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Resumo

Recentemente, a técnica de Espectrometria de Mobilidade lénica associada a uma
coluna multicapilar (MCC-IMS) tem sido aplicada a andlise do ar exalado dos seres humanos. O
ar que é expelido na respiracdo contém compostos orgadnicos volateis (VOCs) que possuem
informagao importante relativa ao estado metabdlico do sujeito. Existem iniUmeras vantagens
na utilizacdo desta tecnologia relativamente as técnicas de rastreio através do sangue,
designadamente o facto de ser um processo ndao doloroso, ndo invasivo e a recolha de
amostras ndo necessita de ser efectuada por pessoal médico especializado. Esta técnica estd a
ser desenvolvida com progressos no diagndstico precoce do cancro do pulmdo (entre outros)
ou da doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), e também para controlo da medicacdo ou
na fase terapéutica. Esta técnica é utilizada para detetar analitos em matrizes volateis através
da sua mobilidade idnica e combina alta sensibilidade através de um limite de detecdo da

ordem dos baixos ppb, [ng/L], com baixos custos de manutenc3o.

O principal objectivo do trabalho desenvolvido nesta dissertacdo foi a projeccdo e
implementacdo de uma interface grafica que permita a deteccdo automadtica dos picos
presentes nos espectros 3D de MCC-IMS. Para esta finalidade foi implementado um algoritmo
qgue permite obter a informacdo acerca da posicdo e intensidade dos maximos de cada pico. A
identificacdo automatica de compostos relativos a cada pico detectado foi igualmente
implementada através da ligacdo a base de dados existente, passivel de ser aumentada no
decorrer das medi¢Ges experimentais. Além disso, foi desenvolvida uma ferramenta que
permite eliminar influéncias da matriz, seja do ar ambiente, do sistema ou outro, por meio da

subtracc¢do dos espectros de background aos espectros experimentais.

A interface desenvolvida foi testada para diferentes medi¢des experimentais de
aquisicdo dos espectros de ar exalado com a tecnologia de MCC-IMS e os resultados obtidos
foram apresentados como comunicacdo cientifica de painel na Conferéncia iMed 4.0 em 2012
na FCM-UNL e na Conferéncia Internacional Breath Analysis Summit, na Alemanha em Junho

de 2013.

Palavras-Chave: ar exalado, compostos organicos volateis, diagndstico, detecgao,

algoritmo, MCC-IMS.

Vi



viii



Abstract

Recently, lon Mobility Spectrometry combined with a Multi-Capillary Column has been
applied to breath analysis in humans since it contains volatile organic compounds that may
carry important information related to the metabolic state of the individual. There are many
advantages in using this technology rather than conventional technical analysis (blood and
urine) such as being a painless non-invasive procedure and data collection not requiring
specific training in breath analysis techniques. Breath studies with MCC-IMS have shown
positive results in cases of lung cancer or chronic obstructive pulmonary disease (COPD),
medication control or in the therapeutic phase, among others. MCC-IMS detects analytes in
volatile matrixes regarding ionic mobility and combines high sensitivity (ppb,[ng/L]) and

relatively low technical expenditure.

The main goal of this dissertation is to project and implement a graphic interface in
order to automatically detect peaks present in 3D MCC-IMS spectra. For this purpose, an
algorithm was implemented in order to acquire information about the position and intensity of
the peaks. Automatic identification of the compounds relative to each peak was implemented
through a connection to a created database, with the possibility to expand during the
research. A tool that removes the blank, air or other influences by subtracting background

from experimental spectra was developed as well.

The developed interface was tested with different experimental measurements of
exhaled air spectra acquired by MCC-IMS technology and the results were presented at iMed
4.0 Conference in 2012 at FCM-UNL and the International Conference Breath Analysis Summit,

in Germany, in June 2013.

Keywords: exhaled breath, VOC, diagnosis, detection, algorithm, MCC-IMS.
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Capitulo 1 - Introdugdo

1. Introducao

O desenvolvimento desta tese deu-se através da colaborac¢do da Faculdade de Ciéncias
e Tecnologias da Universidade de Lisboa e o NMT S.A., com a supervisao e orientacdo da
Professora Doutora Valentina Vassilenko e co-orientacdo do Professor Doutor André Damas

Mora.

O tema desta dissertacdo estd intrinsecamente relacionado com o desenvolvimento de
novos métodos de andlise e diagndstico de matrizes complexas de diversas amostras de
materiais biolégicos, com as diversas aplicagdes em clinica médica, saide ambiental e em
técnicas analiticas em geral. Neste sentido, surge a necessidade de desenvolver algoritmos
avancados para a identificacdo automatica dos picos de espectros de espectrometria de

Mobilidade Iénica associada a uma coluna multicapilar (MCC-IMS).

Recentemente, a técnica de MCC-IMS tem sido aplicada a andlise do ar exalado dos
seres humanos, pois este contém compostos que contém informacdo relativa ao estado
metabdlico do sujeito, ou seja, a sua saude [1]. Existem inimeras vantagens na utilizacdo desta
tecnologia em relagdo as técnicas de diagndstico tradicional como a andlise de sangue e urina,
designadamente o facto de ser um processo nao doloroso, ndo invasivo, a recolha de amostras
ndo necessita de pessoal médico especializado e constitui uma matriz de analise menos
complexa. Existem varios estudos no desenvolvimento desta técnica para o diagndstico
precoce do cancro do pulmao ou da doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), para controlo

da medicacdo ou na fase terapéutica [2; 3; 4; 5; 6].

A Espectrometria de Mobilidade Iénica (IMS) é uma técnica emergente devido a sua
alta sensibilidade e baixo custo, com a vantagem de ndo ser necessario pré-tratamento da
amostra. Estas vantagens em relagdo a outras técnicas de espectrometria levantaram grandes
expectativas em relagdo a este dispositivo, sendo um foco de atencdo por parte dos
investigadores cientificos [1;7;28]. Esta técnica é utilizada para detetar analitos em gases
através da sua mobilidade idnica e combina alta sensibilidade através de um limite de detecdo
com intervalos entre ng-pg por litro e ppb,-ppt,. Para além da sua elevada sensibilidade tem

baixo custo de andlise através de uma aquisicdo de dados de alta velocidade [8].

Esta dissertacdo foi desenvolvida com o objectivo de criar uma ferramenta de obtencdo
automatica, rapida e precisa da posicdo e intensidade dos picos nos espectros 3D de MCC-IMS,
com possibilidade de identificacdo dos picos caracteristicos de certos compostos organicos, ou

picos padrdo associados a doencas revelando-se muito importante para o desenvolvimento de
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novos métodos de diagndstico, sendo também um assunto novo do ponto de vista cientifico,

uma vez que a técnica analitica é muito recente.

No ambito do estudo inovador previamente executado por parte do NMT S.A., no que diz
respeito a andlise do ar exalado, foi melhorado o programa de processamento das amostras
através da optimizacdo de varias caracteristicas de funcionamento do MCC-IMS: o fluxo de
sucgao da bomba, o tempo até a abertura da valvula, o tempo de abertura da valvula; o fluxo
de arraste e o fluxo de deriva [1; 9; 10]. Embora o objectivo principal desta dissertacdo esteja
relacionado com o desenvolvimento de uma interface grafica, foi feita a aprendizagem pratica

do funcionamento do Unico MCC-IMS (BreathSpec®) existente em Portugal.

A ferramenta existente é disponibilizada pela G.A.S. Gesellschaft fir analytische
Sensorsysteme mbH, nomeadamente o software LAV versdao 1.5.19, e possui um leque
alargado de caracteristicas para aquisicao e visualizacdo de espectros; porém a visualizacdo no
zoom ndo é a mais adequada. Um ponto importante deste software é a inaptiddo de subtrair o
blank, que perturba a visualizacdo dos compostos organicos volateis (VOCs) e a andlise
correcta destes. Os espectros tém pequenos picos que sdo dificeis de reconhecer visualmente
no LAV devido a representacdo exaustiva de cores no espectro. Outra limitacdo do software
LAV deve-se a incapacidade de deteccdo e localizacdo dos VOCs automaticamente, sendo
preciso recorrer a seleccao manual das dreas relativas aos picos visualizados graficamente no

espectro para obter uma analise estatistica dessa area.

Na constru¢do da interface grafica foi tido em consideragdo a visualizagdo dos
espectros no que diz respeito as escalas de cor escolhidas, de modo a tornar o espectro mais
perceptivel a existéncia de VOCs. Outra caracteristica é a possibilidade de subtrair o blank e o
background do ar ambiente da sala onde o dispositivo se encontra, eliminando eventuais
contaminagbes e falsos-positivos. A principal funcionalidade da interface desenvolvida
concerne a detec¢do automatica e diagndstico qualitativo dos VOCs existentes. A deteccdo dos
picos é feita através de uma adaptacdo do software GPL baseado no algoritmo desenvolvido
pelo Professor Doutor André Mora. O algoritmo percorre o espectro recolhendo informagdo da
posicdo e intensidade dos pontos maximos detectados. Este algoritmo funciona através de
fusdo de areas do grafico com o mesmo gradiente diferenciando as areas dos diferentes picos
e diagnosticando a existéncia de vdrios VOCs existentes na base de dados ou a obtencdo de
uma lista de todos os VOCs presentes no espectro. Este diagndstico qualitativo baseia-se na
existéncia de um VOC numa area rectangular do espectro, catalogado a priori na base de

dados.



Capitulo 1 - Introdugdo

No entanto a interface grafica desenvolvida tem algumas limitacGes, pois embora
complemente o software LAV ndo pode ser utilizado de forma independente na obtencdo dos
espectros. A aquisicdo dos espectros continua a feita do mesmo modo, ou seja, através do
software LAV. A dependéncia do software desenvolvido visa também a conversdao dos
espectros do formato “*.MEA” para o formato “*.CSV” para serem passiveis de leitura. Devido
ao facto da técnica de MCC-IMS ser relativamente recente a biblioteca de compostos
identificados é reduzida limitando a identificacdo dos VOCs existentes nestes espectros. A
criacdo desta estrutura faz parte de um processo moroso e exaustivo que visa o registo e

catalogacao de informacdes de intensidade e localizagdo dos compostos no seu estado puro.

Considerando a utilizacdo deste dispositivo para fins médicos foi tida em conta a
preocupacdo de tornar a interface simples, facil de usar e de agradavel visualizacdo de modo a
ser utilizada sem a necessidade de técnicos especializados. Na medicina do futuro, é uma
técnica que pode substituir as analises ao sangue e a urina, num aparelho mével bedside, de
modo tornar o diagndstico imediato. E neste contexto que urge o desenvolvimento e
implementacdo deste projeto, para colmatar as atuais necessidades, de forma a disponibilizar

uma ferramenta com capacidade para diagnosticar automaticamente os espectros em 3D.

Esta dissertacdo esta dividida em seis capitulos, abordando o tema da tese a diferentes
niveis. O capitulo 2 aborda a histéria e principios fisicos do MCC-IMS, passando pela formacao
dos iGes que permitem a andlise dos compostos volateis presentes no ar exalado, por fim
descrevendo os componentes e o funcionamento do MCC-IMS. O capitulo 3 trata o método
experimental utilizado para a aquisicdao de espectros de ar exalado e o método de tratamento
das amostras. O capitulo 4 aborda o desenvolvimento experimental da interface grafica de
andlise 3D do ar exalado, abordando o funcionamento do algoritmo utilizado e o
funcionamento da interface desenvolvida. No capitulo 5 reportam-se os resultados obtidos e a
discussdo da eficiéncia da interface grafica. No ultimo capitulo sdo enumeradas as conclusées

e perspectivas para optimizac¢do futura.

Os resultados obtidos durante a execugdo deste trabalho foram comunicados em
forma de poster na conferéncia iMed 4.0 em 2012 [11] e foi feita a submissdo de dois artigos

para a conferéncia Breath Analysis Summit 2013, com base no trabalho efectuado.
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2 Principios de funcionamento do MCC-IMS

A espectrometria de mobilidade idnica aborda a caracterizacdo de substancias quimicas
em gases com base na velocidade dos ides quando submetidos a um campo eléctrico. Ao ligar
a coluna multicapilar a selectividade do dispositivo aumenta significativamente, sendo
vantajoso para amostras com humidade. O MCC-IMS é capaz de detectar VOCs sob condicdes
de pressdo e temperatura ambiente, revelando-se silencioso no seu funcionamento. Outro
factor importante é a fiabilidade por parte das fontes radioactivas, pois ndo precisam de uma
fonte de electricidade externa, nem requerem manutencdo. Esta técnica permite a realizagado
de analises on-site em tempo real com um largo espectro de detec¢do com limites que rondam
os baixos ppb,[ng/L]. O MCC-IMS pode ser comparado com outros instrumentos utilizados
para analise do ar exalado com limites de deteccdo semelhantes, apresentando como
vantagem relativa a qualquer outro dispositivo o facto de ser portatil e de ndo necessitar de
vacuo. A portabilidade deste dispositivo ndo sé estd relacionada com o facto de ser
transportdvel num carrinho, como o baixo custo energético permite a utilizacdo de baterias na
sua utilizagdo. E um instrumento funcional e simples, de facil manuseamento e n3o necessita

de formacdo académica especifica para a sua utilizacdo.

2.1 Estado da arte do IMS

A descoberta do fendmeno de ionizagdo gasosa deu-se no fim dos anos 90 do século
XIX e partiu da observagao do fendmeno de descargas eléctricas em gases, a partir da qual
Rutherford experimentou irradiar o ar ambiente com Raios X [12], cerca de dois anos depois
destes terem sido descobertos por Roentgen [13; 14].Verificou-se que os Raios X dividiriam as
moléculas presentes no ar, e que na presenca de um campo eléctrico estas ndo se voltariam a
recombinar [15]. A capacidade do ar se ionizar a temperatura ambiente levantou questdes
acerca da estrutura da matéria, da constituicdo dos iGes formados e da sua mobilidade,
verificando-se que esta Ultima era afetada pela temperatura, pressdo e pureza do gas [16]. Por
outro lado, Lattey explorou a variacao da velocidade dos iGes negativos consoante os niveis de
humidade no gds [17; 18]. Estes dados permitiram a Langevin construir a teoria da interagdo
ido-molécula e do efeito das forgas atrativas na colisdo das mesmas formando assim uma base
tedrica para a mobilidade idnica de gases [19; 20; 21]. Outro desenvolvimento ocorreu em
1929, na utilizagdo de uma grelha electrénica para injecgao pulsada de ides, por Cravath e por

Van de Graaff, posteriormente expandido por Bradbury utilizando duas grelhas electrénicas
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ligadas a uma fonte de tensdo alternada de alta frequéncia. Nesta época consolidou-se o
conhecimento acerca da influéncia do campo eléctrico e da pressdao na mobilidade idnica dos

gases.

O desenvolvimento desta tecnologia voltou a ser notdvel a partir de 1948, quando
Lovelock relata a potencialidade de um simples detector idnico ao detectar vestigios de
poluentes organicos industriais na atmosfera. Os estudos de Lovelock permitiram a construcdo
de um dispositivo para detectar impurezas contidas no vento e poluentes no ar ambiente, mais
tarde distribuido com o nome de Detector de captura electrénica (ECD). Os poluentes
detectados eram principalmente halocarbonatos através da alteracdo da corrente provocada
pelo fluxo do ar e proporcional a forca do vento. A associacdo deste dispositivo a um tubo de
deriva conceptualizado por Martin Cohen et all vai dar origem ao IMS. Karasek inicia as
experiéncias com o IMS, denominado na altura por Cromatégrafo de plasma Beta-VI
demonstrando a deteccdo de um largo espectro de compostos organicos e limites de deteccao

muito baixos para estes compostos sem a necessidade de pré-tratamento.

Esta tecnologia foi direccionada para fins militares com o objectivo de detetar agentes
téxicos e explosivos, dado que os compostos téxicos exibem grande afinidade proténica
enquanto os explosivos trocam facilmente eletrdes com iGes negativos. Ao longo da sua
evolucdo estes dispositivos passaram de volumosos equipamentos de laboratério a
dispositivos compactos e portateis pesando a primeira versao portatil apenas 1.6Kg, com um
consumo reduzido de energia, contribuindo para a sua utilizagdo em cendrios de guerra pelos
militares dos E.U.A., e anos mais tarde utilizado em aeroportos e estabelecimentos de

seguranca para permitir a detecdo de estupefacientes [8; 21].

2.2 Espectrometria de Mobilidade I6nica (IMS)

A Espectrometria de Mobilidade Iénica (IMS) é baseada no processo de ionizagdo de
atomos em condi¢des de pressdao atmosférica e temperatura do ar ambiente, sendo que os
iGes formados ao passarem por um tubo de deriva contra um fluxo de gds e sujeitos a um fraco
campo eléctrico sofrem um processo de separacdo em funcdo do tamanho, forma e massa,
formando o espectro caracteristico. O principio de formacdo de um espectro de IMS esta

ilustrado na Figura 2.1.
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Figura 2.1 - Representacdo do funcionamento do IMS. a) Entrada das moléculas da amostra na regido de
ionizagdo e formacdo dos ides-produto através da ligagdo com os ides reactivos. b) os ides passam para a
regido de deriva colidindo com as moléculas do gas de deriva. c) e d) os iGes sdo separados quanto ao
tamanho e carga, atingindo o detector em tempos diferentes e permitindo a obtendo-se o sinal que vai dar
origem ao espectro de mobilidade. Imagem adaptada de [27]
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O Espectrémetro de Mobilidade ldnica é constituido principalmente pelo tubo de
deriva, que consiste numa camara de ionizacdo e uma zona de deriva em que se encontra o
detector. O tubo de deriva contém os anéis de metal separados por isoladores e as duas
regioes separadas por uma grelha de abertura. O gas inerte presente na atmosfera do IMS é
ionizado pela fonte de ionizacdo de radiacdo B. Os ides formados reagem com as moléculas de
agua presentes resultando na formagdo de ides reactivos positivos (H* (H,0),,) ou negativos
(05 (H;0),). A amostra é conduzida até a camara de ionizagdo em conjunto com o gds inerte
interagindo de modo a formar o ido-produto. A abertura intermitente da grelha de Bradbury-
Nielsen durante cerca de 100us, permite a passagem de uma nuvem de iGes para a regido de
deriva. Estes iGes chocam com as moléculas do gds de arraste que se dirigem no sentido
oposto, desacelerando e separando-os consoante o tamanho e a forma [2]. Os iGes percorrem
a regido de deriva até ao detector de Faraday, e ao entrar em contacto com os iGes ocorre um
aumento da corrente eléctrica na ordem dos pA, gerando um sinal eléctrico. A variacdo deste
sinal da origem ao espectro de mobilidade idnica 20 milissegundos apds o inicio da experiéncia

[22].

A velocidade de deriva, medida em V/cm, é proporcional ao campo eléctrico E e ao

coeficiente de mobilidade idnica K (em cm®V™'s™):
vg = K+ E (2.1)

A mobilidade idnica é calculada na equagdo (2.3) tendo em conta o comprimento do
tubo de deriva ly, a tensdo do campo E e o tempo de deriva dos ides tq, a menos um factor de
correccdo representado pela equacgdo (2.2). O factor de correcgdo estd relacionado com o

dispositivo especifico utilizado.

K=%4p (23
tac

Para o estudo destes espectros em diferentes ambientes é utilizado o conceito de mobilidade
idnica reduzida, valor independente da pressdo e temperatura, em que P se refere a pressao
ambiente em Torr e T a temperatura do IMS, em Kelvin, que se calcula através da mobilidade

idnica K, como mostra a equacgao (2.4).

K0=K*P%*% (2.4)
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P, corresponde a pressdao de uma atmosfera (760 Torr) e T, corresponde a

temperatura de 273.15 Kelvin [22; 23].

2.2.1 Formacao Iénica

A formacao de iGes reactivos da-se em condi¢Oes de pressdo atmosférica ambiente, ou
seja em condi¢Bes API (atmospheric pressure ionization), devido a existéncia de um campo
eléctrico que impede a neutralizacdo das cargas. O processo de ionizacdo requer uma fonte de
ionizagdo de radiacio B, neste caso especifico o Tritio (*H) de 8.1mCi, sendo a

convencionalmente utilizada de 10 mCi Niquel (®Ni) [22; 23]

2211 Formacao de I6es Reactivos

Quando o gas inerte (N,) que circula no tubo do IMS é bombardeado com electres
primdrios origindrios do decaimento do Tritio da-se a ionizacdo do azoto resultando N5 . A

equacdo 2.5 apresentada de seguida explica a reacg¢do de ionizagao:

N, + e~ (primario) — Ny + e~ (primério) + e~ (secundario) (2.5)

Apesar do electrdo primario ter perdido alguma energia apds a primeira colisdo, este ainda
possui elevada energia realizando novas colisdes com outras moléculas de azoto. O processo
de ioniza¢do ocorre de forma semelhante com o electrdo secundario e a formac3o de ides N,
também se pode dar através de dissocia¢do. A formagao de espécies idnicas estdveis do tipo

H*(H,0),, éobtida através da seguinte cadeia de reac¢des:
NS + 2N, — Nf + N, (2.6)
N} + H,0 — 2N, + H,0% (2.7)
H,0" + H,0 — H;0*+ OH (2.8)
H;0" 4+ H,0+ N, = H*(H,0), + N, (2.9)

H*(H,0), + H,0+ N, = H*(H,0); + N, (2.10)
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As reacgOes reversiveis (2.9 e 2.10) dependem da concentragdo de vapor de dgua presente. A
formagdo de compostos azotados como NH; (H,0), e NO*(H,0),, presentes em ppm s3o
originados por impurezas da fonte de ionizacdo ou da regido reactiva por isso as equacdes
correspondentes sdo omitidas. As espécies idnicas H* (H,0),, sdo responséveis pelo pico de

iGes reactivos (RIP) no modo positivo do IMS.

A formacdo de anibes segue um processo diferente da formacdo de iGes reactivos
positivos. A existéncia de um grande numero de electrées livres de baixa energia, favorece a
sua captagdo por moléculas neutras, realizando um processo de captura electrdnica

ressonante. As equacdes abaixo descritas descrevem o processo de formacado dos anides:

M+ O+ e” — 0, + M (211)
M+ H,O0+ 0, < 0O;H,0+M (2.12)

M+ H,0 + 0;H,0 & 05 (H,0),+ M (2.13)

sendo M uma molécula neutra, como H,0 ou O,.

2.2.1.2 Formacio de Produtos Iénicos

A carga dos produtos iénicos formados depende da sua afinidade protdnica formando
ides positivos quando a afinidade proténica é alta. A formagdo de ides positivos é considerada
soft ionization porque permite ionizar as moléculas sem l|hes fornecer muita energia,
prevenindo a quebra das suas ligagdes. Este tipo de ionizagdo é fundamental para que os
compostos ndo se degradem. Como a afinidade protdnica da agua é baixa (7.22 eV), a
molécula organica AB vai ser ionizada pelos iGes reactivos positivos da dgua, originando as

reacgoes:

M+ H*(H,0), — MH*(H,0), — MH"(H,0),_, + xH,0

10
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Para cada tempo de retencdo, o aumento do ido-produto resulta na diminuicdao da intensidade
do RIP (figura 2.2). Quando a concentragdo do mondémero protonado é elevada pode formar-

se um dimero, cuja reaccao pode ser definida por:

MH*(Hy,0)p + M & MyH*(Hy0),_ + xH,0

189 &y, without analyte
Ni-IMS
Ethylacrylate 600 ng/L
1.8+ — Ethylacrylate 800 ng/L
RIP
1.4 -
|
Dimer
1.0 1
=
— 0.8
m
| =
& 06
Monomer
0.4
I
0.0 —foundhcnte N N S }*\—
0.2 T T T T | 1 1
12 14 8 E 20 22 24 28

Drift Time / ms

Figura 2.2 - Representacgdo da diminui¢do do RIP com a existéncia de VOCs no estado
de mondmero ou dimero. Retirada de [9]

As reaccbes que ddo origem a produtos idnicos negativos podem ser formadas através
da transferéncia de um electrdo, através da ligacdo com outra moléculas ou através da
fragmentagdo da prépria molécula. Neste ultimo caso a energia dos electrdes é tdo alta que
provoca a quebra das ligagbes da molécula ionizando-a. Deste modo, é perdida alguma
informagdo no espectro de mobilidade idnica. As reac¢ées que ddo origem aos produtos

idnicos negativos sdo:

M+ 0, (H,0), — MO0;(H,0), — MO;(H,0),_x+ xH,0

Estas ligacGes podem manter-se até ao tubo de deriva ou sofrer alteragées formando M ™.

11
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2.3 Coluna Multicapilar

A Coluna Multicapilar permite a separacdo eficaz dos i6es com grande nivel de
seletividade e sensibilidade, mesmo em matrizes quimicas complexas [2]. O acoplamento
deste dispositivo é vantajoso dado que o IMS ndo tem uma selectividade muito elevada. O
tempo de analise no MCC-IMS deve-se maioritariamente a passagem dos analitos pela coluna
multicapilar e é denominado por tempo de retengdo. Uma das vantagens da MCC é fazer com
qgue os analitos entrem na regido de ionizacdo em tempos diferentes evitando assim
transferéncias de carga entre ides, reduzindo o numero de interacdes que provocam a
formacdo de aglomerados na regido de ionizacdo do IMS. Outro ponto fundamental é a
reducdo da influéncia da humidade existente principalmente no ar exalado. A separagao das
moléculas de dgua é importante em amostras de ar exalado, pois o pico da humidade fica logo
no inicio do espectro, ndo influenciando assim os picos com retencdo mais longa. Caso a
humidade entrasse na camara de ionizagdo ao mesmo tempo que os VOCs formar-se-iam
aglomerados de dgua com produto idnico, impossibilitando a identificacdo dos iGes existentes.

[24; 6].

A coluna multicapilar é constituida por 1000 capilares que se dispdem paralelamente
ao longo do comprimento total da coluna, com capilares de diametro interno com cerca de 40
pm e uma espessura de 200nm. A coluna em si possui um comprimento de 20 cm e um

didmetro total de 3mm.

Figura 2.3 - Corte transversal da coluna multicapilar e vista externa em comparagao com uma lapiseira.
[26]

12
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2.4 Funcionamento do MCC-IMS

A aquisicdo do ar exalado é feita a partir do BreathSpec®, que é composto por um
espirometro e pelo MCC-IMS. O MCC-IMS é um dispositivo que agrega dois componentes: a
coluna multicapilar e o espectrémetro de mobilidade idénica, permitindo analisar misturas de
compostos extremamente complexas separando-os eficazmente. A analise do ar exalado é
feita pela retencdao dos compostos pela coluna multicapilar, seguida da deriva dos mesmos

pelo tubo de deriva.

O aparelho é composto por um sistema de introducdo de amostra, no caso do
BreathSpec® é utilizado um espirémetro; o loop, a coluna multicapilar, o IMS, uma bomba de
sucgdo, uma valvula, dois fluxdmetros e sensores de temperatura. O esquema de

funcionamento interno é representado na figura seguinte.

Carrier gas (N2)

Figura 2.4 - Esquema de funcionamento interno do MCC-IMS [29].

Os EPCs representados na figura sdo fluxdmetros, em que o EPC1 controla o fluxo do
gas de deriva e o EPC2 o fluxo do gds de arraste. O P é a bomba que permite o transporte da
amostra, o V a valvula e os sensores de temperatura estdo representados por T mais um
numero. A amostra é recolhida pelo canal onde se encontra o sensor T6 passando pelo loop
juntamente com o gas de arraste (N,), sendo transportados para a coluna multicapilar e
seguidamente para a zona de ioniza¢do do IMS. Ao passar pela grelha de Bradbury-Nielsen, os
iGes entram na zona de deriva chocando com o gas de deriva que é transportado no sentido

contrario. Tendo em conta o facto de também existir aplicado um campo eléctrico fraco

13
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permite uma separacdo dos ides quanto ao seu tamanho e carga fornecendo um espectro
baseado no tempo de retencdo (dos compostos ao percorrerem a coluna multicapilar) e no
tempo de deriva (dos analitos no interior do tubo de deriva do IMS). Os espectros de MCC-IMS
fornecem informacgdo tanto qualitativa, a partir da posi¢cdo dos picos, como quantitativa, tendo
em conta intensidade dos picos. Através do espectro a trés dimensdes dos compostos
existentes no ar exalado possivel identificar localizagdo especifica de VOCs no espectro,
definido pelo tempo de retengdao no eixo vertical, e por um tempo de deriva medido no eixo
horizontal (a partir do qual se pode calcular a mobilidade reduzida para representar 1/Ko)

como é representado na figura 2.5.

Figura 2.5 - Representagdo de um espectro 3D de ar exalado de um individuo apds fumar um cigarro
convencional, fornecido pelo NMT.

14
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O tempo de andlise da amostra e obtencdo de um espectro é bastante curto, sendo
necessario entre 3-4 minutos dependendo dos analitos. O acoplamento da coluna
cromatografica (MCC) permite uma pré-separagdo relativamente rdpida e eficaz dos
compostos utilizando o IMS como um seletor desses compostos com respostas em

milissegundos, tornando-a adequada para analise de compostos organicos volateis (VOCs).

O dispositivo utilizado para recolha de amostras é denominado BreathSpec®, da G.AS, a
tecnologia é baseada em MCC-IMS, com as propriedades referidas na tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Especificagdes Técnicas do BreathSpec®.

Principio de Funcionamento: IMS

Amostragem: Directa através da boquilha, controlada por
um espirémetro preciso

Método de lonizagdo: Radiacdo B radioactiva (Tritio ( 3H))

Actividade: 300 MBq

Intensidade do Campo Eléctrico: 400V/cm

Dimensoes: 449 x 375 x 177 mm

Peso: 15,5 Kg

Tipo de Coluna: OV-5 Standard

Limites de Detecgdo: Na ordem dos baixos ppb,,

15
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3 Desenvolvimento da interface grafica

Este capitulo consiste na explicacdo passo-a-passo do desenvolvimento do software de
visualizacao e diagndstico automdtico com base nos espectros de MCC-IMS. O objectivo é criar
um programa que permita uma facil observacdo dos picos existentes no espectro, apds a
subtraccdo do blank, e crie uma base de dados de informagdo sobre os picos existentes nos
espectros, permitindo o diagndstico da sua existéncia. Este programa tem funcionalidades que

o software LAV que acompanha o dispositivo de MCC-IMS, ndo possui.

3.1 Analise de espectros

A leitura dos espectros é possivel através do Software LAV 1.5.19 desenvolvida pela

empresa G.A.S.. Através de um mddulo de conversdo de ficheiros disponibilizado pelo LAV

4 “

procede-se a conversdo dos ficheiros de extensdo “.mea” para “.csv”, tornando possivel a
importacdo para o software MATLAB R2010b. A utilizacdo do Matlab revela-se essencial para a
obtencdo de resultados que possibilitem a formulagdo do método experimental de modo a
criar uma interface grafica util para a deteccao de VOCs e optimizar o diagndstico da existéncia
de picos relativos aos biomarcadores especificos. Esta ferramenta, desenvolvida pela
MathWorks, permite efectuar operagées matematicas entre matrizes facilmente, permitindo o

estudo da optimizacdo de resultados a partir das amostras da seguinte forma:

1 Subtracgdo do espectro do ar exalado em jejum ao espectro do ar exalado apds fumar um
cigarro convencional;

2 Subtrac¢do do espectro do ar exalado em jejum ao espectro do ar exalado apds fumar um
cigarro electrénico;

3 Normalizagdo de espectros devido as intensidades maximas do RIP diferirem de espectro
para espectro;

4  Aplicacdo de varios filtros de limiar de modo a evidenciar a existéncia de picos.

O facto das intensidades maximas do RIP diferirem de espectro para espectro esta relacionado
com as condicGes de temperatura e humidade da sala terem influéncia na producdo dos ides
reactivos. A humidade da sala ndo deve ser muito baixa, caso contrario ndo haverdo ides
reactivos suficientes para se dar uma analise precisa dos VOCs nem deve exceder os 60%,

segundo o fabricante.

17
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As operagles efectuadas pela interface grafica podem ser facilmente representadas

pelo esquema abaixo descrito:

Filtro 200mV

N

> e

Andlise da area
desejada do

espectro

Figura 3.1 - Esquema de operagdes efectuadas para obter o espectro resultante

O processo de obtenc¢do do espectro final pode ser definido por 5 fases:

i. Obter o espectro do ar exalado (ar alveolar) do paciente;

ii. Obter o espectro do ar ambiente da sala onde se encontra o BreathSpec;

iii. Da-se a subtrac¢do automadtica dos espectros e pode-se observar o espectro resultante,
em que o RIP e o ruido do sistema foram eliminados assim como eventuais VOCs presentes
no ar ambiente;

iv. Aplica-se um filtro de limiar escolhido pelo utilizador para apagar o ruido restante;

V. Diagndstico da existéncia de picos na area pretendida em de todo o espectro;

18
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3.2 Fluxograma

O processo de desenvolvimento da interface grafica comeca pela aprendizagem e

estudo autodidacta da linguagem C# e desenvolvimento do fluxograma apresentado de

seguida:

/ Load data file /

¥
/ Load background file /
+
/ Load reference file /
¥
Start menu
|
)
General screening
Search VOCs
l Spectrum visualisation
Choose VOCs to
search from the list l
Menu

¥

¥

Analyse selected areas

Analyse spectrum

Spectrum analysis

!

List results

‘

Spectrum visualisation with
peaks detected

Figura 3.2 - Imagem representante do fluxograma desenvolvido
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3.3 Processo

O desenvolvimento da interface grafica em C# seguiu os seguintes passos na sua

construgao:

1. Desenvolvimento do esqueleto do programa, respectivas paginas e janelas;

2. Desenvolvimento da interface de carregamento de espectros;

3. Calculo do Espectro Resultante

a.

b.

Subtracgdo do espectro do ar ambiente ao espectro a analisar;

Normaliza¢do do espectro;

4. Apresentacdo grafica de espectros do BreathSpec®

a.

Conversao linear da escala de Volt para RGB através do comprimento de onda
das cores;
Optimizacdo da escala de cores de visualizacdo para deteccdo dos picos com
intensidade mais baixa;
Implementacgdo do filtro de limiar com scrollbar;
Implementacdo da funcionalidade de arraste (drag) do espectro e Zoom a
partir da roda do rato para melhor visibilidade e precisao;
Implementacdo do ajuste do espectro a janela a partir da largura ou altura;
Implementacdo de Escalas dindmicas em X (Tempo de Deriva) e Y (tempo de
Retencdo);
Implementacdo de um botdo permitindo desenhar uma area do espectro para
analisar;
Implementagdo de diferentes escalas de Cor:

i. Escala Default;

ii. Escala Linear;

iii. Escala Exponential.
Implementacdo de uma escala no eixo das abcissas que representa o 1/Ky;
Sinalizagdo relativa a posi¢do do RIP;

o n

Implementacdo de alteragdo do Zoom do espectro a partir de teclas “+” e e

Zoom com valor exacto dado pelo utilizador;

5. Possibilidade de gravar o espectro resultante da subtrac¢ao dos espectros com ou sem

aplicacdo do filtro de limiar;

20
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Desenvolvimento do diagndstico qualitativo da existéncia de biomarcadores no
espectro resultante a partir do nome do biomarcador;

Visualizagdo do espectro com os maximos detectados;

Permite a adicdo de novos biomarcadores a base de dados através do tempo de
retencdo e 1/KO;

Visualizacdo da escala de intensidades do espectro utilizada em tempo real;
Implementacdo de sistema de mensagens de erro para o utilizador;

Lupa de Zoom;

Melhoramento visual da interface do utilizador;

Implementacdo da opgdo que possibilita escolher o valor maximo da escala de cores
para comparagao visual.

Implementacdo da abertura do espectro resultante guardado.

Visualizagdo de um lista de VOCs detectados;
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3.4 Passos da utilizacao da interface

Para fazer o carregamento dos ficheiros basta carregar no botdo “Open...file” (1)

abrindo uma janela que permite a escolha do ficheiro, com a referéncia do formato de ficheiro

que se pode carregar (2) e qual o botdao que se carregou — “Select a Data file in CSV format”

(3).

[ Form1 o= & Forml l =
senmt Choose Files To Analyse ssnmt Choose Files To Analyse
H i |

Save Results

Open Personal Files

Open Data File

Open Background File

Open Reference File

Open Reference File

Save Results

Open Personal Files

Open Reference File

Open Reference File

&
>
£

.
ni Select a Data File in CSV Format

1%/ Computader T

cj Rede

i,

120720121803 5

120720121441 Je

Q(\_J ‘ || « Escola » FCT » TESE » outros espectros - ‘ &’H Procurar outros espectros }Jl
Organizar v Nova pasta =« @
-
i Favoritos Tl
Bl Ambiente de trabalk = X‘-: X“-: X‘-: X‘-:!
= = = = =
47 Dropbox = = = = = =
=l Localizagdes L, CL, A, i, i,
B Transferéncias 121003101437 b 121003_101055_ar 120928 151652 Bi  120028_150856 Bi  120028_150140.b |
g_ar exalado a_apos a_normal_1l_prog g bia_ar salal p
4 Bibliotecas sala_l_program_  normal_Vanessa_ fumar_1_progra ram_pos.csv rogram_pos.csv
5 o A pos.csv 1_program_pos.... m_pos.csv
ocumentos
(&= Imagens % % -3
 Misica X3 X9 X3 X3 X3
BB videos — — — — —
i, i, iy i, L &
#d Grupo Doméstico 120720151156 s 120720 125804 120720122831 Fr 120720122509 M 120720122136 M
ujeito arsalaalmoco_l_p  esh_L_1l pregram  orango_K_1l_prog istery_I_1_progra
diabético_M_1_pr rOgram_pos.csy _pos.csv ram_pos.csv M_pos.csv

7£
78

A, i, i,

120720121052 Tr 120720120741 C 120720120358 ar +

Nome do ficheiro: |

Q) - I SV Files [*.csv) vI

Abrir |v] Cancelar

L

Figura 3.3 - Representacdo da abertura de ficheiros na interface desenvolvida
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Apds o carregamento dos ficheiros
0 botdo muda de cor, ficando com o fundo
verde, informando que o ficheiro foi
carregado correctamente. E possivel gravar
o ficheiro resultante da subtrac¢do os dois
ficheiros de entrada. Esta funcionalidade é
util caso se queira visualizar este espectro
noutro programa como o Origin, caso o
objectivo seja utilizando grafismo 3D. Em
varios pontos do programa existem caixas
de mensagens que informam o utilizador
do estado das acgdes. A forma de gravar o
espectro resultante é similar a forma de o
abrir, é possivel escolher o nome e o
caminho especificado correspondente. No
caso da gravagao do ficheiro resultante é
emitida a informacdo que o ficheiro foi
gravado no caminho especificado de forma

correcta.

A transposicao de janela para janela

€ muito simples sendo apenas preciso

[

carregar no botdo “Next” (4). Porém, sé

possivel clicar neste botdo quando é

tomada uma decisdo, neste caso a escolha

de wuma opcdo entre “Search for

Capitulo 3 — Desenvolvimento da interface grdfica

g5l Forml I = |8 =

ssnmt Choose Files To Analyse

[ 1]
(1] (l

Save Results

el

Open Personal Files

| OpenDatafie

File Saved
Open Reference File

Open Reference File

-

Figura 3.4 - Representagdo da mensagem apos a
gravacgao de ficheiros bem-sucedida na interface

rnj Form1 ’ ‘:'“E' &‘

22nmt

(1]
L L]

Choose Type of Analysis

Search for Biomarkers

~ General Screening '

| —

Figura 3.5 - Representacdo da abertura de ficheiros na
interface desenvolvida

Biomarkers” e “General Screening”.E possivel a qualquer momento no programa recomecar

voltar ao menu inicial, limpando todas as variaveis, carregando no botdo “Restart Analysis” (5).
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r L
st Forml

:l@g N

Ao escolher a primeira opcdo “Search

for Biomarkers” obtém-se uma lista de VOCs .

fnmt | Choose Biomarker(s) to Detect

catalogados na base de dados interna (figura

Wat

3.6). A partir desta lista é possivel escolher éﬁ‘ﬁ‘j_

varios biomarcadores de modo a detectar a sua

existéncia com o algoritmo. E possivel adicionar

novos biomarcadores para o diagndstico

directamente através da interface de utilizador,

tanto através do tempo de retengdo(Tr) e 1/KO, o

ou através do tempo de retencdo e tempo de Upper Left Comer Lower Right Comer
Tr 1/K0 Tr 1/K0

deriva (Td) (activando a checkbox em 6). Estas (

coordenadas permitem a determinacdo da

espectro. No caso de existirem mais do que um

)

(

@ [ Muttiple Peaks [T Use Td @
posicdo dos picos representantes dos VOCs no

)

pico a representar um composto (por exemplo

=

a formacdo de um dimero), activando a

Figura 3.6 - Representacdo da janela de escolha dos
checkbox “Multiple Peaks” (7) permite marcadores a detectar, na interface desenvolvida

adicionar ao mesmo biomarcador, varias posicdes no espectro. Outra caracteristica desta

interface é o facto do titulo da janela sugerir a tarefa do utilizador na mesma (8). No caso da

escolha da segunda op¢do “General Screening”, o espectro é representado graficamente o que

implica a implementac¢do de escalas de tempo de reten¢do, tempo de deriva e de intensidade.

Estas sdo as informagdes essenciais referentes a um pico no espectro. No entanto, as

condi¢bes de temperatura e pressdo ambiente no momento da experiéncia influenciam a

mobilidade idnica, por isso foi definido o termo de mobilidade idnica reduzida referida no

capitulo 2. Tendo em conta este factor, foi implementada uma escala de 1/K, para

universalizar a posi¢cao dos picos em qualquer experiéncia, representada na figura seguinte.

Outra caracteristica das escalas é a sinalizagdo da posicdao do RIP como referéncia, que se

revela util no caso da subtracgao de espectros dado que o RIP deixa de ser visivel.

870 ~ 920 ' 970 ' 1020 1070 ' 1420 '
0783 0,829 0,874 0919 0964 1,010

1,055

1,70

1/KD (V's“cm-2)

Figura 3.7 - Escala do tempo de retengdo no eixo vertical, escalas do tempo de deriva e 1/Kyno eixo

vertical, e a posi¢do assinalada

24




Capitulo 3 — Desenvolvimento da interface grdfica

(1] -
snmt General Screening
]
tris) Scale (mV)
- - 1086 Data File:
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110 25 Background File:
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Figura 3.8 - Representacgao grafica do espectro na interface desenvolvida
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Figura 3.9 - Espectros obtidos a partir do ar exalado apds fumar um cigarro
convencional, antes e depois da subtrac¢do do background
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Apods a andlise de espectros do ar ambiente é possivel verificar que o Scale (mV)

. s . - 1200
sistema tem um background especifico que se apresenta em todas as analises
- 1080
efectuadas pelo dispositivo, podendo induzir erros na analise de resultados. Por
- 960

outro lado, o ar ambiente contém VOCs’ para além dos existentes no organismo
- 840

do paciente, portanto ndo devem ser contabilizados pois estes sao classificados -

como contaminantes. Sendo assim optou-se por subtrair o espectro do ar da sala o

ao espectro que se pretende analisar (figura 3.9), de modo a serem eliminados os %50
picos representantes dos VOCs’ do ar ambiente e o padrdo (ou blank) do sistema - 360
BreathSpec®. Devido a subtraccao dos espectros obtém-se um espectro com uma - 240
baseline com valores aproximados de zero Volt, revelando valores baixos que sdo T - 120

considerados ruido e podem ser facilmente identificados e filtrados. =y

175 mV

Outra das caracteristicas do espectro resultante é a representagdo dos | FiterNow

valores negativos a branco e a possibilidade de ser aplicado um filtro de Figura 3.10 -
limiar. Este filtro actua de modo a suprimir qualquer valor do espectro Representacdo da
Scroolbar com o filtro de

inferior ao valor de limiar tornando o espectro mais explicito, sem ruido a limiar

perturbar a visualizacdo do espectro. O limiar (valor minimo) é Image Display

definido em Volt e pode ser alterado através de uma simples
| Stretch Width | @

scroolbar, no momento da visualizacdo. O filtro de limiar actua

. . . Stretch Height |
também na escala de intensidades do espectro como se pode ver | = @

na figura 3.10. Intensity Color Scale

Um dos passos para obter o espectro resultante é a IDE‘fEU“ 'I ©)

normalizacdo do mesmo (5.b), facilitando os calculos para

1086 Scale Max (m'V) q
apresentacdo grafica e mais importante é o facto de permitir

estimar um valor para o filtro de limiar adequado para diferentes 05 x Zoom
experiéncias eliminando o ruido eficazmente. [] Magnifying Glass
A representacdo grafica dos espectros tém elevada Draw Rectangle @

importancia para a identificacdo e percepcdo a olho nu dos picos

. . . . C A . . Save Results
eX|stentes, Caso se quelra visualizar a existéncia de diferentes ‘ @

VOCs ou seleccionar um pico especifico para analisar. Existem

. . . . L . Figura 3.11 - Representacdo das
varias implementacbes que facilitam a visualizacdo dos picos,

ferramentas graficas e informacédo
como o Zoom, a lupa (8), ou o deslocamento do espectro com o acerca dos espectros
rato. De modo a abranger toda a gama de intensidades dos picos

nos espectros possiveis, foi implementada a op¢do de alteragdo de escala assim como a
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escolha de trés escalas diferentes representadas na figura 3.13. A escala padrdo é util quando
o objectivo é evidenciar os picos de intensidade maxima mais baixa, como é o caso dos
espectros do ar exalado apds fumar um cigarro convencional. A escala linear favorece por igual
a visualizacdo de todas as gamas de picos e a escala exponencial é favorece os picos de

intensidade intermédia (9).

O zoom aplicado ao espectro possui algumas caracteristicas especificas. Através da

o n

roda do rato ou das teclas “+” e é possivel alterar o zoom (e na caixa de texto (10)),
mantendo sempre o racio entre a altura e largura da imagem. Esta fun¢do ndo é possivel no
LAV, pois quando se aumenta o zoom demasiado a imagem é esticada no eixo dos Y’s, ndo
mantendo o o racio largura-altura. Com a ferramenta do zoom é possivel manipular o espectro
com facilidade, e no caso se queira que o espectro torne a escala pré-definida foram
disponibilizados dois botGes que ajustam automaticamente a largura (11) ou altura (12) do

espectro a janela.

Nesta janela também é possivel
Data File:
guardar o espectro resultante, com a 110216_151637_AMB_0s_3.csv

vantagem de estar aplicado o filtro de | Background File: _
110216_144000_bg_sistema_1_program_pos csv

limiar tornando o espectro mais facil de
Reference File:
analisar e reduzindo os falsos positivos na None
detecdo de picos (13). Ao carregar O  rigyra 3.12 — Nomes do espectros a ser visualizados
espectro resultante podemos confirmar o

nome de cada ficheiro carregado (14), de modo a detetar algum engano na escolha dos
ficheiros. Para diagndstico dos picos é possivel seleccionar uma area especifica a analisar,

clicando no botdo (15) e desenhar o rectangulo no espectro.

Outra funcionalidade extremamente util é o ajustamento da escala a um dado maximo
com fins de investigacdo. Quando o espectro é mostrado a escala vem ajustada a intensidade
maxima do espectro resultante, mas devido a necessidade de comparagdo de espectros

diferentes revelou-se necessario o ajustamento do maximo da escala de cores.
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Figura 3.13 - Representacdo das escalas de cor disponiveis na interface grafica desenvolvida

a) Escala pré-definida, b) escala linear e c) escala exponencial (Intensidade maxima de escala 78
alterada para 1.2V)
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780 820 ' 880
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Figura 3.14 - Representacdo experimental da utilizacdo da lupa na interface grafica desenvolvida.

Analise ao ar exalado apds a execugdo de exercicio fisico.

Uma das funcionalidades da visualizacdo grafica é a utilizacdo da lupa, permitindo ter uma

visdo geral espectro e simultaneamente uma visdo da forma de um determinado pico. O zoom

funciona aumentando a imagem a 200% da drea para onde a seta do rato aponta, como se

pode verificar na figura 3.14.

No menu seguinte é possivel escolher a andlise a fazer ao espectro resultante, analisando

apenas as areas seleccionadas ou o
espectro completo. A andlise as areas
seleccionadas adequa-se  quando
existe uma drea com picos bem
definidos e contaminagdo da amostra,
ou seja, a existéncia de um sinal
relativamente intenso que ndo seja
um VOC, por exemplo, uma
contaminagdo proveniente do excesso

de humidade no ar.

[ ad Forml E@ﬂ1
senmt General Screening
HH
(") Analyse Selected Areas
@ Analyse the Spectrum
Restart Analysis Mext

Figura 3.15 - Menu de analise ao espectro da interface

grafica desenvolvida
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Seleccionando a anadlise ao espectro completo e ao clicar no botdo “DETECT” (17), o algoritmo

calcula a posigao e intensidade de todos os maximos existentes. Estes sdao comparados com os

valores de posicdo existentes na base de dados interna, e os correspondidos sdo exibidos na

lista visivel na figura seguinte. Todas as informacdes dos maximos existentes sdao guardadas na

memodria, ndo so as corresponderam a base de dados.

7

5! Forml =B
stnmt Automatic Diagnostic of Peaks Existence
.
Number of Recognized VOCs Detected VOC Intensity (V) td {ms) tr(s)
Water 1.03 7.006 | 7.308
3 Acetone 0.83 8446 | 9,072
Nicotine 0.54 8,933 | 9.954
Total number of Peaks
78
@
Restart Analysis Next

Figura 3.16 - Janela de resultados do diagndstico da existéncia de VOCs.
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3.5 Funcdo de detecg¢do automatica dos picos

No ar exalado de um individuo sauddavel, geralmente sdo detetados trés VOCs ja
referidos anteriormente: d4gua, isopreno e acetona. Quando os picos da acetona e isopreno sao
muito intensos dd se uma sobreposicao parcial destes, como se pode observar na figura 3.17.
Um dos desafios propostos na execucdo do diagndstico de maximos é conseguir detectar a

existéncia dos dois picos.

3.5.1 Algoritmo do GPL

A localizacdo automatica dos picos no espectro é permitida devido a utilizacdo de um
programa em C# denominado GPL. Esta ferramenta baseia-se no algoritmo desenvolvido pelo
Professor Doutor André Mora e é devidamente incorporada na interface grafica desenvolvida.
A escolha e aplicagdo deste algoritmo sdo fundamentadas pelos resultados obtidos na

deteccdo e quantificacdo de drusas nos olhos [25].

Este algoritmo detecta os percursos de gradiente mdaximo apontando para a
intensidade maxima, marcando-a como o ponto maximo do pico. Quando dois ou mais
percursos de gradiente vao ter ao mesmo ponto sdo reconhecidos como fazendo parte do
mesmo pico. Os percursos que tém o mesmo ponto como maximo sdao reconhecidos como

fazendo parte da mesma area de influéncia.

Na aplicacdo deste algoritmo é empregue o método de fusdo (merging) de maximos,
qgue pondera para cada maximo detectado a existéncia de um percurso até outro maximo em
que o valor de intensidade ndo ultrapasse um valor minimo pré-determinado. Este método
consiste na fusdo de areas de influéncia dos picos e dos maximos detectados, sendo escolhido

como pico o maximo de maior intensidade.

Devido a sobreposicdo dos picos por vezes ndo existe uma separac¢do clara entre os
dois picos, existindo apenas uma pequena “planicie”, tornando mais dificil a sua determinacdo.
Os parametros do algoritmo de detecg¢do de picos utilizados durante a obtencdo de resultados
nado foram alterados, contudo estes espectros foram utilizados como controlo de modo a ser

bem sucedida esta deteccdo.
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Figura 3.17- Subtraccdo do espectro de ar exalado ao espectro do ar contido no sistema do IMS, num

individuo saudavel; visualizado na interface grafica desenvolvida. Aplicado um filtro de limiar de 50mV.

Escala maxima de 1.6V

T

180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460

X (pixels)

Figura 3.18 - Adaptado da anadlise do espectro resultante através do software Ad3ri utilizado para a

deteccdo de drusas nos olhos. O eixo das abcissas corresponde aos pixéis correspondentes ao

espectro comegando no pixel 1000 e as ordenadas correspondem a intensidade.

O algoritmo detecta os picos da acetona e do isopreno na maior parte das amostras, onde o

pico da acetona tem sempre maior intensidade maxima como se pode observar na figura 3.18.

Os resultados sdo obtidos o espectro de intensidades a preto e branco, onde se pode observar

os maximos detectados como pontos vermelhos. Este espectro estd presente para propdsito

de estudo e verificagdo do funcionamento do algoritmo de deteccdo de picos.

E possivel observar que a localizacio dos picos é semelhante, assim como a intensidade

maxima. Na figura 3.19 é possivel observar a deteccdo dos maximos correspondentes a

posicdo da acetona e isopreno. Esta informacdo associada a intensidade torna possivel a
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quantificacdo destes compostos através do ajustamento de fung¢des gaussianas aos picos

correspondentes.
Detected VOC  Intensity (V) td (ms) tr(s) Detected VOC  Intensity (V) td {ms) tr(s)
Acetone 0.77 8.36 6,93 Acetone 0.73 8373 || 6.53
Isoprene 0,72 8213 | 6,552 Isoprene 0.7 8.213 || 6,678

Figura 3.19 - Esquerda: Lista de picos detectados correspondente ao espectro de ar exalado
visualizado anteriormente. Direita: Lista de picos detectados correspondente a um espectro de ar
exalado semelhante.

Figura 3.20 - Detecgdo de picos aplicada a subtrac¢do do espectro de ar exalado ao espectro do ar do

sistema do IMS num individuo saudavel.

Um problema que diz respeito ao ajustamento de parametros é o facto de existirem
“planicies” com pequenos “vales” ou “montes”, ou seja, areas que contenham valores
proximos oscilantes; neste caso os resultados vdao mostrar que existem mais pontos maximos

do que realmente deveriam.

33



Capitulo 3 — Desenvolvimento da interface grdfica

34



Capitulo 4 — Resultados de teste da interface grdfica

4 Resultados de teste da interface grafica

4.1 Recolha de amostras
A recolha do ar exalado é feita por um espirémetro interligado ao MCC através do qual se
exala o ar existente nos pulmdes e vias respiratorias.

Os voluntarios encontravam-se jejum e restricio de fumar durante duas horas
anteriores a experiéncia. Precedendo a analise do ar exalado era pedido o preenchimento de
um formuldrio com informacdes acerca do estado de saude do voluntdrio. Os sujeitos e sao
considerados fumadores activos e encontravam-se num estado sauddvel no momento da
analise. O procedimento tomado para a recolha de amostras segue cinco passos, por ordem de

execugao:

1. Analise ao ar exalado do sujeito;

2. Medicdo da pressdo arterial;

3. Andlise ao ar exalado do voluntario depois de fumar 10 puffs do cigarro electrénico
com nicotina (11mg/g);

4. Anadlise ao ar exalado do voluntdrio depois de fumar 10 puffs do cigarro convencional
com nicotina (8mg/g);

5. Medi¢do da pressao arterial.

A andlise do ar exalado é controlada por um espirdmetro que efectua a medicdo do fluxo
lateral de CO, / O, colectando apenas o ar alveolar. Cada analise ao ar exalado dé origem um

espectro 3D do ar exalado.

4.2 Graficos

Como ja foi referido, a subtracgao do blank é tida em consideragdo pois cria perturbagdo
na leitura e visualizagdo de VOC's resultando numa matriz de linhas verticais, que podem ser
mal interpretadas como maximos. Através de uma imagem do ar da sala é possivel ver a
contribuicdo deste para o espectro final. Na figura 4.1, é possivel observar as linhas de

intensidades acima da linha de base do espectro representada a azul (cerca de 180mV).
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Figura 4.1 - Espectro de background (ar da sala) obtido na interface grafica desenvolvida

4.2.1 Analise do ar exalado ap6s fumar

Na altura da execug¢do do procedimento experimental, pensou-se na subtrac¢do do ar
do individuo saudavel, ou seja, antes de fumar e em estado de jejum. No caso de querer
detectar VOC's inerentes ao individuo, isto ndo é possivel logo é decidido subtrair o espectro
do ar ambiente. No caso de se querer observar todos os VOCs existentes no organismo, ndo se
pode subtrair o ar exalado mas sim o ar da sala; assim é subtraida a matriz do sistema, e
também os VOCs existentes no ar ambiente, que entram pelo nosso sistema respiratério ao
serem inalados. Na figura 4.2 podemos observar um espectro do ar exalado apés fumar um
cigarro convencional, notando que neste existe uma matriz do sistema a contaminar o
espectro; notando também que como a linha de base do espectro é diferente de zero, o
algoritmo de deteccdo de picos ndo consegue calcular os maximos devido as limitagGes de
processamento e memoaria disponivel. Tendo em conta que os espectros sdo compostos por
matrizes de dimensdes 3000 por 1400, a seleccdo de uma area para analisar pode melhorar

bastante o desempenho do algoritmo.
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Figura 4.2 - Espectro de ar exalado apds fumar um cigarro convencional visualizado na interface
grafica desenvolvida

Através da subtracgdo do espectro do ar da sala ao espectro do ar exalado é possivel observar
o espectro resultante na figura 4.3. Ao contrdrio do espectro de ar da sala, este espectro nao
apresenta picos relacionados com o blank, reduzindo a probabilidade do algoritmo de

deteccdo de maximos detectar falsos-positivos.
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Figura 4.3 - Espectro de ar exalado apds fumar um cigarro convencional visualizado na interface 37

grafica desenvolvida
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O tempo de analise de maximos é reduzido se for aplicado um filtro de limiar, de modo a
eliminar valores que ndo contribuem para a area dos picos que representam os VOCs. Assim,
podem ser considerados ruido e a aplicacdo do filtro de limiar torna possivel a sua supressao.

Na figura 4.4 esta representado o espectro resultante com um filtro de limiar de 70mV.
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Figura 4.4 - Subtraccdo do espectro de ar exalado apds fumar um cigarro convencional ao espectro
do ar da sala, visualizado na interface grafica desenvolvida

Para a analise dos maximos deste espectro em concreto calculos foram relativamente
rapidos, cerca de 5 segundos, sem necessidade de aplicar um filtro de limiar. Verifica-se que
sdo detectados todos os maximos que revelam uma darea circular em forma de pico. Estes picos
representam VOCs presentes na composicdo do cigarro convencional. Contudo, a maior
porgdo destes compostos volateis ndo esta identificado, portanto apenas é possivel saber a
quantidade de compostos existentes e a posicdo no espectro. A figura 4.5 representa o
espectro analisado pelo algoritmo com um corte na drea de interesse, com o objectivo de
melhorar a visualizagdo. Todos os espectros relativamente ao diagndstico dos maximos estdo

adaptados de modo a ser visiveis as regiGes de interesse.
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Figura 4.5 - Exemplo da detec¢do de maximos pelo algoritmo utilizado

4.2.2 Analise do ar exalado apds fumar um cigarro electronico e

cigarro convencional

Para a andlise dos compostos existentes do cigarro e cigarro electrénico foi utilizado o

background do ar exalado antes de fumar. Normalmente o espectro do ar exalado de um

individuo sauddvel contém trés VOCs presentes: agua, isopreno e acetona. A posicdo destes

VOCs esta mostrada na figura 4.6.
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Figura 4.6 - Espectro de ar exalado de um individuo saudavel em jejum, visualizado na interface grafica

desenvolvida. Os VOCs presentes sdo: dgua, isopreno, acetona (da esquerda para a direita)
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A subtracdo do espectro de ar do individuo saudavel ao espectro de ar apds fumar um cigarro
electrdnico, da origem a um espectro resultante, onde o isopreno e a acetona ndo aparecem,
excepto se aumentarem de intensidade com o acto de fumar. O cigarro electrénico contém um
cartuxo com nicotina, porém nos resultados obtidos este VOC raramente foi visivel no
espectro (figura 4.7). Esta evidéncia pode estar relacionada com a falta de eficiéncia do cigarro
electrénico na libertacdo da nicotina para o vapor inspirado. Os rectangulos assinalados no

espectro representam dareas de identificacdo dos VOCs existentes na base de dados interna.
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Figura 4.7 - Subtracgdo do espectro de ar exalado apds fumar um cigarro electrdénico ao espectro
do ar exalado antes de fumar, visualizado na interface grafica desenvolvida. Aplicado um filtro de
limiar de 50mV. Areas de presencas dos VOCs (da esquerda para a direita): 4gua, isopreno,
acetona, nicotina

Comparando visualmente (escala maxima igual, de 1.8V) a figura anterior com a figura 4.8, é

possivel observar grandes diferencas na constituicdo dos picos existentes no espectro.
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Figura 4.8 - Subtracc¢do do espectro de ar exalado apds fumar um cigarro convencional ao espectro
do ar exalado antes de fumar, visualizado na interface grafica desenvolvida. Areas de presencas
dos VOCs (da esquerda para a direita): isopreno, acetona, nicotina

Os VOCs detectados nos espectros, identificados na base de dados estdo presentes na figura

4.9.

Detected VOC  Intensity (V) td (ms) trig) Detected VOC  Intensity (V) td (ms) tr(s)
lsoprene 018 824 | 82 Acetone 0.3 8433 | 9072
Acetone 0.38 2466 | 26 Nicotine 0.51 8333 ||10.458
lsoprene 018 8286 | 7.2 Isoprene 0.6 8233 || 8946

Figura 4.9 - Lista de VOCs detectados, presentes na base de dados, a esquerda corresponde ao
espectro resultante da subtrac¢do do espectro de ar exalado apds fumar um cigarro electrénico;
direita corresponde ao espectro resultante da subtracgdo do espectro de ar exalado apds fumar

um cigarro convencional

Embora seja possivel visualizar um pico na drea correspondente a nicotina na figura 4.7, o
algoritmo ndo reconhece os valores com propriedades de um pico. As figuras seguintes
correspondem a detecgdo dos picos em relagdo a subtraccdo do espectro de ar exalado apds
fumar um cigarro electrénico (figura 4.10) e a subtrac¢do do espectro de ar exalado apds
fumar um cigarro convencional (figura 4.11). Na detec¢do de picos observa-se uma linha

vertical com maximos detectados devido a subtracgdo do RIP.
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Figura 4.10 - Deteccdo de picos aplicada a subtracgdo do espectro de ar exalado apds fumar um
cigarro electrénico

Figura 4.11 - Detecgdo de picos aplicada a subtracgdo do espectro de ar exalado apds fumar um

cigarro electrénico

O algoritmo ndo detectou a presencga do pico de dgua pois como foi subtraido o espectro de ar
exalado em estado normal, o pico de dgua ndo existe. No entanto o pico da acetona e de
isopreno aumentaram depois de fumar qualquer um dos cigarros, por isso sdo detectados,
embora com intensidades maximas relativamente baixas. O facto de o isopreno ser detectado
duas vezes na figura 4.10 esta poderd estar relacionado com a subtracgao ter dividido um pico

em dois.

Outro exemplo de diagndstico dos VOCs esta presente nas figuras seguintes.

42



Capitulo 4 — Resultados de teste da interface grdfica
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Figura 4.12 - Subtracgdo do espectro de ar exalado apds fumar um cigarro electrénico ao espectro

—

Figura 4.13 - Detecgdo de picos aplicada a subtracgdo do espectro de ar exalado apds fumar um
cigarro electrénico
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Figura 4.14 - Subtrac¢do do espectro de ar exalado apds fumar um cigarro convencional ao
espectro do ar exalado antes de fumar, visualizado na interface grafica desenvolvida. Aplicado umg3
filtro de limiar de 50mV. Escala maxima de 2.0V
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Na figura 4.15 é possivel a enumeragdo dos maximos detectados, mesmo ndo associando a um
VOC especifico, visto que as bibliotecas sao reduzidas devido a falta de informacao.

Number of Recognized VOCs Detected VOC Intensity (V) td (ms) tr(s)
Unknown 0.16 8366 || 345
15 Unknown 0,22 7933 || 198
Unknown 0.24 7.373 18

W W, 7 A

Total number of Peaks Ui | 022 | 8348 | 302
Unknown 0.36 7.92 16.8

15 Unknown 0.28 9.386 | 142
Acetone 0.23 8.593 94

Nicotine 0.65 894 10.8

Water 1,55 6.973 7.9

Unknown 0.2 10,72 7.1

Unknown 1,91 7.56 7.1

Unknown 0.29 94 1.1

Unknown 0.18 7.513 33

DETECT Isoprene 0.29 8.286 53

Figura 4.15 - Lista correspondente aos VOCs detectados mostrando as posi¢des dos picos
desconhecidos, visualizado na interface grafica desenvolvida.

Figura 4.16- Detecgao de picos aplicada a subtracg¢do do espectro de ar exalado apds fumar um

cigarro convencional
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4.2.3 Analise do ar exalado na deteccdo de VOCs relacionados com a doenga
renal crénica

No espectro seguinte (figura 4.17) existe pico que ndo é comum aparecer nas amostras de ar
exalado. O individuo em questdo tem uma doenca renal crénica. A primeira linha da lista na

figura 4.18 corresponde ao pico incomum.

tris) Scale (mV)
- 1100
85 - E
o - 990
75 - 3 - 880
70 -
- 770
65 -
. - 660
55 - - 550
50 -
- 440
45 -
ol - 330
: |
35 - - 220
0 - .
2 - 110
25 - : (=
¢ -0
20 -
15 - - 50 mV
o F
[
0 650 7.00 7.70 8,40 9,10 9,80 10,50 11,20 11,90 12,60 1330  td(ms)
0,582 0,648 0,713 0778 0,843 0,909 0,974 1,039 1,104 1,169 1235 1/KD (Vsem-?)
RIP

Figura 4.17 - Subtracgdo do espectro de ar exalado ao espectro do ar da sala, num individuo com
doenca renal crdnica; visualizado na interface grafica desenvolvida. Aplicado um filtro de limiar de
50mV. Escala maxima de 1.1V

Mumber of Recognized VOCs Detected VOC  Intensity (V) td {ms)  tris)
[ Unknown 0.09 8806 | 789 ||
12 Micotine 016 5,04 10.2
Acetone 0,36 8573 52
Unknown 0.09 111593 || 7.6
I IEL A Unknown 008 [ 11433 | 7.8
Water 0,96 7.066 7.2
h9 Unlknown 011 2,98 76
Unikniown 0,09 105 66
Unknown 0.08 1054 AT
Acetone 022 8413 74
Unikniown 0.09 9,546 77
Unknown 0.08 1092 15

DETECT

Figura 4.18 - Lista correspondente aos VOCs detectados num individuo com doenga renal
cronica, mostrando as posi¢Ges dos picos desconhecidos, visualizado na interface grafica
desenvolvida.
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Figura 4.19 - Deteccgdo de picos aplicada a subtracgdo do espectro de ar exalado ao espectro do ar da

sala num individuo com doenca renal crénica.

Um dos factos observados é a presenca de nicotina em trés dos espectros relativos a este
tema, sendo dois deles de controlo. Nenhum dos individuos fuma, logo é possivel que o IMS
estivesse contaminado e com necessidade de empregar o programa de limpeza. Apds a
experiéncia com o individuo de doencga renal crdnica, o espectro do individuo de controlo
apareceu também com o pico incomum, apesar de n3o ter doencas renais. E possivel,

novamente, que o IMS estivesse contaminado.
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4.2.4 Deteccao de VOCs num individuo com asma

O espectro de seguida analisado diz respeito ao ar exalado de um individuo com asma,

a tomar medica¢do. O espectro resultante é obtido através da subtrac¢do do ar exalado ao

espectro do ar da sala. Os cinco maximos incomuns detectados presentes na figura 4.21 estdo

destacados a vermelho na figura 4.20.
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Figura 4.20 - Subtracgdo do espectro de ar exalado ao espectro do ar da sala, num individuo com
asma e a tomar medicacgdo; visualizado na interface grafica desenvolvida. Aplicado um filtro de

limiar de 50mV. Escala maxima de 1.1V

Number of Recognized VOCs
9
Total number of Peaks

19

5 —

Detected VOC Intensity (V) td (ms) tr(s)
Water 1,69 6,946 7.2
Acetone 0.3 8.406 94
Isoprene 0.32 8,246 859
Isoprene 0.29 8,253 77
Unknown 0.2 14,813 || 154.9
Unknown 0.45 13.873 || 155.4
Unknown 0.16 14,186 || 431
Unknown 0.15 942 50.7
Unknown 0.28 10,106 | 161

Figura 4.21 - Lista correspondente aos VOCs detectados num individuo com asma e a

tomar medicagdo; mostrando as posi¢des dos picos desconhecidos, visualizado na

interface grafica desenvolvida.
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A analise ao mesmo individuo com asma é feita um més mais tarde, mas com este ausente de

medicacdo e os resultados mostram a existéncia de um pico incomum, nao coincidente com

nenhum dos anteriores. Através do tempo de retencdo do pico desconhecido mostrado pela

figura 4.23 é possivel verificar que ndo coincide com nenhum dos picos detectado

anteriormente neste individuo, mas assemelha-se com um pico existente no paciente com

doenca renal crénica. Outra evidéncia da semelhancga entre os espectros é o facto de também

ser detectada nicotina, mesmo o individuo ndao fumando.Este resultado pode ser indicador de

gue estes VOC'’s aparecem em conjunto como parte do mesmo processo metabdlico.
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Figura 4.22 - Subtraccdo do espectro de ar exalado ao espectro do ar da sala, no mesmo individuo com

asma, sem consumo de medicagdo; visualizado na interface grafica desenvolvida. Aplicado um filtro de

limiar de 50mV. Escala maxima de 1.8V

Number of Recognized VOCs Detected VOC Intensity (V) td (ms) tris)
Acetone 0.65 848 9.1

5 | Nicotine 0.29 894 [ 102 ]
|soprene 0.38 8.306 86
Isoprene 0.39 8.306 74

Total number of Peaks | Unknown 014 8,726 | 759 ||

52

DETECT

Figura 4.23 - Lista correspondente aos VOCs detectados no mesmo individuo com asma, sem consumo de

medicac¢do; mostrando as posi¢des dos picos desconhecidos, visualizado na interface grafica

desenvolvida. 48
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4.2.5 Eficiéncia da interface grafica desenvolvida

Foi desenvolvida uma interface que tem por base uma dindmica simples e de facil de
utilizacdo. A abordagem feita ao utilizador é clara e instrutiva de modo a obter resultados de

uma forma rapida e eficiente.

A visualizacdo dos espectros é feita através de uma escala de cores construida
manualmente. E uma escala que se adapta a escala de valores do espectro, sendo o valor
maximo de intensidade representado a vermelho. Optou-se pelo azul como cor para
intensidades mais baixas, observando que existe um gradiente de azuis tornando menos
evidentes os valores que se aproximam de zero, pois ndao apresentam informacao relevante. A
utilizacdo do branco para valores iguais ou inferiores a zero simplificam o espectro mostrando
apenas os VOCs detectados no espectro. A utilizacdo das outras cores permitem a visualizacao
dos picos existentes, sendo disponibilizada uma ferramenta para mudar a escala de cores,
alterando a percepgdo visual do espectro, sendo nalguns casos favoravel. As escalas
disponibilizadas sdo alteradas dinamicamente, marcando intervalos cada vez mais pequenos a
medida que se aumenta o zoom, de modo a facilmente identificar a posicdo dos picos
visualmente. A ferramenta de alteracdo de escala também se revela util na medida em que se
pode utilizar a mesma escala para visualizar diferentes espectros. Em muitos casos é utilizada a

comparacdo de espectros para a exposicao dos resultados em forma de posters ou artigos.

A deteccdo dos maximos é um processo relativamente rapido, que pode levar cerca de 2 a
5 segundos se for aplicado um filtro de limiar coerente. O ruido existente nos espectros apos a
subtracgao dificulta o processamento matematico, por isso geralmente é aplicado um filtro de
50 miliVolt. No entanto este valor deve ser definido com base na intensidade maxima do
espectro e na intensidade dos picos observados visualmente. No caso de ndo se aplicar
nenhum filtro ndo é possivel garantir que a detecgdo de picos seja bem-sucedida, pois
depende do hardware do computador utilizado e da memdria disponibilizada para a aplicagao.
A interface grafica pode ser considerada uma ferramenta de visualizagdo que permite
evidenciar os picos existentes, logo deve ser utilizada de modo a permitir uma coerente

detec¢do dos maximos.

O diagndstico dos maximos no espectro resultante pode ser considerado eficaz pois
este detecta os principais picos pretendidos, contudo em alguns casos existem picos vestigiais
gue ndo sdo detectados. As definicbes de detec¢do de picos em vigor foram optimizadas para

detectar os maximos correspondentes a VOCs nos mais diversos espectros, portanto ndo sdo
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alteraveis a partir da interface do utilizador e sdo as mesmas para todas as andlises. Existiu a
preocupacdo de nao sobre-ajustar as definicdes da deteccdo de picos, por isso o algoritmo
pode ser considerado uma ferramenta util, mas com algumas falhas. Nalguns espectros
resultantes da-se a deteccdo de mais de um mdaximo no mesmo pico ou de mais picos
detectados do que os existentes. Porém, devido ao reduzido nimero de VOCs existentes na
base de dados ndo ocorreram falsos-positivos. O aparecimento de uma linha de picos na area
de subtrac¢do do RIP em alguns espectros ndo é adequado embora ndo apresente obstrucdo
na detecg¢do dos VOCs pretendidos, e pode ser ocultado na lista de VOCs detectados nao sendo

relevante para os resultados.

A identificacao dos picos pode ser considerada parcialmente empirica pois foi baseada na
experimentacdo do MCC-IMS e em observacdes feitas por outros investigadores. As areas
definidas no enquadramento dos picos também foram definidas com base em resultados

experimentais. No entanto, os resultados positivos demonstram a fiabilidade do método.
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5 Conclusoes e Perspectivas futuras

O desenvolvimento da tecnologia leva a aplicacdo de novos métodos direccionados para a
salde. O facto de o MCC-IMS ter limites de detec¢do na ordem dos ppbv [ng/L] e permitir uma
analise de baixo custo dos compostos organicos volateis existentes no organismo traz novas
perspectivas de diagndstico e controlo de doencas. Os estudos feitos a partir do MCC-IMS
trazem resultados positivos nas mais diversas dreas, nomeadamente na alimentar, ambiental,
saude e seguranca. Dado que a matriz de andlise é menos complexa comparativamente a do
sangue ou urina, existe possibilidade de uma maior evolucdo a curto prazo e obtencdo

resultados viaveis medicamente num futuro préximo.

Ao longo do desenvolvimento desta dissertacdo foi concretizada a aprendizagem pratica
do funcionamento do MCC-IMS (BreathSpec®), para além da presenga em seminarios sobre o

ar exalado e a esta tecnologia.

No geral, os objectivos pretendidos na dissertacdo foram cumpridos. Foi proposta a
subtraccdo de espectros para a obtencdo de um espectro resultante que facilitasse tanto a
leitura visual como os calculos dos picos representantes dos compostos organicos volateis.
Esta subtrac¢do poderia apresentar um problema de desvio entre os espectros, provocando a
camuflagem de alguns picos e exibicdo de outros. Devido ao facto de serem duas amostras
diferentes utilizadas na subtraccdo deliberou-se que a recolha da matriz de background fosse
recolhido no momento imediatamente anterior a andlise do ar exalado ao qual se pretendia
subtrair. Deste modo, pretende-se minimizar o desvio entre espectros que possam induzir em
conclusdes erradas. A subtrac¢dao dos espectros revelou-se um método fidvel ndo ocultando
nenhum dos picos apresentado no espectro original. A aplica¢do do filtro de limiar também se
mostrou util tanto a nivel de apresentag¢do visual do espectro como na rapidez de célculo dos
maximos por parte do algoritmo. Esta ferramenta permitiu acelerar a velocidade de

processamento cinco vezes mais, tornando este processo fiavel em termos praticos.

Os testes realizados com os diversos espectros permitem aferir eficiéncia na detec¢do dos
maximos, independente da posicdo destes. A detec¢do de picos que se sobrepdem
parcialmente pode ser considerada bem-sucedida e pode ser considerado um avanco
relativamente a desconvolug¢do e quantificacdo dos picos como por exemplo isopreno e
acetona. O aumento de intensidade do pico de acetona no espectro de ar exalado pode dar-se

por diversas razbes, particularmente no jejum, apds a pratica de exercicio fisico ou devido a
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existéncia da doenca diabetes. A quantificacdo do pico de acetona prova ser relevante dado
gue em individuos com diabetes este pico revela-se mais intenso que o normal e até mais

intenso que apds desgaste fisico.

Existem varias melhorias a efectuar apropriadas a interface grafica desenvolvida, como a
gravacgao e leitura de ficheiros com as posi¢des dos maximos detectados no espectro, a criagao

de grelha horizontal e vertical no grafico do espectro resultante;

Uma melhoria vidvel diz respeito a comparacado de dois espectros graficamente lado a lado na
interface grafica e assinalar automaticamente se existem picos em comum. Outro
melhoramento exequivel é a possibilidade de assinalar os picos detectados directamente no

espectro a cores e obter informacgdo dos pontos seleccionando-os.

Um objectivo futuro é o desenvolvimento de uma biblioteca que permita a identificacdo dos
compostos organicos voldteis presentes nos espectros de MCC-IMS. A construcdo de uma base
de dados em cloud (on-line) permite a partilha e uniformizagdo da informacgao possibilitando

uma grande evolugdo desta técnica ao nivel do diagndstico de doencas.
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Introduction

Analysis of exhaled breath, especially of Volatile Organic Compounds (VOCs), is of increasing interest in the
medical field. Recently obtained results indicate that the analysis of VOCs in breath gas may become a
promising non-invasive tool for medical diagnosis, therapy success monitoring, as well as to provide
information of risk of exposure to hazardous substances and toxic gases. There is a special interest in the
technology which allows to bring devices at bed side for direct sampling of breath without any loss or
deterioration of the analites providing immediate results. [1,2]

The main goal of this work is not to compare or di the advant or disadvantages of any kind of

cigarettes, but rather to explore the possibility of MCC-IMS technology and to test the developed protocol for Example of an
in-situ and real-time analysis of volatile endogenous metabolites electronic cigarette
Experimental

The breath of a group of smokers was collected and analyzed by lon Mobility Spectrometry coupled with Multi Capillary Column (MCC-IMS).
The study group included 7 people, with ages between 19 and 48 and without any chronic disease. They were fasting and in smoking
restriction two hours previous of the analysis.

Sample collection was done by exhalation through Analysis of breath were performed at three different situations:
a mouth piece with precise spirometer. a- Normal breath; o o

Only end-tidal exhaled air was driven to the BreathSpec® b- After smoking an electronic cigarette with nicotine (11mg/g);
apparatus working with MCC-IMS technology. c- After smoking a conventional cigarette (nicotine: 8mg/g).

Collection of the
alveolar air

VOC'’s in breath

MCC-IMS technology:

atbveoles” sarpling O high sensitivity (low ppb range) due to
lon Mobility Spectrometer (IMS);

1 Compared to other methods of breath
analysis, IMS offers a tenfold higher
detection rate of VOCs;

O Coupling to a multicapillary column
(MCC) as a pre-separation unit, offers the 0 Qualitative information = peak position
advantage of an immediate twofold

separation of VOCs with visualisation in
Capnogram of breathing cycle a 3D-chromatogram.

H’:g: Mixed expiratory’ samgling
* d) Single chromatogram
of (b) with several

i existent VOC's.

60 Phase Phase
o Ll | Petcos
1

40 1

Expiratory Inspiratory
Phase

O Quantitative information= peak intensity

Time

Results

18 - T d The obtained experimental results was consistent for all
i i seven persons at the three experimental condition.

1 For normal breath only the peaks of acetone and water
were observed.

U The presence of nicotine in alveolar exhaled air is
visible after smoking both the conventional and e-
cigarettes (image b and c, represented by marker n°1).

Intensity (V)

O After smoking the conventional cigarette it was
observed 19 additional peaks of VOCs, as it is shown in
image c.

D”"ﬂ%(,,,s)?‘ O It was also possible to obtain a kinetic of VOCs by
o s owo s om m w analysis of collected breath samples every three
Time (min) minutes till 27 minutes after smoking a conventional
Exponential decay of nicotine (peak 1) and cigarette. The results show an exponential decay of
other VOCs after smoking a conventional nicotine.
cigarette

3D IMS Chromatogram of breath after
smoking a conventional cigarette.

Conclusions and Future Work
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OProposed protocol for measurements of endogenous VOCs provide a sensitive and stable
results of human breath analysis;

OThe potentialities of measuring VOC's kinetics in real-time indicate the new perspective in
the future work
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