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1. Introduccion



Introduccion

Los principales metodos analiticos para el diagnostico o monitorizaciéon de
enfermedades, se basan en un analisis de sangre o de orina. El analisis del aliento
humano no estd tan implantado en la practica clinica, sin embargo, ofrece ventajas
frente a los métodos convencionales ya que es barato y, al no ser invasivo, es seguro
para el paciente [1,2]. La determinacion de compuestos de bajo peso molecular en los
sistemas bioldgicos como células, 6rganos y organismos es especialmente importante en
estudios metabolicos. Mediante la identificacion y cuantificacion de compuestos
orgénicos volatiles (VOCs, Volatile Organic Compounds) en aliento humano es posible
desarrollar herramientas de diagnostico de enfermedades [3]. La respiracion se realiza
aproximadamente 20,000 veces al dia y contiene méas de 3,000 sustancias diferentes lo
que supone una fuente muy importante de posibles biomarcadores. Esto le otorga un
gran potencial para el diagnostico de enfermedades, y para la evaluacion de la

exposicion a contaminantes ambientales o drogas [4,5].

1.1 Definicién de aire exhalado

El aire exhalado humano es una mezcla compleja de compuestos volatiles y no
volatiles que se producen cuando el aire ambiental inhalado se expulsa de los pulmones
a través de los bronquios, traquea y cavidades nasales y orales [6]. La composicion del
aliento estd determinada casi exclusivamente por la composicién del gas inhalado,
aunque varia considerablemente de unos humanos a otros como resultado de la
fisiologia pulmonar. El aire ambiental cambia cuando es inhalado, convirtiéndose
mayoritariamente en didxido de carbono y también al ponerse en contacto con gotas de
mucosa oral o nasal del revestimiento epitelial [7]. A parte del CO,, los componentes
principales del aire exhalado son el vapor de agua, hidrégeno, amoniaco, monéxido de
carbono y metano, estos tres ultimos en una concentracién del rango de las partes por
trillon (ppt). El aliento contiene también trazas de compuestos organicos volatiles

(VOCs) como acetona, metanol, y etanol [6].
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1.1.1 Compuestos Organicos volatiles (VOCs)

Los compuestos volatiles, la mayoria de naturaleza organica, VOCs, son
continuamente generados por el cuerpo humano y particularmente emitidos via aire
exhalado y a través de la piel. Los VOCs son también liberados por la sangre, orina y
muestras fecales. Estos compuestos, a menudo referidos como metabolitos organicos o
biomarcadores, han llamado la atencion de médicos, fisidlogos y cirujanos como
herramientas potenciales para el diagnéstico clinico y monitorizacion terapéutica de
enfermedades. Para comprender el complejo campo de analisis de VOCs en el aliento
humano es necesario identificar las estructuras relevantes de los pulmones. Los
pulmones contienen un volumen tisular total de 1800 mL los cuales puede contener
otros 2400 mL de gas. Este volumen estd distribuido entre los distintos
compartimentos: 250-300 mL en las paredes alveolares, 60-80 mL en el epitelio, 50-70
mL en el endotelio, 100-185 mL en el intersticio, 50 mL en los micréfagos alveolares,
250 mL en los tejidos de soporte y 400 mL del sistema capilar sanguineo. Los tejidos
circundantes abarcan sobre 900 mL del volumen. Te6ricamente los VOCs se producen
en distintas partes del cuerpo, entran en el flujo sanguineo y se transportan a través del
cuerpo. Estos compuestos se trasfieren de la sangre a los alveolos y finalmente son

exhalados en el aliento [6].

Se han hecho multiples estudios, donde se han distinguido entre sujetos con cancer de
pecho, pulmdn, cancer de colon y grupos de control sanos, basados en la deteccion de
VOCs en el aliento. Se encontrd6 que aunque no pueden identificarse estructuras
quimicas especificas o el origen de los VOCs, es plausible que estos puedan

introducirse en el espacio alveolar por la vascularizacion periférica [6,8].

Otra hipotesis reciente es que los VOCs observados en el aliento humano pueden ser
directamente originados en las células epiteliales que recubren la superficie de los
pulmones/bronquios o ser introducidos desde otros tejidos. El intercambio de gases en
los pulmones ocurre entre los alveolos y la sangre de los capilares pulmonares. La
sangre es una mezcla extremadamente compleja que es Unica para cada individuo y que
su composicion depende de muchos factores como puede ser la genética, el entorno o la
dieta. Algunos compuestos volatiles que se disuelven en la sangre se pueden volver a

volatilizar en el aire exhalado y pueden contribuir a la composicion quimica total del
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aire exhalado. Por lo tanto, la variedad de volatiles minoritarios en el aliento puede ser

asombrosa, y esto hace que el analisis quimico sea muy complejo [6].

1.2 Evolucién del estudio del aire exhalado

La deteccién de compuestos organicos volatiles en el aliento tiene una larga historia.
Desde tiempos de Hipdcrates (460 a.C.- 370 a.C.), los médicos se percataron de que el
olor del aliento humano podia proporcionar pistas sobre el diagnéstico. Un olor dulce y
frutal de acetona alertaba al médico de una diabetes incontrolada, un olor a pescado
rancio resultaba caracteristico de una enfermedad hepética avanzada, el olor a orina
podia ser inherente a un fallo renal o el olor a podrido podia ser propio de un absceso

pulmonar [9].

El analisis de los componentes quimicos en el aire exhalado se abord6 hace més de 200
anos. Antonie Laurent Lavoisier conocido como padre de la “revolucion quimica”, fue
pionero en estos andlisis. Fue en 1784 cuando él y Pierre Simon Laplace descubrieron
que los animales consumian oxigeno y expiraban diéxido de carbono. Su equipo de
investigacion cred un dispositivo que acumulaba y concentraba los componentes del
aliento. En la Figura 1 se muestra una ilustracion del laboratorio de Lavoisier, donde el
sujeto (a la izquierda) respiraba por el tubo y el quimico francés (en el centro) estudiaba
la respiracion, mientras Madame Lavoisier (a la derecha) recogia los datos obtenidos
[10].

Figura 1: Laboratorio de Lavoisier en el que se muestra como se empleaba la trampa de aire.
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Con esta trampa se conseguia detectar de una forma sencilla el diéxido de carbono, ya
que representa casi el 5% del aire exhalado. Desafortunadamente la mayor parte de
compuestos volatiles, al encontrarse en concentracion mucho menor, no se pudieron
detectar hasta mediados del siglo XIX, cuando se introdujeron los ensayos

colorimétricos [10].

En 1874 el médico inglés Francis E. Anstie empled los andlisis colorimétricos para el
estudio del alcohol en el cuerpo humano a traves del aliento. Su objetivo era resolver la
controversia entre los fisidlogos, quienes creian que el alcohol seguia el mismo ciclo
que la comida, y los activistas, que creian que el cuerpo excretaba el alcohol como si
fuera una sustancia extrafia. La trampa de aire de Anstie contenia una disolucion de
acido cromico, que cambiaba de color rojo-amarronado a verde en presencia de alcohol.
Con este experimento se demostrd que la mayor parte del alcohol se excreta por via
respiratoria y las otras rutas son minoritarias. Por lo tanto, la mayor parte del alcohol

debia ser metabolizado [9].

Nebelthau, un médico de la policlinica de Marburg en Alemania, construy6 en 1897 un
dispositivo para analizar el aliento de pacientes que sufrian diabetes mellitus. Cuando
esta enfermedad esta descontrolada se produce un incremento de glucosa en la sangre
hasta niveles elevados y como resultado el cuerpo genera unas cantidades elevadas de

acetona como metabolito mayoritario [9,10].

Los andlisis de aire exhalado también fueron empleados para identificar dafios en el
pancreas por el doctor Johns Hopkins (1795-1873) o para la deteccion de desordenes
estomacales como ulceras pépticas o gastritis cronica. Estos estudios los llevo a cabo
Barry J. Marshall, de la Universidad de Virginia, consiguiendo con ellos el
descubrimiento de la Helicobacter pylori, bacteria responsable de Ulceras estomacales y

causante del cancer de estdbmago y del linfoma gastrico (1982) [9].

Sin embargo, fue Linus Pauling quien, en 1971, empled una trampa para concentrar
VOCs en el aire exhalado y encontré que el aliento de un humano sano estaba
compuesto por cientos de compuestos distintos en bajas concentraciones [11]. Este
estudio permitid la identificacion de mas de 250 substancias en una muestra de aire,
demostrandose que las fluctuaciones entre una persona y otra eran significativas. Una

persona con una dieta controlada tenia una desviacion en los picos alrededor del 10 %
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tras cuatro dias de dieta, mientras que una persona sin controlar daba fluctuaciones

considerablemente mayores [12].

A partir de entonces se ha investigado sobre los componentes enddgenos y exdgenos del
aire exhalado como producto del metabolismo enzimatico para la determinacion de
enfermedades infecciosas o para la prediccion del riesgo de cancer. A pesar de la gran
investigacion en las cuatro ultimas décadas, solamente un par de test de aliento se han
aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos. Estos pueden
dividirse en dos grupos [13]:

e Deteccion de VOCs en aliento humano para la deteccion de estrés oxidativo
causado por enfermedades. Por ejemplo: test de NO para la deteccion y
monitorizacion de asma.

e Andlisis de *CO2 como biomarcador in vivo en aire exhalado para el
diagnostico de deficiencias enzimaticas o infecciones después de la digestion de
13C en sustratos. Por ejemplo, el test de 3C para el diagndstico de infeccion por

Helicobacter pylori.

El analisis a tiempo real del aire exhalado es un campo de investigacion en auge. El
objetivo principales es la deteccion de las concentraciones de metabolitos traza por
debajo del nivel de las partes por billén (ppb) en el laboratorio, y en ultima instancia,
trasladar estos andlisis directos desde el laboratorio a la préctica clinica. En la actualidad
se realizan estudios sobre la recoleccion de muestras, tratamiento y andlisis de
compuestos quimicos en enfermedades relacionadas con los pulmones, higado, rifiones,
diabetes, pecho o con procesos de estrés oxidativo que estan implicados en una variedad

de enfermedades prioritarias [14,15].

1.3 Cancer de pulmon

La mortalidad causada por el cancer parece ser el problema de salud méas importante
en la sociedad moderna. El cancer mas comun en el mundo es el cancer de pulmén con
1.6 millones de nuevos casos diagnosticados cada afio [16]. Ademas es uno de los méas
agresivos, siendo la mayor causa de muerte en hombres y mujeres en los paises

industrializados. Los factores predominantes en el desarrollo del cancer de pulmén son

5
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el tabaquismo activo y pasivo, ya que se estima que un cigarrillo contenga mas de 4,800
substancias distintas de las cuales mas de 200 sustancias son mutagénicas Yy
carcinogénicas [17]. Otros factores para el desarrollo de este cncer son la exposicion a
radon, cadmio, arsénico, berilio, y asbestos. EI cancer de pulmon puede clasificarse en
dos grandes grupos que determinan su tratamiento: SCLC (Small Cell Lung Carcinoma)
(20-25% de los casos) y NSCLC (Non-Small Cell Lung Carcinoma) (70-75%). Cuando
el diagnostico es de SCLC con metastasis solo puede ser tratado con quimioterapia y
radioterapia, siendo estos tratamientos muy agresivos [18]. Independientemente del
subtipo histopatologico, el 88% de la mortalidad a los 5 afios de cancer de pulmoén es
asociado a un diagnostico clinico tardio. La ausencia de sintomas en la enfermedad y los
problemas debidos a los programas de deteccion hace que los pacientes presenten la
enfermedad avanzada [19].

1.3.1 Diagnostico del cancer de pulmén en clinica

El diagnostico precoz de cancer de pulmaon, es por tanto un objetivo muy importante
en la investigacion biomédica actual. Las técnicas empleadas actualmente son de
cribado como: la radiografia de térax, citologia de saliva o tomografia computarizada.
El uso de tomografia computarizada de baja dosis (Computed Tomography, CT),
permite una buena deteccion de nodulos de baja densidad y potencialmente podria
conducir a unas tasas de curacion de la enfermedad. Esta técnica realiza un escaneo
(imaging) de térax empleando una unidad de CT movil, de esta forma se obtienen
imagenes donde se pueden observar caracteristicas morfologicas, diferenciando asi entre
los nddulos benignos y malignos. Esta técnica mejora sustancialmente la supervivencia
a 10 afios para el cancer de pulmoén [19,20].Sin embargo este método presenta algunos
inconvenientes: el procedimiento es largo y desagradable para los pacientes, se requiere
personal cualificado y los dispositivos empleados son caros [21]. Ademas, ninguna de
las técnicas mencionadas ha sido recomendada por las organizaciones médicas
profesionales para la deteccion temprana del cancer de pulmén ya que no se han

encontrado evidencias sustanciales [22].

Por lo tanto, no es sorprendente que las tasas de supervivencias a 5 afios de otros tipos

de cancer, como puede ser el de mama o de colon, sea de 4 a 6 veces mayor que el de
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cancer de pulmon gracias a las técnicas de deteccion desarrolladas. Las tasas de
supervivencia a 5 afios en casos de cancer de pulmon podrian llegar al 60 o0 80% de los

casos siempre y cuando se detectara en una etapa temprana [19].

1.3.2 Diagnostico del cancer empleando perros

Se sabe que los perros son capaces de detectar olores del cuerpo humano y de
sustancias como explosivos o narcéticos. William y Church, en 1989, fueron los
primeros en suponer que un perro sin entrenamiento podria ser capaz de advertir a su
duefio de la presencia de un melanoma maligno. El perro que se estudid olia
constantemente la pierna de su duefio. La lesion se extirpd y la histologia mostro que se
trataba de un melanoma maligno. Después de la extirpacion el animal no mostré6 mas

interés en la pierna de su duefio [23,24].

En los dltimos afos se han realizado maultiples publicaciones en las que se discute la
posibilidad de emplear perros entrenados para detectar diferentes tipos de enfermedades
como melanoma, cancer de pulmén, de pecho, de vejiga, de prostata o de ovarios a
partir del olor que desprende un tejido de carcinoma, el aliento o la orina. Esta habilidad
para rastrear varios olores simultineamente depende del tamafio de los epitelios y las
células olfativas. Por ejemplo un pastor aleméan tiene mas de 200 millones de células
olfativas en un éarea aproximada de 170 cm?, mientras que un humano tiene sobre 5
millones de células en 5 cm?. Esto hace que los perros pueden detectar millones de
especies moleculares diferentes, frente a un humano que solamente podria llegar
detectar entre 1000- 3000 olores distintos si posee una nariz entrenada (por ejemplo un
perfumista) [18,25].

Es interesante tener en cuenta que algunos posibles biomarcadores pueden ser
detectados por perros. De hecho, perros entrenados pueden distinguir entre muestras de
aire exhalado de pacientes con cancer diagnosticado de aquellas de personas sanas.
Aunqgue estos animales puedan detectar umbrales tan bajos como partes por trillon de
una manera simple y barata, no se puede conocer cuales son los compuestos quimicos a

los que responden los perros [26,27].
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1.4 Anadlisis de aire exhalado

Una vez se conozca la identidad de los biomarcadores volatiles de las enfermedades,
y siempre que se puedan detectar o determinar con una exactitud y precision aceptable,
el protocolo a seguir para el analisis del aliento es el paso mas importante para
conseguir la implantacion en medicina clinica. Los principales obstaculos son
problemas técnicos, como el muestreo, preconcentracion y el propio analisis, asi como

aspectos metodoldgicos basicos como la normalizacion y expresion de los datos [28].

1.4.1 Muestreo

La dilucion, contaminacion de las muestras y la pérdida de analitos durante el
muestreo, ha dado lugar a una enorme variacion de las concentraciones de sustancias en
los diferentes estudios realizados [29]. Esto hace que la recoleccion de muestras
gaseosas represente una de las etapas cruciales en el analisis del aliento [27]. Diferentes
fendmenos como, emisidn de contaminantes, perdidas e interacciones irreversibles entre
los distintos constituyentes de la muestra pueden modificar la composicién de la misma

y por tanto, producir una distorsion de los resultados del analisis [30].

Actualmente, las bolsas de Tedlar (PVF, polifloruro de vinilo) son las méas conocidas y
comunmente aceptadas para recolectar muestras gaseosas en general, y aire exhalado en
particular. Numerosos estudios han comparado entre el empleo de bolsas fabricadas con
distintos polimeros entre ellas Tedlar, Kynar (PVDF, polifluoruro de vinilideno) y
Flexfilm [30-32]. En ellos se demostrd que las bolsas Tedlar, son las més adecuadas
para el analisis de VOCs en niveles de ppb o ppt. Esto es debido a que las bolsas Kynar
y Flexfilm emiten numerosos contaminantes, mayormente hidrocarburos, por lo que su
uso estara limitado a casos en los que las concentraciones de VOCs fueran mayoritarios,
del orden de partes por millén (ppm). En la Figura 2, se muestra una bolsa Tedlar de 1
L de capacidad, donde se puede ver en la parte derecha de la misma, que tiene un
septum para poder introducir una jeringa muestreadora de gases o una fibra de

microextraccion en fase sélida (SPME) [30].
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Figura 2: Bolsa de tipo Tedlar y ampliacion de la boquilla de muestreo donde se puede observar el
septum donde se puede introducir una jeringa muestreadora.

Para decidir que bolsa emplear se debe tener en cuenta los contaminantes que emiten
estas bolsas y la estabilidad de los analitos en una vez almacenados en la bolsa. Se ha
descrito que las bolsas de Flexfilm emiten un total de 27 compuestos, siendo los mas
dominantes los hidrocarburos y la acetona [30]. Una forma de reducir los compuestos
emitidos por la bolsa es llenandola con nitrogeno varias veces consecutivas. De esta
manera se minimiza la emision de aldehidos, acetonas y esteres, pero no de
hidrocarburos [30]. También se ha descrito que las bolsas Kynar pueden llegar a liberar
hasta 21 compuestos distintos, siendo los mas predominantes compuestos aromaticos
[30]. El proceso de pre-condicionamiento de la bolsa, llenandola con nitrégeno, es muy
eficiente para la disminucion de muchos interferentes aunque aumenta la concentracion
de especies de azufre (COS y CS), las cuales estan presentes en todas las bolsas debido
a las piezas de plastico de las valvulas de muestreo. Por otra parte las bolsas Tedlar,
pueden llegar a emitir hasta 9 compuestos, siendo los mayoritarios N, N’-
dimetilacetamida y fenol. [30,31].

La estabilidad de los analitos en las bolsas esta fuertemente relacionada con el volumen
de muestra. Independientemente de la naturaleza quimica del compuesto, su
recuperacion es significativamente mejor cuando la bolsa esta llena al 80% de su
capacidad total. La estabilidad de los hidrocarburos se ve significativamente resentida
por la emision de las bolsas, especialmente en las Kynar y Flexfilm. En cambio, como
se ha comentado anteriormente, en las bolsas Tedlar este efecto es menos evidente [31].

La evaluacién de la temperatura y la humedad relativa en las bolsas son muy
importantes para la extraccion de VOCs empleando una fibra de SPME. De esta
manera, se ha descrito que cuanto menor sea la humedad mayor sera la absorcion de los
analitos por el recubrimiento de la fibra [33].
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1.4.2 Preconcentracion de la muestra

La etapa de preconcentracion es necesaria ya que la mayor parte de las sustancias
que componen el aire espirado estan en el rango de nmol L o pmol L™ [29]. Esta puede
llevarse a cabo bien mediante un proceso de absorcion en trampas adsorbentes,
interacciones quimicas o mediante crioenfoque [34]. Pero estas técnicas tradicionales
presentan diversas desventajas como la utilizacion de dispositivos costosos, y tiempos

de preparacion de muestra muy largos [35].

La microextraccion en fase sélida (SPME, Solid phase microextraction), fue inventada
por Pawliszyn a finales de 1989. Se basa en la adsorcion de compuestos organicos a un
material (tipicamente polidimetilsiloxano, PDMS) por exposicion del mismo a la
muestra. En el caso de compuestos volatiles esta exposicion se puede realizar en fase
gas y en el caso de compuestos no voléatiles se puede realizar sumergiendo la fibra en la
muestra liquida. Por tanto, esta técnica se puede aplicar tanto a analitos volatiles como a
no volatiles, pero a lo largo de los ultimos afios el nimero de aplicaciones de muestreo

en fase gaseosa ha superado con creces al de en fase liquida [36, 37].

El dispositivo de fibra de SPME consiste en un soporte en el que se fija una jeringa
hueca en cuyo interior se encuentra la fibra. La funcién de la jeringa es traspasar un
septum responsable de sellar la fase gaseosa donde se encuentra la muestra. Tras este
paso, la fibra se expone a la muestra mediante un mecanismo de muelle y se vuelve a
introducir en la jeringa una vez finalizado el periodo de muestreo. La Figura 3 muestra

el esquema de un dispositivo comercial de SPME comercializado por Supelco [37].
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Figura 3: Esquema de un dispositivo comercial de fibra SPME.

Como se puede observar en la Figura 3 el portafibras consiste en un émbolo con un
resorte, una carcasa de acero inoxidable y un medidor de profundidad ajustable, y esta
disefiado para ser reutilizado cambiando la fibra empleada. La fibra de silice fundida
estd recubierta con una pelicula relativamente delgada de fases estacionarias
poliméricas. Esta pelicula actia como una “esponja” concentrdndose los analitos en su

superficie [33].

Existe una gran variedad de fibras comercialmente disponibles (PDMS, CAR/PDMS,
PA, PDMS/DVB, CW/DVB), en los cuales varia la composicion de la fase estacionaria.
La seleccion de una u otra depende de los analitos: la fibra de CW/DVB (Carbowax/
Divinilbenceno) se aplica para el analisis de compuestos no-polares organicos, el
recubrimiento de PA (Poliacrilato) es aplicable a compuestos organicos polares, la fibra
de CAR/PDMS (Carboxeno/ Polidimetilsiloxano) se suele aplicar para la deteccion de
VOCs e hidrocarburos y la de PDMS/DVB es adecuada para hidrocarburos y para
analitos polares. Tras realizar una evaluacion de las distintas posibilidades se decidio
emplear a lo largo de este trabajo una fibra con un recubrimiento de PDMS/DVB

(Polidimetilsiloxano/divinilbenceno) ya que se ha descrito en la bibliografia una mayor

11
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eficiencia de absorcion de compuestos volatiles en aire exhalado frente al resto de
fibras. Esta evaluacion se realizé comparando el nUmero de compuestos detectados y el

area de los picos obtenidos [33, 37, 38].

La SPME, se basa en que el analito es extraido directamente de la muestra y
concentrado en el recubrimiento de la fibra. Es un proceso de particion de equilibrio del
analito entre el recubrimiento de la fibra y la solucion acuosa [39]. Para muestras
liquidas y sdlidas, hay generalmente tres fases involucradas en el proceso de
microextraccion: la fase gaseosa, la fase condensada (el liquido o el sélido) y la fase
adsorbente de la fibra. La cantidad de analitos absorbida por el recubrimiento
polimérico esta relacionada con el equilibrio global de los analitos en el sistema entre la
fase gaseosa y la adsorbente. Por tanto, en la fibra de SPME, la concentracion de analito
extraido de la muestra no depende sélo de la polaridad y grosor de la fase estacionaria,

sino también del tiempo de extraccion [37,39, 40].

La eficiencia, el tiempo, la portabilidad, el limite de deteccion alcanzado, asi como el
bajo coste son algunas de las mejoras que ofrece la SPME en comparacion con la
extraccion en fase solida tradicional. La SPME en combinacion con la Cromatografia de
Gases (GC, Gas Chromatography) es una técnica ampliamente utilizada en el analisis
de compuestos organicos volatiles en areas como alimentos, bebidas, bioguimica

clinica, biologia de las plantas y control ambiental [34,39].

1.4.3 Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas

En 1971 Pauling ya empleaba la GC para la separacion de compuestos volatiles
[12]. Un analisis por GC requiere la introducciéon de la muestra en la cabeza de la
columna cromatogréafica. A continuacion, mediante un flujo de gas inerte (fase movil) la
muestra se transporta e interacciona con la fase estacionaria de la columna.
Dependiendo de la fase estacionaria que recubre la columna los compuestos se separan,
de acuerdo con su interaccidn con ella. Sim embargo, en una separacion por GC los
distintos componentes de una mezcla se separan fundamentalmente en funcion de su
punto de ebullicion al ir incrementando gradualmente la T del horno donde se aloja la
columna cromatogréafica. La salida de la columna cromatografica se acopla a un sistema

de deteccidn para la identificacion y/o cuantificacion de los compuestos analizados. La
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espectrometria de masas (MS) es uno de los detectores mas empleados en GC y se basa
en la medida de la relacién masa carga (m/z) de los iones generados en una fuente de
ionizacion previa para la identificacion y cuantificacion de los analitos. El acoplamiento
entre la cromatografia de gases a la espectrometria de masas se muestra en la Figura 4
[29,41]

3. Inyector

1. Suministro de gases

Detector MS 8. Interfase
11. Electrénica de contre

000000 N 1l M- ﬂ 000000
; | R Al s~ - -
ooo !.,? m | [ ‘ ) =l IQ | ]
0ao y rj —N oo | } i _ I
ooo / g [ we— “ —
9. Detector 8. Analizader 7.Fuente de & Colliis
masas cnizacién 2SR pradds:
de o \ 000 000
S ooo
—— e— ooo
EEE 4. Horno
: : oo ||
Bomba|10. Sistema de vacic ['ﬁéﬁ
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Figura 4: Acoplamiento de la cromatografia de gases a un espectrometro de masas con fuente de
ionizacion electronica.

1.4.3.1. GC-MS con fuente de ionizacion electrénica

Los equipos GC-MS empleados para realizar analisis cualitativos suelen operar
con una fuente de ionizacion electronica. La funcion basica de una fuente de ionizacion
electronica es la formacion de iones a partir de moléculas neutras en fase gaseosa. Esta
formada por un filamento calentado de Re o0 W en forma de cable o bobina capaz de
emitir electrones que son acelerados a potencial de 70 eV, aplicados entre un anodo vy el
filamento. Las trayectorias de los electrones y las moléculas son perpendiculares de
modo que los electrones al colisionar con las moléculas organicas las ionizan segun la

ecuacion (1) causandoles la pérdida de electrones por repulsiones electrostaticas.

MO + €fitamento = M™ + € molécula + €filamento (@)
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Como se muestra en la Figura 5, los iones positivos formados son atraidos por
una placa de aceleracion y repelidos por una placa de repulsion (repeller) mediante una

diferencia de potencial aplicada entre ambas con objeto de introducirlas en el analizador

de masas.
Filament
e.
o
2 — M"  — > Toms
(14
v
Trap GC-Column (M)
electrode

Figura 5: Esquema de una fuente de ionizacion electronica.

El ion radical M* proporciona informacion analitica debido a que tiene el mismo peso
molecular que la molécula original. Los iones moleculares al ser radicales y poseer una
elevada energia son labiles y pueden sufrir posteriores procesos de fragmentacion que
dependen, y son especificos, de cada molécula organica original. Los fragmentos
moleculares formados proporcionan por tanto informacion estructural que confirme la
existencia de la molécula. Ademas, la energia de ionizacidn que se aplica a la fuente de
ionizacion es de 70 eV, ya que con esa energia la fragmentacion producida en las
moléculas es reproducible independientemente del espectrometro de masas utilizado. El
empleo de un espectrometro de masas con un cuadrupolo como analizador permite la
identificacion de los compuestos ya que existen bases de datos (que en muchos casos

estan instaladas en los propios equipos) que contienen una gran cantidad de espectros de
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masas Y realiza una comparacion entre el espectro de masas tedrico (la fragmentacion
tedrica con 70 eV del analito) y el obtenido experimentalmente, permitiendo la

identificacion cuando ambos coinciden.

1.4.3.2. GC-C-IRMS

La cromatografia de gases también se pude acoplar a otro tipo de analizadores de masas
como el analizador de sector magnético. El acoplamiento a este analizador constituye un
sistema GC-C-IRMS (Gas Chromatography Isotope Ratio Mass Spectrometry following
on —line Combustion) y permite la medida directa y simultanea de las relaciones
isotopicas especificas de los analitos con una gran precision. Esto permite el estudio del
fraccionamiento isotopico de C en compuestos organicos. Para ello, los compuestos que
eluyen de la columna cromatografica se introducen en un horno de combustién para
transformarlos en gases simples. En la Figura 6 se muestra de forma esquematica los
principales componentes de un sistema GC-IRMS: 1, inyector; 2, columna de
separacion cromatografica; 3, FID; 4, uniones; 5, valvulas de backflush; 6, reactor de
pirolisis; 7, inyector de gas de referencia; 8, fuente de ionizacion de impacto
electronico; 9, analizador de masas de sector magnético; 10, dectectores de Faraday; 11,

espectrometro analdgico.

1
- 3 |
8
— ’ — o
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\. J ‘ L
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Cromatografo de gases Interfase IRMS

Figura 6: Esquema del equipo GC-C-IRMS.

Los componentes mas destacables son el reactor de pirolisis u horno de combustion,

donde los compuestos organicos de la muestra se convierten en gases simples (COg,
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H>0) mediante una combustion cuantitativa. Una vez convertidos los analitos en gases
simples, éstos se introducen dentro de la fuente de ionizacion (lonizacién electronica),
forméandose iones que llegan al espectrometro de masas. Todos los instrumentos IRMS,
emplean un analizador de sector magnético y copas de Faraday como detectores para la
medicion analdgica de las corrientes de iones. A lo largo de este Trabajo la medida de
las relaciones isotopicas 3C/*?C especificas de os analitos se realizd mediante la
conversion de los mismos a CO,. Para ello, se detectaron de forma simultanea las

relaciones m/z 44 y 45.

16



2. Objetivo



Objetivo

El objetivo general del presente trabajo fin de master es el desarrollo de una
metodologia para la deteccion de VOCs en aliento humano y la medida de su
composicion isotopica de Carbono mediante Cromatografia de Gases acoplada a
distintos tipos de espectrometros de masas, empleando bolsas Tedlar y la

microextracién en fase solida (SPME) como técnica de preconcentracion.
Este objetivo general se abordara a través de los siguientes objetivos parciales:

1. ldentificacion de los compuestos presentes en el aliento humano, mediante el
empleo de dos columnas cromatograficas con distintas fases estacionarias,
empleando GC-MS con fuente de ionizacion electrénica y analizador de

masas de tipo cuadrupolo.

2. Estudio de la reproducibilidad de la deteccién y de la medida de la
composicion isotopica cuando se reutilizan las bolsas Tedlar empleadas para

el muestreo del aire exhalado.

3. Medida de relaciones isotopicas relativas de carbono especificas de los
analitos en el equipo GC-C-IRMS, mediante su comparacion con la

composicion isotopica de un gas de referencia.
4. Estudio de la variacion de las relaciones isotopicas de carbono especificas de

los compuestos presentes en el aire exhalado de un individuo tras la

ingestion de glucosa enriquecida en 3C.
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Experimental

3.1

Instrumentacion
A lo largo del presente trabajo se utilizaron los siguientes equipos:

Espectrometro de masas Agilent 5975B (Agilent Technologies, Tokio, Japdn),
equipado con una fuente de ionizacion electrénica que opera a energia de 70eV,
y acoplado a un cromatografo de gases modelo Agilent 6890N. EIl cromatografo
de gases empleado estd equipado con un inyector split/splitless y con una
columna capilar HP-PLOT Q de 30 m de longitud, 0.32mm de didmetro interno
y 0.20 pum de espesor de fase estacionaria (DVB, Poliestireno-divinilbenceno).
El cromatografo se acopla a la fuente de ionizacion mediante una linea de
transferencia por la que se hace pasar el final de la columna capilar, justo hasta
la entrada de la fuente. La linea de transferencia se puede calentar hasta 350°C
para evitar la condensacion de los analitos. Para la calibracion del espectrometro
de masas se emplea perfluorotributilamina (PFTBA), que permite la calibracién
del equipo en un amplio rango de masas. Este compuesto genera varios iones en
la fuente aunque el equipo utiliza los correspondientes a las m/z 69, 218 y 502
para realizar la calibracién del equipo. Mediante un procedimiento automatico
de ajuste (“autotune”), se optimizan los parametros relativos a la calibracion de
masas, extraccion, enfoque, aceleracion y deteccion de iones, para que se

obtenga la mayor sensibilidad y una adecuada resolucion de masas.

Espectrometro de masas Agilent 7000 Series Triple Quad GC/MS (Agilent
Technologies, Wilmington, DE, EE.UU.) equipado con una fuente de ionizacion
electronica que opera a una energia de 70eV, y un analizador de triple
cuadrupolo y acoplado a un cromatografo de gases Agilent 7890. El
cromatografo de gases esta equipado con un inyector split/splitless y con una
columna capilar DB5-MS de 30 m de longitud, 0.25mm de diametro interno y
0.25 pum de espesor de fase estacionaria (5% fenil 95% dimetil arilen siloxano).
El acoplamiento entre el cromatografo de gases y el espectrometro de masas, es
el mismo que el descrito anteriormente (Agilent 6890N acoplado a Agilent
5975B). Para la calibracion del espectrometro de masas se emplea también
perfluorotributilamina (PFTBA).
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3.2

3.3

Espectrometro de masas IRMS (Isotope ratio mass spectrometry) para la medida
de relaciones isotopicas especificas de un compuesto modelo Thermo Scientific
GC-IRMS (Thermo, Bremen, Alemania), equipado con una fuente de ionizacién
electrénica que opera a una energia de 124eV, y un cromatdgrafo de gases
modelo Trace GC Ultra chromatograph. El cromatdgrafo de gases esta equipado
con un inyector split/splitless y con una columna capilar DB5-MS de 30 m de
longitud, 0.25mm de diametro interno y 0.25 um de espesor de fase estacionaria
(5% fenil 95% dimetil arilen siloxano). Entre el cromatdgrafo de gases y el
espectrometro de masas, el equipo tiene un horno de combustion de Ni / CuO/
Pt, que alcanza los 1000°C, para convertir los analitos en gases simples (COa,
H2, N2 y SO2) antes de su introduccion en la fuente de ionizacion. Como
analizador de masas el equipo consta de un sector magnético. La medida de las
relaciones isotdpicas de C se realiza mediante dos copas de Faraday que
monitorizan las relaciones m/z 44 y 45 simultaneamente correspondientes a los

isotop6logos *2C*0, y 1*C1%0, del CO;, respectivamente.

Reactivos

Patron de D-glucosa enriquecida en *C (Sigma- Aldrich, St. Louis, Missouri
Estados Unidos) enriquecida al 99% en *3C. Para su consumo se diluyeron 100
mg en agua mineral embotellada.

Material de referencia GC-IRMS que contiene n-Ci1 (-26,11%0 vs VPDB), n-
C15(-30,22%0 vs VPDB) y n- Cz (-33,06%0 vs VPDB) en una concentracion
150pug mLt en ciclohexano para cada uno de los tres componentes que forman

la mezcla comercialmente denominada Chiron (Trondheim, Noruega).

Materiales

Bolsas Tedlar (PVF, polifloruro de vinilo) de 1L, con véalvula de bloqueo
(Sigma-Aldrich).

Fibra de SPME de 65um de PDMS/DVB (Polidimetilsiloxano/divinilbenceno)
para inyeccion manual (Supelco).

Liner de 0.75mm de didmetro interno para SPME (Sigma- Aldrich).
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e Conector de acero inoxidable 0.25mm (Swagelok, Solon, Ohio, Estados
Unidos).

3.4  Procedimientos
3.4.1 Toma de muestra y preconcentracion

Las bolsas Tedlar se rellenan de una Unica insuflacion y aproximadamente al 80
% de su capacidad, es decir la bolsa llena pero sin que su superficie este tensa. Tras el
llenado de la bolsa se gira la valvula de seguridad de polipropileno a la posicion de
“bloqueo” para evitar fugas y se introduce por el septum de silicona de la vélvula la
fibra de PDMS/DVB, para realizar la microextaccion en fase solida. La aguja se debe
introducir con una ligera inclinacion para evitar romper la fibra. Se deja la fibra de
SPME durante 2 horas a temperatura ambiente para la preconcentracion de los analitos
sobre la misma tal y como se muestra en la Figura 7. Trascurridas las 2 horas de
preconcentracién, la fibra se introduce en el inyector del cromatégrafo de gases

inmediatamente después del muestreo.

Las muestras de aire exhalado analizadas a lo largo de este trabajo se tomaron del
mismo voluntario: un varon de 56 afios, 90 kg y fumador. Las bolsas Tedlar se llenaron
todas las veces en las mismas condiciones: por la mafiana antes de haber realizado el
almuerzo y sin haber fumado ni bebido en un periodo de tiempo menor a 30 minutos.
Para la realizacion de las medidas de aire exhalado siempre se llevd a cabo en cada
sesion de medida un blanco de bolsa. Para ello, se rellen6 con nitrégeno de 99.999% de
pureza una bolsa Tedlar y se realiz6 la SPME de manera analoga a las muestras para

poder identificar los compuestos que proceden exclusivamente de la bolsa.

=
-

F

Figura 7: Montaje experimental para realizar la preconcentracion de los analitos
utilizando una bolsa Tedlar y SPME.
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3.4.2 Identificacion de los compuestos presentes en el aire exhalado humano

Para llevar a cabo la separacion cromatogréfica de los compuestos presentes en
el aliento se emplearon dos columnas capilares con fases estacionarias distintas: una
columna HP-PLOT Q instalada en el equipo GC-MS y una columna DB-5MS, instalada
en el equipo GC-MS/MS.

La identificacion de los analitos con la columna HP-PLOT Q se llevd a cabo
monitorizando las muestras en modo barrido o SCAN, utilizando las condiciones

experimentales que se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1: Condiciones experimentales empleadas para la identificacién de los analitos utilizando la
columna HP-PLOTQ.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Columna HP-PLOT Q (30 m x 32 mm x 0.20um)

Inyeccion Manual

Modo de inyeccién Splitless, tiempo de purga 1 minuto

Flujo de gas portador Helio (4 mL/min)

Temperatura del inyector 250 °C

Energia de ionizacion 70 ev

T2 linea de transferencia 280 °C

Ta fuente de ionizacion 230°C

Té cuadrupolo 150 °C

Programa de temperatura del horno | 60 °C(1 min), 10°C/min hasta 250°C (15 min)
CONDICIONES DEL ESPECTROMETRO DE MASAS

Solvent delay 0 min

m/z medidas 40-500 (modo SCAN)

Dwell time 100 ms

La identificacion de los analitos con la columna DB5-MS utilizando el equipo GC-
MS/MS en modo SCAN, se emplearon las condiciones experimentales que se muestran
en la Tabla 2.

21



Experimental

Tabla 2: Condiciones experimentales empleadas para la identificacion de los analitos utilizando la
columna DB5-MS.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
Columna DB5-MS (30 m x 25 mm x 0.25 um)
Inyeccion Manual
Modo de inyeccion Splitless, tiempo de purga 1 minuto
Flujo de gas portador Helio (1 mL/min)
Temperatura del inyector 200 °C
Energia de ionizacion 70 Ev
T2 linea de transferencia 280 °C
T2 fuente de ionizacion 230 °C
Té cuadrupolo 150 °C
Programa de temperatura del 35 °C(1 min), 2°C/min hasta 300°C ( 3
horno min)

CONDICIONES DEL ESPECTROMETRO DE MASAS

Solvent delay 0 min
m/z medidas 40-500 (modo SCAN)
Dwell time 100 ms

Cabe resaltar que a lo largo de este trabajo también se realizaron analisis del aire
exhalado, empleando las condiciones que se muestran en la Tabla 2 en el equipo GC-
MS/MS pero utilizando dos columnas DB5-MS conectadas en serie mediante un
conector de acero Swagelok, consiguiendo de esta manera una columna de 60 m de 5%

fenil 95% dimetil arilen siloxano como fase estacionaria.

3.4.3 Estudio de la reproducibilidad y reutilizacion de las bolsas

Para el estudio de la reproducibilidad de los analitos en las muestras y la
evaluacion de la reutilizacion de una misma bolsa para varias muestras, se muestreé el
mismo aire exhalado en tres bolsas Tedlar en un mismo dia en las mismas condiciones
Ilenando una bolsa tras otra cumpliendo las directrices que se detallaron en el apartado
“3.4.1 Toma de muestra y preconcentracion”. El aire exhalado de estas bolsas se analizé
empleando las condiciones experimentales de la Tabla 1 utilizando el equipo GC-MS
con la columna HP-PLOT Q. Ademas, en dias consecutivos, se reutilizaron las tres
bolsas llenandose en las mismas condiciones que cuando se llenaron por primera vez y

se analizaron con el mismo método.
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3.4.4 Estudio de los valores 8'3C (relaciones isotépicas relativas) de los

compuestos presentes en el aire exhalado

Para llevar a cabo la medida de las relaciones isotopicas relativas se emple6 un
equipo GC-C-IRMS. Tras realizar el proceso de muestreo y preconcentracion, de la
misma forma que en los anteriores experimentos, se inyectd la fibra en el inyector
split/splitless que se encontraba a 200°C. Se empled Helio con un flujo de 1 mL min y
una energia de 124eV en la fuente de ionizacidn. Las condiciones cromatograficas en
las cuales se llevo a cabo la separacion fueron las mismas que las mostradas en la Tabla
2. Las relaciones isotopicas *C/*?C para cada compuesto se calcularon mediante la

integracion de las areas de pico correspondientes a las relaciones m/z 44 y 45.

El estudio de las variaciones isotopicas de los elementos en la naturaleza requiere la
relativizacion de las relaciones isotdpicas medidas experimentalmente a un patrén de
referencia. Dicha relativizacion se realiza utilizando la notacion delta, que proporciona
informacién de la diferencia relativa entre las relaciones isotdpicas de un elemento
medidas en una muestra y un patron de referencia (patron “delta cero”). Las variaciones
naturales son tipicamente del orden de décimas de tanto por ciento y se suelen expresar
en tanto por mil. Esto significa que los cambios en las relaciones isotopicas naturales

ocurren en la tercera o cuarta cifra significativa.

En la notacion delta (8), se expresa en tanto por mil la relacion de interés medida en la
muestra (Rmuestra) CON respecto a una relacion isotépica de referencia reconocida

internacionalmente (Rref), tal y como se muestra en la siguiente ecuacion;

Srey = (R";u—; - 1) 1000 (2)

Las variaciones naturales en la composicién isotopica del carbono en un compuesto se
basan en la medida de la relacion isotopica 3C/*2C especifica de dicho compuesto. El
patrén delta cero utilizado en las medidas de relaciones isotdpicas de C es el carbono
presente en el carbonato de calcio de un fésil marino denominado Benemitella
Americana perteneciente a la formacion cretacica Pee Dee en Carolina del Sur (Estados

Unidos). Este patron se denomina VPDB (Vienna Pee Dee Belemnite) ya que fue

23



Experimental

comercializado por la IAEA Agencia Internacional de Energia Atomica de Viena
(Austria). Este material se utiliz6 durante muchos afios para normalizar las relaciones

isotopicas de C, ya que se toma como el valor cero de la escala de 6, de acuerdo con la
siguiente ecuacion;

13 — (CC/Omuestra _ 1Y .
6°>Cvpps —( ¢/ "CvpaD 1) 1000 (3)

Por tanto, cuando la relacion *C/*C en la muestra es mayor que la de referencia,
tendremos valores positivos de delta y en caso contrario, valores de delta negativos. Al
haberse agotado el VPDB actualmente se emplea como materiales de referencia

patrones secundarios que han sido certificados previamente respecto al VPDB, de esta

manera se obtiene:

(13c/lzc)ref

13 =
6 Cyppp ref — ((136/12C)VPBD

- 1) 1000  (4)

Tras despejar la relacion isotopica en 3C/*2C en el material de referencia VPBD, y
sustituyendo este valor en la ecuacion (3), se obtiene la ecuacion utilizada en el presente
Trabajo Fin de Master para el céalculo de variaciones naturales en la composicién
isotopica de carbono empleando la notacion delta:

13 _ (13C /2C)muestra . 513CVPDBref .
5CVPDB - ((( (13C/12C) yef ) ( 1000 +1) -1 1000 (5)

Existen numerosos materiales certificados en delta y en el presente trabajo se empled
una mezcla de tres alcanos (Ci1Hz4, C15Hs2, C20H42) denominada Chiron cuyos valores

en delta estan certificados frente al patron VPDB.
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3.4.5 Estudio de las variaciones en los valores de 6 13C en los compuestos de

aire exhalado tras la ingesta de glucosa marcada en *C

En primer lugar, el voluntario, que se encontraba en ayunas, ingirié glucosa
marcada en *3C en todos sus atomos de carbono. Para ello el voluntario se diluyeron 100
mg de la glucosa marcada en 10 mL de agua mineral. Se tomaron cinco muestras del
aire exhalado: 1) antes de la ingesta 2) después de media hora tras el momento de la
ingestion 3) después de una hora 4) despues de dos horas y 5) despues de tres horas.
Estas muestras se analizaron como se describe en el apartado “3.4.4 Estudio de las

relaciones isotopicas relativas de carbono de los compuestos de aire exhalado”.
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4.1 ldentificacion de los compuestos presentes en el aire exhalado humano

Para realizar la identificacion de los compuestos presentes en el aire exhalado se
emplearon a lo largo de este trabajo dos columnas cromatograficas con una fase
estacionaria distintas: HP-PLOT Q y DB5-MS.

4.1.1 Empleo de la columna HP-PLOT Q

Las columnas PLOT (del inglés Porous Layer Open Tubular, tubular abierta de
capa porosa) estan disefiadas para la separacion de solutos muy volatiles sin que sea
necesario un enfriamiento criogénico o trabajar por debajo de la temperatura ambiente
del horno. La fase estacionaria de la columna es fisicamente distinta de los
polisiloxanos, ya que consiste en particulas porosas pequefias de poliestireno y
divinilbenceno. Estas particulas se encuentran unidas a la pared interior del tubo capilar,
tal y como se muestra en la Figura 8. Los solutos se separan no solo en funcion de su
diferente adsorcién sobre la fase estacionaria sino también en funcion de su tamafio y

forma debido a la porosidad de las particulas.

Capilar

Particulas porosas

Figura 8: Esquema de una seccion transversal de la columna HP-PLOTQ.

La columna utilizada se instalé en un equipo GC-MS, donde se empled la biblioteca de
espectros Wiley 275, para la identificacion de los VOCs presentes en el aliento del
voluntario. En primer lugar, se llevé a cabo una adquisicion del espectro de masas en

modo barrido en un rango de masas de 40 a 500 m/z, ya que de desconocia su
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composicion. De esta manera se obtuvo un cromatograma TIC (Total lon
Chromatogram) que corresponde a la suma de intensidades de todo el rango de masas
monitorizado. Con este barrido se pudo realizarla identificacion de los compuestos que
se muestran en la Tabla 3 mediante la comparacion de los espectros experimentales con

los de la libreria.

Tabla 3: Identificacion de los VOCs presentes en el aire exhalado del voluntario empleando la columna
HP-PLOTQ.

Pico Tiempo de retencion (min) Compuesto

1 1,235 CO2

2 9,954 Acetona

3 10,971 Isopreno

4 14,895 Acido acético

5 15,941 Piridina

6 17,040 Tolueno

7 17,127 Acido propanoico
8 23,970 Limoneno

Tras haber realizado la identificacion se repitio el analisis del aire respirado,
pero realizando una adquisicion del espectro de masas en modo SIM (Selected lon
Monitoring). De esta forma el espectrometro de masas s6lo transmite y detecta los
compuestos ya identificados con una mejor relacion sefial/ruido. Para los compuestos
que se muestran en la Tabla 3 se seleccionaron las relaciones m/z correspondientes a los
iones méas abundantes. EI modo SIM permite la deteccion més especifica de los analitos
ya que se aumenta la relacion sefial-ruido y permite detectar concentraciones menores
que en modo SCAN. Ademéas nos permite eliminar las sefiales de compuestos que
proceden de la bolsa, como son la N, N -dimetilacetamida o fenol (siendo los picos méas
intensos observados en el TIC). De esta forma se obtuvo el cromatograma que se

muestra en la Figura 9.
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Figura 9: a) Cromatograma GC-MS obtenido en modo SIM con la columna HP-PLOTQ de una muestra
de aire exhalado b)Ampliacién del cromatograma anterior desde 0 a 25 minutos para la identificacion de
los VOCs minoritarios presentes en la muestra de aire exhalado.

La Figura 9b corresponde a una ampliacién del cromatograma de la Figura 92 donde se
identifican los compuestos de la Tabla 3. Aunque se pueden observan mas picos de los
identificados, la mayor parte de estos se descartaron ya que estaban presentes en el
cromatograma obtenido tras analizar el blanco de la bolsa Tedlar. Otros picos, los
menos intensos, no se encontraron en el blanco de bolsa pero no se pudieron identificar
ya que, al medir en modo SIM, se desconoce su espectro de masas completo. En modo
barrido o SCAN no se pudieron identificar ya que presentaban una intensidad muy
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pequeria respecto al fondo espectral. Por otra parte, el pico que eluye con un tiempo de
retencion de 17 minutos (indicado en la Figura 9b con los nimeros 6 y 7) corresponde a

dos analitos con un tiempo de retencion similar tal y como se muestra en la Tabla 3.

4.1.2 Empleo de la columna DB-5MS

La columna DB-5MS tiene una fase estacionaria del polimero fenil arileno
equivalente a (5%-fenil)-metilpolisiloxano. Esta columna es adecuada para equipos GC-
MS ya que proporciona un bajo sangrado lo que permite trabajar con una relacion
sefial/ruido aceptable. En la Figura 10 se muestra un esquema de la seccion transversal
de una columna DB-5MS. Las columnas de polisiloxano, en la que su fase estacionaria
es un liquido, tiene un mecanismo de separacion diferente a la llevaba a cabo por una
columna PLOT. En este tipo de fases estacionarias la interaccién principal con los
solutos es la dispersion. La dispersion se puede resumir en el concepto de volatilidad.
Consiste, por tanto, en que cuanto mas volatil sea el soluto, mas rapido se eluira de la

columna (y por tanto el tiempo de retencion serd menor).

Capilar

Fase estacionaria
liquida

Figura 10: Esquema de una seccion transversal de la columna DB-5MS.

Esta columna se instalo en un equipo GC-MS/MS de tipo triple cuadrupolo. Este equipo
aporta mayor sensibilidad y especificidad en el analisis ya que permite realizar analisis

por Espectrometria de Masas en tdndem. Sin embargo, a lo largo de este Trabajo Fin de
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Master solamente se emple6 en modo barrido o SCAN para llevar a cabo la

identificacion de los compuestos en el aire exhalado, de la misma manera que cuando se

utiliz6 el GC-MS convencional con la columna HP-PLOTQ. Para ello, el equipo de

triple cuadrupolo utiliza el primer analizador de masas MS1 para realizar el barrido

mientras que la celda de colisién (hexapolo) y el segundo analizador de masas de

cuadrupolo (MS2) se utilizan para enfocar los iones al detector. Para la indentificacion

de los compuestos, es este equipo se utilizaron simultdneamente dos librerias de

espectros: la libreria Wiley 275 y la libreria NIST. Los compuestos que se identificaron

se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Identificacion de los VOCs presentes en el aire exhalado del voluntario empleando la columna
DB-5MS.

Pico Tiempo de retencion (min)

1 2,236

3,810
3 3,874
4 4,145
5 5,030
6 6,820
7 7,750
8 10,963
9 20,704
10 21,754
11 22,160
12 22,572
13 26,031
14 29,891
15 30,066
16 32,389
17 34,664
18 34,796
19 37,202

Compuesto
CO;

1,3,5- hexatrieno
1,3-ciclohexadieno

Benceno

2,5-dimetilfurano

Tolueno
1,2-dietilciclobutano
Etilbenceno
2-pentadecen-4-ino
Limoneno
1-metoxi-1,4-ciclohexadieno
Indeno
(2-metil-1-propenil)benceno
3-metil-1H-indeno
1-metil-1H-indeno
Naftaleno
4,7-dimetilbenzofurano
2,6-dimetilundecano
1,2-dihidro-3-metilnaftaleno
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Figura 11: Cromatograma GC-MS obtenido en modo barrido o SCAN para una muestra de aire
exhalado utilizando la columna DB-5MS.

En la Figura 11 se muestra el cromatograma obtenido en modo SCAN con la
columna DB-5MS. Debido a la gran cantidad de picos presentes en la muestra, este
cromatograma se dividio en varias franjas de tiempo como muestra la Figura 12 para

observar con una mayor claridad los compuestos identificados en la Tabla 4.
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Figura 12: Ampliacion del cromatograma GC-MS de la Figura 11 a) desde 2 a 11 minutos, b) desde 20 a
30,5 minutos y c) desde 31 a 43 minutos para la identificacion visual de los VOCs presentes en el aire
exhalado del voluntario separados con la columna DB-5MS.
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Como se puede observar en la Figura 12 algunos de los VOCs no se resuelven tras la
separacion cromatografica, como por ejemplo los picos 2 y 3. Ademas otros picos mas
anchos, que no se pudieron identificar a partir de su espectro de masas, parece que estan
compuestos por varios analitos. Debido a esto se intentd mejorar la resolucion
cromatografica aumentando su longitud (L) ya que como se muestra en la ecuacion (6)
al aumentar la longitud aumenta el nimero de platos tedricos (N) y por tanto la

resolucion.

N=L/H  (6)

Se decidié doblar la longitud de la columna cromatografica empleando dos columnas
DB-5MS iguales que se acoplaron entre si con un conector de acero inoxidable de
Swagelok. De esta forma se obtuvo el cromatograma de la Figura 13 y el nimero de

compuestos identificados aumenté de 19 a 39 como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5: Identificacion de los VOCs presentes en el aire exhalado del voluntario empleando dos
columnas DB-5MS de 30 m acopladas en serie.

Pico Tiempo de retencién (min)  Compuesto

1 6,533 Isopreno

2 7,323 2-metilpentano

3 7,580 3-metilpentano

4 7,914 Hexano

5 8,401 2-metil-2-etoxipropano

6 8,973 1,3 ciclohexadieno

7 9,661 Benceno

8 9,754 3-¢etil,2,4-dimetilpentano

9 10,088 3-metilhexano
2,2,4-trimetilpentano

10 10,576 2,2,3,3-tetrametilbutano
2,2-dimetilhexano

11 11,024 Heptano

12 11,288 2,5-dimetilfurano

13 12,260 metil-ciclohexano

14 14,391 Tolueno

15 15,748 1-octeno

16 17,655 2,4-dimetilheptano
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18
19
20
21

22

23

24
25
26

27

28

29
30

31
32
33

34
35

36

37
38

a8

19,588
20,428
20,874
30,796
30,929

31,465

31,806

32,444
32,882
33,277

35,130

35,572

36,747
37,088

38,555
38,967
45,949

46,855
53,543

55,543

56,230
59,555

68,978
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2,6-dimetil-1-hepteno
Etilbenceno

Xileno
3,3,5-trimetil-1,5 heptadieno
Decano
2,6-dimetilnonano
4,6-dimetildodecano
2,3,6-trimetiloctano
2,6-dimetilnonano
4,6-dimetildodecano
2,3,6-trimetiloctano
7-metildeceno
1-metil,3-(1-metiletenil)-ciclohexano
Limoneno
4,6-dimetildodecano
2,7,10-trimetildodecano
4,6-dimetildodecano
2,7,10-trimetildodecano
2,4-dimetil-1-deceno
2,7-dimetil-1-octanol
2,4-dimetil-1-deceno
2,7-dimetil-1-octanol
Undecano
4,5-dimetilnonano
Dodecano
2,5-dimetilundecano
2,6-dimetilundecano
2-butil-1-octanol
3,6-dimetildecano
2,10-dimetilundecano
4-metildodecano
4,8-dimetildodecano
Tetradecano
2,6,10,15-tetrametilheptadecano
2,7,10-trimetildodecano
2,6,11-trimetildodecano
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Figura 13: Cromatograma GC-MS obtenido en modo barrido o SCAN para una muestra de aire
exhalado utilizando dos columnas DB-5MS de 30 m acopladas en serie.

Al igual que lo sucedido con el cromatograma obtenido con 30 m de columna, en la
Figura 13 no se puede observar con claridad la gran cantidad de picos detectados. Por
ello la Figura 14 muestra distintas franjas de tiempo del cromatograma anterior donde

se indican cuales son los picos que se han identificado en la Tabla 5.
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Figura 14: Ampliacion del cromatograma GC-MS de la Figura 13 a) desde 6 a 21 minutos, b) desde 30 a
40 minutos, c) desde 45 a 60,5 minutos y d) desde 60 a 70 minutos para la identificacion visual de los
VOCs separados con dos columnas de 30 m DB-5MS acopladas en serie.
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El acoplamiento en serie de dos columnas cromatograficas de 30 metros permitio la
indentificacion de 39 compuestos, casi el doble de los obtenidos con una sola columna
de 30 m debido a la mejor resolucion cromatografica obtenida. Sin embargo, no se
pudieron resolver los isémeros de algunos VOCs debido a que su polaridad y volatilidad
es muy similar. Por esa misma razon, a pesar de haberse encontrado 63 picos distintos
en la muestra que en el blanco las librerias de espectros no pudieron reconocerlos a

todos ya que sus espectros de masas son muy similares entre si.

4.2 Estudio de la reproducibilidad y reutilizacion de las bolsas Tedlar

El empleo de las bolsas Tedlar para realizar el muestreo del aire exhalado ofrece
diversas ventajas como su bajo precio, su alta durabilidad y por liberar un bajo numero
de compuestos interferentes. En los experimentos realizados a lo largo de este Trabajo
Fin de Master se observo que las bolsas Tedlar emitian mas de 20 compuestos, siendo la
N, N’-acetamida y el fenol los mas abundantes. Los picos cromatograficos
correspondientes a ambos compuestos presentan grandes colas y enmascaran
significativamente la sefial de alguno de los analitos. Ademas, la distribuidora de las
bolsas indica en sus instrucciones de empleo que las bolsas Tedlar no son reutilizables,
a diferencia de diversos estudios que demuestran lo contrario [30,31]. Por todo ello, se
disefiaron varios experimentos con el objetivo de estudiar la variabilidad de resultados

obtenidos con distintas bolsas y la posibilidad de reutilizacion de las mismas.

En primer lugar se rellenaron tres bolsas Tedlar por el mismo individuo y se analizaron
empleando la misma secuencia de andlisis basada en medir previamente a las muestras
un blanco de la fibra SPME y un blanco de bolsa Tedlar rellena con nitrégeno con la
columna cromatografica HP-PLOTQ. Se observo la presencia de seis analitos que se
repetian en las tres ocasiones (Figura 15), aungue el fondo espectral de la bolsa 1 entre
20 y 22 minutos no fue el mismo que para las otras dos bolsas. Por otra parte, cuando se
reutilizaron las bolsas se obtuvieron unos resultados satisfactorios ya que se encontraron
los mismos analitos y con la misma sensibilidad, en comparacion con los resultados

obtenidos en el primer uso tal y como se muestra en la Figura 16.
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Figura 15: Superposicién de cromatogramas GC-MS obtenidos en modo barrido o SCAN para las tres
bolsas empleadas para el estudio de la reproducibilidad de las bolsas Tedlar, estando las tres rellenas
del aire exhalado del mismo voluntario.
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Figura 16: Superposicion de cromatogramas GC-MS obtenidos en modo barrido o SCAN para la misma
bolsa (bolsa 1) en su primer uso y tras su reutilizacién, estando en ambas ocasiones rellena del aire
exhalado del mismo voluntario.
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Sin embargo, un inconveniente que presentan estas bolsas reside en el agujero que
forma la fibra de SPME al perforar el septum de la bolsa, ya que es suficientemente
grande como para producir una fuga al reutilizar la bolsa. Por esta razon, el
almacenamiento de muestras con bolsas reutilizadas durante periodos largos de tiempo

no es recomendable.

4.3  Estudio de las relaciones isotopicas relativas de carbono en los compuestos

de aire exhalado

Para llevar a cabo la medida d relaciones isotdpicas de carbono especificas del
compuesto en los distintos VOCs del aire exhalado se empled un equipo GC-C-IRMS
Tras realizar un primer analisis del aire exhalado en este equipo utilizando una columna

DB-5MS de 30 m, se obtuvo el cromatograma que se muestra en la Figura 17.

S

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Masa 44 (mV) vs Tiempo (s)

Figura 17: Cromatograma GC-C-IRMS obtenido en una muestra de aire exhalado utilizando la columna
de DB-5MS de 30 m para una muestra de aire exhalado.

En este cromatograma se pueden apreciar dos picos muy intensos correspondientes a la
N, N’-acetamida y el fenol, y en menor medida se observa al principio del
cromatograma una sefial del CO». Al estar el cromatograma en una escala tan grande
impide que se puedan apreciar otros picos menos intensos. Mediante la comparacién del
analisis de un blanco de bolsa con el anélisis de la muestra de aire exhalado se muestran
en la Figura 17 los compuestos que pertenecen al aire exhalado. Estos VOCs se resaltan

en la figura con una flecha.
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Figura 18: Ampliacion del cromatograma GC-C-IRMS de la Figura 17 a) desde 0 a 740 s, b) desde 700
a 1500 s, ¢) desde 1700 a 2900 s y d) desde 2900 a 2340 s para la identificacidn visual de los VOCs en el
aire separados con una columna DB-5MS de 30m. Se resaltan con una flecha los compuestos presentes
en el aire exhalado que no se detectaron en el blanco de bolsa analizado previamente.
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Una vez que se han detectado los compuestos procedentes del aliento humano (29
compuestos), se llevo a cabo la medida de las relaciones isotopicas de los mismos. Para
medir los deltas en carbono de los compuestos detectados en el aire exhalado, se realizd
un experimento muy similar al realizado para estudiar la reproducibilidad y reutilizacion
de las bolsas Tedlar. Se emplearon tres bolsas que se rellenaron una tras otra por el
voluntario y se llevo a cabo el analisis empleando el mismo procedimiento que el
utilizado en la identificacion de los picos en este equipo, analizando previamente una
medida de blanco de la bolsa y posteriormente la muestra. El célculo de los deltas de
carbono lo realiz6 el equipo de manera automatica, tras integrar los picos
cromatograficos. Una vez calculado, se reutilizé una de las bolsas y se volvieron a
calcular los valores §*3C. En la Tabla 6 se muestran los valores 5'*Cobtenidos en este

experimento.

Tabla 6: Valores §*3C de los VOCs procedentes de la muestra de aire exhalado empleando el equipo GC-
C-IRMS.

dBCDIA1 3C DIA 2

Tiempode Bolsal Bolsa2 Bolsa3 | Bolsal Promedio Desviacion
retencion(s)

163 -6,5 -7,2 -4,8 -5,6 -6,0 1,1

479 | -12,0 -8,4 -13,1 -18,2 -12.9 4,1

955 | -27,6 -28,2 -27,5 -27,4 27,7 0,4
1382 -30,4 -30,7 -27,8 -30,6 -29.9 1,4
1405 -25,4 -23,8 -23,3 -26,2 -24.7 1,4
1488  -31,0 -30,5 -30,0 -22,8 -28,6 3,9
1528 -20,4 -21,8 -20,6 -20,8 -20,9 0,6
1609  -20,6 -26,2 -28,4 -23,2 -24.6 3.4
1679 -29,6 -22,3 -29,7 -25,8 -26,8 35
1879  -45,0 -44.8 -45,8 -43,1 -44.7 1,1
2048 -21,2 -290 - -21,5 -23,9 4,5
2101 -32,3 -31,3 -24,3 -26,6 -28,6 3,8
2134 -28)9 -24,1 -23,5 -27,6 -26,0 2.6
2187 -28,1 -44 .4 -45,1 -28,7 -36,6 9,4
2215 -19,8 -27,8 -26,9 -31,5 -26,5 4,9
2916 -25)9 -25,7 -24.,6 -27,6 -26,0 1,2

La Tabla 6 presenta los valores 5'*C obtenidos en tres bolsas Tedlar nuevas, y los
obtenidos al reutilizar una de las bolsas al dia siguiente (bolsa 1). Como se puede

observar, solamente se pudieron calcular los valores §*3Cde 16 compuestos. No se pudo
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realizar en los 29 indicados en la Figura 18, ya que muchos que ellos no tenian la
sensibilidad suficiente para poder ser integrados y dar resultados reproducibles. Cabe
destacar que, al igual que sucedio en el estudio de reutilizacion de las bolsas, se observo
que los resultados entre bolsas oscilan debido al fondo que emiten cada una de ellas. Por
ejemplo, la indicada como bolsa 3 emitié mucho mas compuestos que las dos restantes.
Como resultado el fondo del cromatograma aumento significativamente, impidiendo la
integracién correcta de algunos analitos (como por ejemplo el correspondiente al pico

con un tiempo de retencion de 2048 s).

En general, los valores 53Cpromedio de estos cuatro analisis oscilan entre -20 y -30,
aunque se pueden observan algunas excepciones. La Figura 19 muestra los valores §'3C

que se han encontrado en el aire exhalado de los habitantes de Europa [42].
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Figura 19: Valores orientativos de ¢ **C relativos al PDB [42].

Como se puede observar comparando la Tabla 6 con la Figura 19 los valores §*3C
obtenidos experimentalmente estan dentro del intervalo para el aire exhalado de
humanos en Europa (intervalo entre -22 y -28, aproximadamente) [42]. Ademas se
confirma que el pico obtenido a 165 segundos corresponde a CO por su valor §3C de -
6,0.
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La desviacion estandar en los valores §**C nos indica la precision de las medidas
isotopicas. Experimentalmente se obtuvieron desviaciones estandar que oscilan entre
0,4y 9,4 %o. Las incertidumbres tipicas expresadas como desviacion estdndar obtenidos
al realizar GC-IRMS también denominado CSIA (Compound specific stable isotope
analysis) al realizar un duplicado o triplicado en las mismas condiciones suelen estar
entre 0.1 y 0.3%o, dependiendo de la muestra [43]. Las precisiones obtenidas
experimentalmente en este Trabajo Fin de Master son significativamente mas altas
debido a que los picos obtenidos no siempre estan resueltos en linea de base y a que la

sensibilidad de los mismos es muy pequefia lo que dificulta su correcta integracion.

Ademas de la medida de los valores de delta de carbono se midid la relacion *C/*2C
para cada uno de los compuestos detectados, los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7: Relacion 3C/*2C de los VOCs procedentes de la muestra de aire exhalado empleando el equipo
GC-C-IRMS.

Tiempo de = Relacion *¥C/*2C
retencion(s)

163 0,011108

479 0,011047

955 0,010886
1382 0,010896
1405 0,010986
1488 0,011006
1528 0,010698
1609 0,010857
1679 0,010904
1879 0,012326
2048 0,011021
2101 0,010857
2134 0,011181
2187 0,010959
2215 0,011291
2916 0,011039

Los valores que se muestran en la Tabla 7 se encuentran, todos menos uno, dentro de
los limites del intervalo de relaciones isotopicas de carbono natural de la IUPAC,
(0,00974-0,01158). Este intervalo teorico se calculd a partir de la composicion isotépica
del carbono, recogida en el informe de la IUPAC del 2009 [44].
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4.4  Estudio de las variaciones en los valores 83C tras la ingesta de

glucosa marcada en 3C

La ingesta de glucosa universalmente marcada en *C por parte del voluntario
antes de la toma de muestra de aire exhalado se realiz6 con la finalidad de estudiar la
variacion de los valores 33Cde los compuestos detectados respecto a los resultados
obtenidos en el anterior apartado. En la Figura 20 se muestra la estructura de la glucosa

empleada en el experimento.

HO.
13C

130 ®)
N\

13c_OH 183G~ OH

N L/

HO13c_1SC

OH

Figura 20: Estructura de la glucosa universalmente marcada en *C que se administro al voluntario para
realizar la medida de su aire exhalado a distintos tiempos tras la ingestion.

La glucosa es el monosacarido mas importante en el metabolismo humano. Esta se
encuentra en el torrente sanguineo con una concentracion de 0,1% aproximadamente, en
las personas que sufren diabetes este porcentaje es mucho mayor. Esta molécula se
oxida en los organismos vivos contribuyendo a una serie de reacciones bioquimicas
complejas (glucdlisis y ciclo de Krebs) proporcionando la energia necesaria para las

células.

En caso de ingerirse una molécula de glucosa marcada en *3C, ésta se introduciria en el
torrente sanguineo y las reacciones bioquimicas mencionadas proporcionarian productos
que contienen *3C con una abundancia isotopica mayor que la que tendria naturalmente.

Esta pequefia variacion se observara en el valor §3Cde dicho compuesto. Para aumentar
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las probabilidades de observar este cambio se tomo la glucosa con todos los carbonos

marcados, frente a otras que solo tenian marcado alguno de los carbonos de la molécula.

El célculo de los deltas de carbono se realizo de la misma manera que la medida de las
relaciones isotopicas naturales. Se pudieron calcular los valores de 20 picos distintos y
se observd un cambio en el valor de §!3C, en ocho compuestos. En la Tabla 8 se
muestran los valores 5'C obtenidos en los diferentes periodos de tiempo en los cuales

se realizo el muestreo; antes de ingerirla (0 horas), a los 30 min; 1 h; 2hy 3h.

Tabla 8: Variaciones en el valor 5*C de los VOCs tras la ingesta de glucosa universalmente marcada en
13C en los distintos periodos de tiempo en los cuales se realizé el muestreo del aire exhalado al
voluntario.

Tiempo de Oh 0.5h 1h 2h 3h
retencion (s)
165 -8,6 14,2 18,1 25,5 21,1
1409 = -31,9 -17,3 -20,3 -14,5 -8,9
1489  -55/4 -28,8 -15,9 -16,6 17,3
1922 53 18 7,9 8,5 57
2040 -25;8 -18,3 -14,3 -5,8 -16,0
2887 | -22,3 17,5 254 | - 11,3
3082 -46,9 -20,2 58 | - -3,4
3313 | -24,0 -7,3 -3,4 11,7 -34,3

Los resultados de la Tabla 8 muestra que antes de tomar la glucosa marcada se los
valores 8*3C son los mismos que los mostrados en la Tabla 6 para las abundancias
isotopicas naturales. Transcurrida media hora de la toma se puede ver que aunque la
mayor parte de los compuestos siguen teniendo valores negativos, algunos de los
compuestos presentan un cambio hacia valores positivos (lo que indica un
enriquecimiento en *3C). Las medidas del aire muestreado tras 1, 2 y 3 horas revelan un
cambio en la composicion isotopica de los analitos. Como resultado del experimento se
ha observado un enriquecimiento en 8 compuestos presentes en el aire exhalado de los
29 que se determinaron inicialmente. Es decir, se ha conseguido una variacion en los
valores 5!3C en aproximadamente una cuarta parte de los VOCs detectados. Los analitos
restantes obtuvieron unos valores de delta constantes con una precision que oscila entre
0,3-6,7 %o.

En la Figura 21 se representa las tendencias en los valores 3'3C que se observaron en

cuatro analitos representativos durante el experimento de muestreo (compuestos con
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tiempo de retencion 165 s, 1489 s, 3313 s y 1529.7 s) En el eje X de la Figura 21 se
represento el tiempo en el cual se produjo el muestreo y en el eje y los valores §*3C de
los compuestos. Podemos observar que existen analitos que se mantienen constante a lo
largo del tiempo y no muestran enriquecimiento (en color verde), analitos que alcanzan
su maximo a las dos horas y a las tres horas vuelven a tener los valores iniciales (en
color rojo), analitos que alcanzan su maximo a las 3 horas (en amarillo) y analitos que

[legan a un mé&ximo y se mantienen contantes (en azul).

La tendencia de cada uno compuestos en los cuales se observo enriquecimiento es
independiente de los demas, es decir no todos aumentan o disminuyen su valor de delta
a la vez. Esto se debe a que estas moléculas son productos del metabolismo, un conjunto
de procesos muy complejos, por lo que cada uno de ellos se formara en una etapa mas
temprana o mas tardia. Por ello se puede observar que algunos VOCs alcanzan un valor

en delta mas positivo trascurrida una hora, mientras que otros lo hacen a las dos horas.
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Figura 21: Tendencia en los valores 5*°C de los VOCs que eluyen a los tiempos de retencion 165 s, 1489
S, 3313 sy 1529.7 s.

Cabe destacar que, como se muestra en la Tabla 8 transcurrido dos horas desde la
ingesta no se pudieron aportar los datos de dos compuestos. Esto se debe a la bolsa
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empleada. Como se menciono en el presente trabajo algunas bolsas Tedlar emiten més
compuestos que otras haciendo que el fondo del cromatograma sea mas alto, llegando a

enmascarar los picos.

Otro factor importante a la hora de observar enriquecimiento en los analitos en la
cantidad de glucosa marcada ingerida. El voluntario que ingirié la glucosa pesaba 90 kg
teniendo, aproximadamente, 6,3 L de sangre en su organismo (se promedia que la
cantidad de sangre corresponde a un 7% del peso total). Ademas la media de glucosa en
sangre es de 0,1 %, lo que conlleva que la cantidad total de glucosa es de 6,3g. El
voluntario tomé 100 mg de glucosa universalmente marcada en **C, lo que implic6 una
variacion del 1,6 % de la composicion isotopica de la glucosa en su organismo. Esto
indica que, aunque la variacién en la composicion isotopica sea pequefia se puede
observar variaciones en los valores delta de los compuestos procedentes del aire

exhalado.
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Conclusiones

A partir de los estudios realizados en el presente Proyecto Fin de Master se pueden

extraer las siguientes conclusiones:

Las bolsas Tedlar empleadas para el muestreo, aunque presentan algin
inconveniente, como una emision de interferentes variable entre bolsas, pueden
ser reutilizadas ya que se obtienen resultados reproducibles tanto en la deteccion
de los VOCs como en la medida de las relaciones isotopicas de C en los
compuestos. Esta posibilidad permite una reduccién importante en el coste de
los ensayos.

La identificacion de compuestos presentes en el aire exhalado dependen de la
columna cromatografica empleada para la separacion. Con la columna HP-
PLOTQ se consiguieron identificar 8 de los compuestos del aliento mas
volatiles, como el acido acético o la acetona. En cambio con la columna DB-
5MS se pudieron identificar un nimero mayor de compuestos, obteniendo una
mejor resolucion cromatografica empleando 60 m de columna. Aunque se
diferenciaron 63 picos presentes en el aire respirado las bases de datos
empleadas (Wiley 275 y NIST) solo permitieron identificar 39 compuestos. La
metodologia llevaba a cabo para la identificacion empleando 60 m de columna
DB-5MS ofrece mayor resolucién que la empleada con la HP-PLOT Q, pese a
que conlleva mas de dos horas de analisis.

El estudio de las variaciones naturales en la composicién isotépica de carbono
especificas de cada compuesto empleando la notacion delta confirma que los
compuestos detectados proceden del aire exhalado del voluntario. Ademas al
realizar el experimento tras la ingestion de glucosa marcada universalmente en
13C se corroboré que los VOCs en los que se observd una variacion en su valor
d3C son productos del metabolismo. De esta manera se realizd una
discriminacion frente a otros compuestos procedentes de fuentes exteriores
como puede ser; el tabaco, la alimentacion, compuestos de la bolsa Tedlar o

compuestos de la fibra SPME.

Los compuestos en los que se observa un cambio en el valor de §C

proporcionan un punto de partida para el desarrollo de una metodologia para la

48



Conclusiones

deteccion precoz de cancer de pulmon empleando estos VOCs como posibles

hiomarcadores en un test clinico.
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