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ABSTRACT

The odor of human body has facilitated diagnosis for a long time. Sniffing the
body, breath, urine and even feces became one of the useful methods in ancient
medicine. For centuries, the sweet smell of the breath was associated with diabetes,
the fishy smell was associated with liver disease, measles was associated with the
smell of feathers, typhoid with the smell of fresh bread, and tuberculosis with stale
beer. Hippocrates also linked the smell of the human body and disease, claiming
that the smell of a sick person is different from that of a healthy one. He classified
the characteristic odors of the body into sweet, musty, fishy and rotten. The father
of chemical analysis of breath was Antonie Lavoisier, who found that carbon
dioxide is exhaled by guinea pigs. The pioneer of modern breath analysis was Linus
Pauling, who in 1971 presented the results of breath studies using gas
chromatography (GC), showing the presence of over 200 substances. Exhaled air
containing approximately 78% N,, 17% O,, 3% CO, and up to 6% water vapor. The
exact concentrations of individual inorganic gases depend on many factors, mainly
physical exercise, cardiac output, and lung ventilation. A mixture of many volatile
organic compounds is a much smaller group of substances at concentrations 100
ppm. The substances in the breath can come from human metabolism and enter into
the body by inhaled air and food. Volatile organic compounds present in the breath
that can be divided into different chemical classes e.g. saturated hydrocarbons
(ethane, pentane, aldehydes), unsaturated hydrocarbons (isoprene), ketones
(acetone), sulfur-containing compounds (methyl mercaptan, dimethyl sulfide,
dimethyl disulphide, carbon disulphide, carbonyl sulphide) and containing nitrogen
(amines). Endogenous substances in the breath can be used to track physiological
and pathological processes in the body. Chemical analysis of the breath can provide
information regarding biochemical processes in the organism and human health.
Compared to many medical diagnostic methods, it is painless, non-invasive
and safe. Nowadays, the main purpose of breath analysis is to identify volatile
organic compounds that can be used as markers of various diseases. Research
focused on detection of lung cancer based on specific volatile organic compounds
in the exhaled air is carried out in many laboratories. Rapid and non-invasive
methods for early detection of lung cancer and chronic obstructive pulmonary
disease is crucial for early diagnosis. This mini review presents background
of breath, briefly describes main volatiles, their biochemical origin as well
as potential application of exhaled gases analysis.

Keywords: breath analysis, volatile organic compounds, biomarkers, gas
chromatography/mass spectrometry
Stowa kluczowe: analiza wydychanego powietrza, lotne zwiazki organiczne,

biomarkery, chromatografia gazowa/spektrometria mas
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WPROWADZENIE

Juz od starozytnosci zapach wydzielany przez chorych ulatwial stawianie
diagnozy. Wachanie ciata, oddechu, moczu, a nawet kalu stato si¢ jedna z uzytecznych
metod w dawnej medycynie. Chinscy medycy uwazali ze choroba powoduje zmiang
naturalnej rownowagi w organizmie i doprowadza do specyficznego zapachu ciata
ludzkiego oraz jego wydzielin. Przez wieki stodki zapach oddechu byl zwigzany
z cukrzyca, rybi zapach kojarzono z chorobami watroby, odra byla kojarzona
z zapachem ptasich pior, dur brzuszny z wonia §wiezego chleba, a gruzlica ze zlezatym
piwem. Hipokrates rowniez taczyt won ciata ludzkiego i choroby, twierdzac ze zapach
chorego czfowieka jest inny od zapachu zdrowej osoby. Klasyfikowat charakterystyczne
zapachy ciafa jako stodki, stechty, rybi lub zgnity. Ojcem chemicznej analizy oddechu
byl Antonie Lavoisier, ktory stwierdzil, ze dwutlenek wegla jest wydychany przez
$winki morskie. Gaz ten mial powstawa¢ w procesie spalania. W 1857 r. Wilhelm
Petters odkryl obecnos¢ acetonu w moczu u pacjentdéw z cukrzyca. W 1897 r. Nebelthau
oznaczyl w ludzkim oddechu aceton podczas diugotrwalego glodu. Inne zwiazki
odkryte w ludzkim oddechu to m.in. amoniak i etanol. Pionierem nowoczesnej analizy
oddechu byt Linus Pauling, ktéry w 1971 r przedstawil wyniki badan oddechu za
pomoca chromatografii gazowej (GC) wykazujac obecno$¢ ponad 200 substancji.
Odkrycie to zapoczatkowato badania substancji lotnych w oddechu.

1. SKEAD ODDECHU

Powietrze wydychane przez cztowieka zawiera ok. 78% N, 17% O, 3 % CO,
i do 6 % pary wodnej [1]. Doktadne stgzenia poszczegdlnych gazow
nieorganicznych zaleza od wielu czynnikow, gléwnie od wysitku fizycznego,
pojemnos$ci minutowej serca i wentylacji ptuc. Znacznie mniejszg ilo§ciowo grupe
substancji (ok. 100 ppm) stanowi mieszanina wielu lotnych substancji
organicznych. Obecnie wykryto ponad tysiac lotnych zwiazkéw organicznych.
Substancje znajdujace si¢ w oddechu moga pochodzi¢ z metabolizmu
komdrkowego oraz dostawaé si¢ do organizmu wraz z wdychanym powietrzem
oraz pokarmem. W Tab. 1 przedstawiono gléwne substancje obecne
w wydychanym powietrzu.

Tabela 1. Substancje zidentyfikowane w oddechu [2]

Table 1. Compounds identified in breath [2]

Przyblizony

Substancja poziom

stezen

Azot, tlen, dwutlenek wegla, para wodna, argon [%]
Aceton, metan, wodor Zakres ppm
Izopren, heksan, etan, pentan, etanol, tlenki azotu, amoniak, metyloamina, sulfid karbonylu, siarczek Zakres ppb
dimetylu, aldehyd octowy
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2. WEGLOWODORY

Weglowodory alifatyczne znajdujace si¢ w wydychanym powietrzu pochodza
gloéwnie z utleniania kwaséw thuszczowych. W warunkach fizjologicznych istnieje
rébwnowaga pomiedzy tworzeniem oraz neutralizacja wolnych rodnikéw.
Reaktywne formy tlenu (RFT) powstajace w komdrkach moga doprowadza¢ do
utleniania wielonienasyconych kwaséw tluszczowych z wytworzeniem prostych
alkanéw (etan, pentan). Reakcje moga zachodzi¢ w blonach komorkowych lub
mitochondriach, a w rezultacie tworzone alkany sa uwalniane do krwi i trafiaja do
pluc gdzie sa uwalniane do oddechu. Na Rys. 1 przedstawiono powstawanie
produktow metabolizmu kwasow ttuszczowych.
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Rysunek 1. Utlenianie wielonienasyconych kwasow tluszczowych [2]
Figure 1. Oxidation of polyunsaturated fatty acids [2]
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Zatem, gfownym zZréditem etanu i pentanu w oddechu jest metabolizm kwasoéw
thuszczowych omega—3 i omega—6. Podwyzszone stezenia etanu i pentanu moga
by¢ zwiazane z zaburzeniami komérkowymi proceséw oksydacyjno-redukcyjnych.
Przyczyna moga by¢ stres oksydacyjny, zaburzenia metaboliczne, uszkodzeniem
komorek. Podwyzszony poziom obu weglowodoréw koreluje réwniez z innymi
wskaznikami utleniania lipidéw, np. dialdehydem malonowym (MDA). Etan
i pentan sa lipofilne, szybko przenikaja do pgcherzykéw plucnych, co pozwala
wykorzystywac¢ je do monitorowania stresu oksydacyjnego.

Inne weglowodory nasycone, np. C3-Cl1l moga rdwniez powstawaé
w rezultacie procesu peroksydacji lipidéw. Jak dotad nie opisano mechanizmu
biosyntezy rozgalezionych weglowodoréw w organizmie cztowieka. Biosynteza
tych substancji w wyniku utleniania kwaséw tluszczowych jest watpliwa, ze
wzgledu konieczno$¢ zapewnienia substratow - odpowiednich wielonienasyconych
kwaséw tluszczowych o rozgalezionym tanicuchu [3]. Alkany takie jak propan czy
butan mogg zosta¢ wytworzone w wyniku utleniania protein lub pochodzi¢ z flory
jelitowej [4]. Metan obecny w wydychanym powietrzu jest wytacznie rezultatem
metabolizmu bakterii w jelitach.

Jednym z gléwnych lotnych metabolitéw powstajagcych w organizmie
czlowieka jest izopren (2-metylo-1,3-butadien). Substancja ta powstaje jako
fizjologiczny produkt uboczny podczas biosyntezy cholesterolu (Rys. 2). Izopren
jest zawsze obecny w ludzkim oddechu, a jego stgzenia zmienia si¢ nawet przy
najmniejszym wysitku fizycznym oraz zaleznie od wieku i ptci [5].

3. KETONY

Aceton, podobnie jak izopren, to gléwny metabolit w ludzkim oddechu.
Powstawanie acetonu zwiazane jest z metabolizmem glukozy i procesem lipolizy.
Zwigzek ten jest produkowany przez hepatocyty w wyniku dekarboksylacji
acetylooctanu (Rys. 3). Podwyzszony poziom acetonu i ciat ketonowych (gtownie
acetooctanu 1 3-hydroksymaslanu) we krwi i moczu moze pojawiaé sie u osdéb
z cukrzyca oraz podczas glodowki i w trakcie diety niskoweglowodanowej.
Substancje  ketonowe sa  produkowane przez  organizm = wowczas,
gdy do wytworzenia energii zuzywane sg tlhuszcze zamiast glukozy. Z tego powodu
acetylo-CoA nie moze wej$¢ w cykl kwasow trikarboksylowych ze wzgledu na brak
szczawiooctanu, ktéry jest wykorzystywany do syntezy glukozy w szlaku
glikoneogenezy. Ciala ketonowe powstaja takze w wyniku metabolizmu
aminokwaséw [3].
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Rysunek 2.
Figure 2.
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Rysunek 3. Biosynteza acetonu [2]
Figure 3. Biosynthesis of acetone [2]

4. ALKOHOLE

Obecnos¢ alkoholu w oddechu w wiekszosci przypadkéow pochodzi
z produktéw zywnosciowych oraz napojow alkoholowych. Alkohole moga réwniez
pochodzi¢ z metabolizmu weglowodoréw. Zrodtem obecnosci sladowych stezen
metanolu i1 etanolu w wydychanym powietrzu jest flora bakteryjna jelit i jamy
ustnej. Natomiast 2-propanol przypuszczalnie powstaje jako produkt enzymatyczne;j
redukcji acetonu [3].

5. ALDEHYDY

Aldehydy sa wytwarzane czgsto podczas proceséw fizjologicznych. Krotko
lancuchowe aldehydy uwazane za substancje cytotoksyczne. Istnieje kilka zrodet
obecnosci aldehydow w organizmie. Glownym zZrodtem aldehydow jest metabolizm
alkoholi. Aldehyd octowy powstaje podczas metabolizmu etanolu pod wplywem
dehydrogenazy alkoholowej. W identyczny sposob powstaje formaldehyd po
spozyciu alkoholu metylowego. Aldehydy ulegaja utlenieniu przez dehydrogenaze
aldehydowa (ALDH) do kwaséw karboksylowych. Inna droga powstawania
aldehydéw jest metabolizm z udzialem cytochromu P450. Wodoronadtlenki
powstajace z oksydacji lipidow ulegaja stopniowej redukcji jednoelektronowe;j.
W pierwszym etapie powstaje rodnik alkoksylowy, ktéry nastepnie ulega reakcji
z wytworzeniem ketonu lub aldehydu. Cytochrom P450 moze by¢ rowniez
odpowiedzialny za tworzenie aldehydow w procesach metabolizmy substancji
egzogennych w procesach detoksykacji. Aldehydy moga dostawaé si¢ do
organizmu wraz z dymem tytoniowym (formaldehyd, etanal, propanal, butanal,
akroleina, aldehyd krotonowy). Przypuszcza si¢, ze cukry sg gldwnym zroditem
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formaldehydu w dymie papierosowym, natomiast celuloza moze by¢ prekursorem
aldehydu octowego w gléwnym strumieniu dymu papierosowego [4] .

6. LOTNE ZWIAZKI SIARKI

Do tej grupy zwiazkéw mozna zaliczy¢ siarczek dimetylu, disiarczek dimetylu,
merkaptan metylu i etylu. Substancje te sa gléwnie odpowiedzialne za
charakterystyczna won oddechu u oséb z halitoza. Lotne zwiagzki siarki sa
produkowane przez niektore bakterie zasiedlajace jam¢ ustna co prowadzi do
objawow halitozy. Obecnos¢ podwyzszonych stezen siarczku dimetylu, disiarczek
dimetylu, merkaptan metylu i siarczku karbonylu obserwuje si¢ u chorych
z marskoscia watroby. Zwiazki te powstaja w watrobie w wyniku niepetnego
metabolizmu metioniny w szlaku transaminacji [3,6]. Merkaptany tatwo utleniaja
si¢  do odpowiednich siarczkéw. U zdrowych oséb stgzenie zwiazkow
zawierajacych siarke we krwi oraz w powietrzu wydychanym wystepuje na niskim
poziomie, natomiast zaburzenia czynnosci watroby powoduja wzrost ich poziomu
oraz specyficzny zapach.

7. LOTNE ZWIAZKI ORGANICZNE ZAWIERAJACE AZOT

Proste aminy alifatyczne (metyloamina, dimetyloamina i trimetyloamina) sg
odpowiedzialne za  charakterystyczny zapach oddechu u pacjentéw
z niewydolno$cia nerek o réznym stopniu. Substancje te takze mogag by¢
zidentyfikowane w powietrzu wydychanym u o0s6b z chorobami nerek oraz
mocznicg [3].

8. POTENCJALNE WYKORZYSTANIE ANALIZ ODDECHU DO
CELOW MEDYCZNYCH

Wydychane powietrze zawiera lotne produkty metabolizmu pochodzace
z krwi, ktére trafiaja do pluc i sa wydychane z powietrzem. W oddechu obecne sa
roéwniez substancje egzogenne wnikajace do organizmu z otoczenia wraz
z powietrzem i pokarmem. Substancje endogenne w oddechu s3 produktami
proces6w biochemicznych zachodzacych w komorkach. Moga zosta¢ wykorzystane
do $ledzenia proceséw fizjologicznych i patologicznych zachodzacych
W organizmie.

Ze wzgledu na fakt, ze anality wystepuja na $ladowym poziomie stezen ppm-
ppt (part per million, part per trillion 10, 10'9), konieczne jest zastosowanie
odpowiednich technik analitycznych oraz metod przygotowania probek. Obecnie
wiekszo$¢ grup badawczych stosuje przede wszystkim chromatografie gazowa
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sprzezong ze spektrometria mas (GC/MS) [7], ze wzgledu potencjal
identyfikacyjny tej techniki. Jednakze, coraz czesciej wykorzystuje sig
spektrometric mas w polaczeniu z innymi metodami jonizacji, np. z jonizacja
w strumieniu wybranych jonéw (SIFT-MS) [8], spektrometric mas z reakcja
przeniesienia protonu (PTR-MS) [9] oraz réznego rodzaju sensory [10, 11].

Chemiczna analiza oddechu moze dostarczy¢ wielu informacji o procesach
biochemicznych zachodzacych w zywym organizmie i stanie zdrowia czfowieka.
W  poréwnaniu do wielu metod diagnostyki medycznej jest bezbolesna,
nieinwazyjna i bezpieczna. Gldéwnym celem analizy oddechu jest zidentyfikowanie
lotnych zwiazkéw organicznych ktére moga by¢ uzyte jako markery réznych
choréb. Wiekszos¢ prowadzonych badan dotyczy wykrywania choréb ptuc [12].
Proéby wykrywania nowotworéw pluc w oparciu o specyficzne lotne zwiazki
organiczne obecne w powietrzu wydychanym sg prowadzone w wielu osrodkach
[13-16]. Szybkie i nieinwazyjne metody majg szczegolne znaczenie do opracowania
wczesnego, przesiewowego testu do wykrywania nowotwordéw pluc. Probuje sig¢
réwniez wykorzysta¢ badania oddechu do wykrywania przewlektej obturacyjnej
choroby ptuc [17-19] astmy [20, 21], a takze nowotworéw piersi [22]. Przeglad
literatury dotyczacy wykorzystania lotnych zwigzkéow organicznych jako
potencjalnych biomarkeréw nowotwordéw pluc, astmy i przewleklej obturacyjnej
choroby ptuc przedstawiono w pracy Ratiu [23].

UWAGI KONCOWE

Rozwdj wspotczesnych technik analitycznych, opartych gldwnie na spektrometrii
mas i chromatografii gazowej, pozwolil na okreslenie sktadu powietrza wydychanego.
W oddechu zidentyfikowano proste gazy nieorganiczne, ktére pelnia funkcje wazne
funkcje fizjologiczne - tlenek wegla oraz tlenki azotu. Substancje te powstaja
w komorkach ukladu oddechowego, a w latach 60. XX wieku uwazane byly za silnie
toksyczne dla zywych organizméw. Oddzielona gataz badan stanowi kondensat
powietrza wydychanego, w ktéorym zidentyfikowano wiele substancji nielotnych -
leukotrieny, cytokiny, izoprostany, aminokwasy, oligopeptydy, nitrowane aminokwasy,
nadtlenek wodoru, itp. [24].

O ile pobieranie powietrza wydychanego jest fatwe i nieinwazyjne to oznaczanie
analitow w probce oddechu stanowi powazne wyzwanie. Zwiazane jest to
z transportem, przechowywaniem prébek oddechu oraz ekstrakcja lotnych substancji,
wzbogacaniem i analiza instrumentalna. Techniki chromatograficzne pozwalaja na
rozdzielanie poszczegodlnych sktadnikow probki ale jest to proces czasochtonny, ktory
wymaga dodatkowo etapu wzbogacania probki. Rozwdj technik PTR - MS, SIFT - MS
oraz sensoréw pozwala na analizy probek oddechu w czasie rzeczywistym. Zaintereso-
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wanie wykorzystaniem analiz oddechu do celéw medycznych wciaz nie slabnie.
Niestety obecne zastosowanie testow oddechowych w medycynie jest bardzo
ograniczone. Do najcze$ciej wykorzystywanych naleza kapnometria (monitorowanie
CO, w wydychanym powietrzu) stosowana w anestezjologii, analiza tlenkow azotu
w astmie oraz diagnostyka zakazen Helicobacter pylori na podstawie CO,/"*CO,.
Jednakze najczesciej wykonywanym testem oddechowym pozostaje nadal oznaczanie
etanolu w powietrzu wydychanym wsrod kierowcow.
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