gas en una escala de 0 a 0.5 mV.
Por lo tanto, la sefial generada es directamente proporcional a la potencia incidente absorbida por
el gas asi como a la cantidad de alcohol metilico.
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Figura 2. Sefiales fotoacusticas obtenidas para diferentes presiones de alcohol metilico: (a) a 99.95% de
pureza (Aldrich) y (b) industrial.

En la figura 2 se presentan las curvas obtenidas de la sefial fotoacustica para diferentes
presiones de alcohol metilico (CH3;OH) con 99.95% de pureza (a) e industrial (b) de una mezcla
con aire.

Como puede observarse en ambas graficas, de una presion total de aire y alcohol metilico
(CH30H), se tiene que la sefial fotoacustica aumenta con la presion de gas de alcohol metilico.
Esto es razonable pues al aumentar la presién del CH;OH, aumenta también la concentracion de
moléculas de este gas generando una mayor absorcion resonante; el aire actla aqui como buffer
de la sefial fotoacustica. Por otro lado fue posible observar que si solo se introduce aire a la celda
no se obtiene ninguna sefial, confirmando que la sefial obtenida en el espectroscopio es debido
Unicamente al efecto fotoacustico causado por la absorcién de la luz IR incidente.

Segln estos resultados la técnica fotoacuUstica es lo suficientemente sensible para
discriminar entre las dos clases de muestras utilizadas, grado alta pureza 99.95% e industrial de
alcohol metilico. Pese a que ambas graficas tienen un comportamiento similar, las sefiales
fotoacusticas obtenidas para el alcohol metilico industrial (Fig.2.b) tienen una respuesta
ligeramente menor a las del alcohol metilico con pureza del 99.95% (Fig.2.a). Estos resultados
demuestran que es posible detectar alcohol metilico asi como identificar dos muestras donde la
proporcién en la que esté presente el alcohol es diferente.

4. CONCLUSIONES

El andlisis de metabolitos presentes en concentraciones tipicamente ultra-diluidas en el
aliento proporciona informaciéon muy valiosa sobre la bioquimica y metabolismo humanos. Distintas
técnicas en el andlisis de bio-marcadores se han desarrollado. En este trabajo hemos empleado el
uso de un espectroscopio fotoaclUstico para detectar trazas de alcohol metilico en dos
presentaciones: alcohol metilico al 99.95% de pureza e industrial. Esta técnica basada en la
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absorcién de la luz pulsada o modulada, mostré ser muy sensible al detectar diferencias entre las
dos muestras con alcohol metilico. Estos resultados nos permiten cuantificar la presencia de
CH3;OH en dos muestras diferentes. Parte de este trabajo es desarrollar este sistema
espectroscopico para aplicar la técnica a la deteccidon de metabolitos en el aliento humano y su
correlacion con enfermedades tales como la diabetes de manera in-situ y no invasiva.
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