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Tl'tulo: DISPOSITIVO DE MEDIDA DE BIOFOTONES POLIVALENTE

@Resumen:

Esta invencion se refiere a un dispositivo de medida
de biofotones polivalente que permite la deteccion
directa y ultrasensible de los biofotones
(principalmente conectados con especies reactivas de
oxigeno producidas a nivel celular) en muestras muy
diversas, mediante imagenes y/o espectros visibles.
La invencién consiste en un dispositivo de medida
compuesto por dos camaras CCD en paralelo, un
espectrografo conectado a una de las camaras y dos
objetivos de gran apertura, en una sala aislada de la
luz exterior, y con enfriamiento de las camaras para
aumentar la sensibilidad de deteccion. El ordenador
para el control, adquisicién y tratamiento de datos es
preferible ubicarlo en una sala anexa. Para el
tratamiento de datos y presentacion de resultados se
han disefiado algoritmos ad hoc.

El dispositivo proporciona informacion inherente a la
vitalidad del objeto medido y tiene aplicacion directa a
humanos, animales, vegetales, microorganismos y
fluidos/muestras biolégicas.
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DESCRIPCION

DISPOSITIVO DE MEDIDA DE BIOFOTONES POLIVALENTE

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion pertenece al campo técnico del disefio instrumental de un
dispositivo de medida de biofotones (UPE, del inglés “ultraweak photon emission”)
principalmente relacionados con especies reactivas de oxigeno producidas a nivel
celular. El dispositivo combina la adquisicion simultanea de la imagen y el espectro del
objeto medido. Mas especificamente, combina la espectroscopia y la imagen, y
permite el analisis no invasivo de fluidos, tejidos, microoganismos, animales, plantas y
humanos (focalizando una parte o el cuerpo entero), hecho que amplia enormemente
su campo de aplicacion en las areas de alimentacién, salud y defensa y seguridad,

entre otras posibles.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Actualmente, el estudio de la emision biofotdnica es un campo muy desconocido en
cuanto a aplicaciones porque necesita de desarrollos tecnologicos y metodologias
simples, robustas y versatiles que permitan su aplicacién y comercializacion a

empresas/instituciones de sectores muy diversos.

Teniendo en cuenta una revision bibliografica reciente en la que se analizan los
aspectos analiticos, resultados y progreso alcanzando en los estudios de emision
biofoténica en humanos [1], es remarcable que se han empleado hasta ahora dos
disefios instrumentales distintos. Por un lado, se han utilizado sistemas basados en el
uso de fotomultiplicadores (PMTs) como sistema de deteccidén, que ha sido la
tecnologia mas expandida debido a su alta sensibilidad, detectando una minima
emision de luz. Por otro lado, se han usado los sistemas de deteccion basados en
camaras con dispositivos de acoplamiento de carga (CCD), que se han empleado muy
escasamente para la visualizacién bidimensional de la UPE espontanea de diferentes
partes del cuerpo humano. Con ambos sistemas de deteccion, se utilizaron
habitaciones oscuras, ya que esta es una emision visible extremadamente débil en
comparacion con la luz externa. De hecho, muchos autores emplearon salas oscuras

pintadas de negro para evitar la luminiscencia dentro del area de medicion.
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Uno de los primeros disefos instrumentales desarrollados, prototipo de 1954, consistié
en un PMT EMI 6260 colocado dentro de una habitaciéon oscura para medir la emision
biofoténica de diferentes semillas (como alubias y lentejas), pero no de humanos. Los
autores ya enfriaron el PMT para reducir el fondo termoeléctrico y realizaron los
experimentos en la oscuridad para evitar la luminiscencia. Con este ensamblaje, los
autores pudieron detectar la luz emitida por las semillas en el intervalo entre 450 y 600
nm, ademas las sefales se incrementaron al agregar una solucién de perdxido de

hidroégeno a las pulpas [2].

No fue hasta 1989 cuando Edwards y colaboradores montaron uno de los primeros
prototipos para medir la emisidon espontanea en humanos. Emplearon un By-Alkali
9814QB PMT dentro de una habitacién oscura con el techo, el suelo y los bancos
cubiertos con pintura negra acrilica mate. Se midié con éxito la emision biofotdnica del
abdomen, la parte baja de la espalda, el pecho, la frente y las manos de dos individuos.
Para evitar la luminiscencia retardada (producida después de excitacion con luz
externa), los sujetos se protegieron de la luz ambiental durante una hora. Los autores
concluyeron que la intensidad de emision biofotonica era diferente dependiendo del
individuo, obteniendo grandes diferencias cuando se midieron sus frentes (23.47 +
0.12y 7.71 £ 0.15 cuentas por segundo (cps) para cada individuo). Ademas, en este
caso también emplearon cuatro filtros de paso de banda para medir la emision
biofotonica a cuatro longitudes de onda, observando que la emision fue mayor en la

region roja (600 nm) para ambos sujetos [3].

La mayoria de los disefios posteriores se han basado en el prototipo de Edward,
considerando las limitaciones instrumentales que medir biofotones supone debido a
sus senales extremadamente débiles requiriendo el empleo de procedimientos de
proteccion de luz externa y medidas en habitaciones oscuras. El prototipo propuesto
por Kim et al. en 2002 mostré un avance al introducir una camara oscura dentro de la
habitacion oscura para medir un dedo con un PMT H6180-01. A pesar de requerir la
habitacion oscura, el uso de camaras oscuras mas pequenas y faciles de montar, abre

una oportunidad para hacer medidas de biofotones mas operativas [4].

El disefio instrumental propuesto por Yang et al. en 2015 consiste en una camara
oscura donde la emision biofoténica de ambas manos se midié simultdneamente con

dos PMT modelo 9235QA en un intervalo de 290 a 630 nm. Con este prototipo, los
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autores midieron la emisién de dos grupos de individuos: sanos y diagnosticados con
resfriado, encontrando diferencias significativas con respecto a los dedos cuya senal

se relaciono por pares [9].

Sin embargo, durante los Ultimos afos las medidas de intensidad se han
complementado con imagenes de la emisién biofotdnica de distintas partes del cuerpo
humano. Para ello, dos disefos diferentes, de 2009 y 2016, respectivamente,
emplearon camaras CCD para medir la emision biofoténica espontanea de distintas
partes del cuerpo humano. Esta tecnologia la utilizé por primera vez Kobayashi et al.
a mediados de la década de 2000. Los autores utilizaron una camara CCD (modelo Sl
600) para registrar la emision espontanea de UPE de un sujeto durante el dia. Al
permitir que las camaras CCD obtengan informacion bidimensional, los autores
pudieron mostrar imagenes de emision biofotdnica del individuo a lo largo del dia y
pudieron demostrar nuevamente la periodicidad diurna de esta emision [6]. En 2016,
Kobayashi et al. emplearon la misma camara CCD dentro de una camara oscura para

medir, por primera vez, el espectro de un dedo [7].

Mas recientemente se ha probado una camara CCD con multiplicacion electronica
(EMCCD) para medir la emision de la mano de un sujeto [8]. Este disefio instrumental
se basé en una camara iXon Ultra 888 EMCCD vy un filtro de cristal liquido sintonizable
TEC-M55 mm. Se comprobaron dos modos de trabajo diferentes: imagen y distribucion
espectral. Como la relacion sefal-ruido fue muy pobre en el modo de imagen, se utilizé
el modo de agrupamiento vertical completo (FVB) para registrar la emision biofoténica
de la mano de un sujeto, confirmando el posible uso de esta tecnologia para obtener
distribuciones espectrales segun las longitudes de onda registradas [8]. También se
ha revisado el potencial de la emisién de biofotones para medir estados internos [9],
observando que aumentan los biofotones emitidos en estados emocionales como la
ira [10].

También se han localizado tres invenciones previas que protegen sistemas de
detectores de Biofotones (CN203688443U, EP2728324A1 y EP0430150A2), pero

todas difieren en la tecnologia empleada con la presente solicitud de patente.

Asi, el modelo de utilidad “Biological ultraweak photon radiation spectroscopic detector”

(CN203688443U) tiene por objeto la medicion de UPE en muestras bioldgicas con

4
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caracter general. En cuanto a la construccion del instrumento, difiere en que emplean
una fuente de luz (LED) como emisora de radiacion, no emplean camaras CCD para
obtener resultados, usan un plato giratorio de filtro 6ptico y un médulo de conduccion
LED. En la presente invencion, la fuente de luz es la propia muestra (los sujetos de
estudio), que se recoge después de un proceso previo en que se elimina su

luminiscencia retardada, que podria interferir.

La patente “Multi-spectral imaging method for ultraweak photon emission and system
thereof” (EP2728324A1) constituye una matriz lineal de detectores de fotén uUnico de
todas las longitudes de onda de respuesta, combinada con tecnologia de division de
luz. El sistema de imagenes bidimensionales multiespectrales de luz ultra débil realiza
una modulaciéon 6éptica de alta resolucion mediante la adopcién de la teoria de
detecciéon de compresion (CS), la tecnologia de procesamiento de luz digital (DLP) y
el uso de un detector de fotdén unico de matriz lineal como elemento de deteccion. El
sistema de imagenes bidimensionales multiespectrales de luz ultra débil comprende
un filtro de luz, una primera lente, un sistema de control DMD, una segunda lente, un
espectrofotdmetro, un detector de fotdn unico de matriz lineal que consta de una
pluralidad de fotones unicos detectables con diferentes longitudes de onda de
respuesta y una unidad central de procesamiento. La sensibilidad del sistema puede

alcanzar el nivel de un solo foton.

Por ultimo, la patente “Method for testing quality and quality changes of biological
systems and organochemical compositions interacting with these systems using
measurements of ultraweak photon emission” (EP0430150A2) tiene por objeto medir
la UPE en sistemas bioldgicos relacionados con la industria alimentaria para
determinar su calidad y los cambios en la calidad durante todo el periodo de

almacenamiento.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion resuelve los problemas actuales en cuanto a necesidades de
mejora del estado de la técnica y a sus aplicaciones ya que, hasta ahora, no se han
desarrollado dispositivos instrumentales versatiles en cuanto al objeto de medida y la
sefial medida (imagen y espectro) ni han sido aplicables a campos tan diversos como

la alimentacion, salud, defensa y seguridad, entre otros posibles.
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El presente dispositivo es util para la medida de biofotones en fluidos y muestras
biolégicas, microorganismos, animales, plantas o humanos considerando importante
que el disefio del médulo de medicion es versatil, simple, de apariencia inofensiva y

comodo.

Este dispositivo de medida comprende los componentes siguientes: un dispositivo de
medida versatil ubicado en una sala con control de temperatura, dentro de la cual hay
una caja o habitaculo oscuro hermético a la luz donde se coloca el sistema de medida
de sobremesa, el cual estd compuesto por dos camaras de grado astronémico con
dispositivo de acoplamiento de carga (CCD) y capacidad de refrigeracion de hasta -
100 °C. Una de ellas esta conectada a un espectrografo, y éste a un objetivo de gran
apertura, para registrar espectros. De modo paralelo, la otra camara esta conectada
directamente a otro objetivo de gran apertura para registrar imagenes al mismo tiempo

que la primera camara.

En la sala de medida también hay elementos necesarios para la deteccion
ultrasensible del dispositivo, como son un sistema refrigerador para garantizar la

temperatura éptima de las camaras CCD.

En una sala anexa se ubica el ordenador para el control del dispositivo (el controlador

de las camaras y del espectrografo) y la adquisicion de imagenes y espectros.

Para el tratamiento de los datos de imagen se han desarrollado algoritmos ad hoc que
incluyen el disefio de una mascara (para extraer sélo la region de interés de cada
imagen, ROI), el filtrado y limpieza de la ROI, y la extraccién de la informacion de cada

imagen.

Para el tratamiento de los datos espectrales se han desarrollado algoritmos ad hoc
para extraer la informacion atil. Estos algoritmos aplican un pretratamiento de datos
(correccién de linea base, normalizacion, suavizado, etc.) a los perfiles espectrales

medidos.

En el caso de medidas de humanos, también tratan otra informacién (frecuencia
cardiaca, conductancia dérmica, etc.) para, de forma simple y rapida, proporcionar una

discriminacion fiable, basada en herramientas de analisis estadistico multivariante, de

6
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los perfiles espectrales y correlacionar los cambios de los perfiles espectrales con otras

variables medidas.

En resumen, las ventajas principales son las siguientes:
- El empleo de camaras CCD de grado astrondmico, permite aumentar la
sensibilidad de deteccion dado que se requieren tiempos de registro

relativamente elevados (aproximadamente entre 10 y 30 min).

- A diferencia de la inmensa mayoria de sistemas disefados hasta la fecha, el
dispositivo propuesto también posibilita medir simultdneamente la imagen y los

espectros de emision biofoténica.

- El disefio de algoritmos ad hoc permite tratar los datos obtenidos (imagen +
espectro) y conseguir informacion relevante de la porcion de imagen

seleccionada o del espectro considerado.

- Este dispositivo puede aplicarse para el analisis no invasivo de fluidos y
muestras bioldgicas, microoganismos, animales, plantas y humanos (una parte

o el cuerpo entero,) hechos que amplian enormemente su campo de aplicacion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Para complementar la descripcidn que se esta realizando y con objeto de ayudar a una
mejor comprension de las caracteristicas de la invencion, se acompafa de las figuras

en donde, con caracter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo siguiente:

Figura 1: dispositivo de medida que consta de las siguientes partes: un espectrografo
UPE de alto rendimiento (1.1); dos cdmaras CCD de grado astronémico (1.2 y 1.3);
objetivos de gran apertura (1.4 y 1.5); ordenador para el control del dispositivo y la

adquisicion de imagenes y espectros (1.6); y un sistema refrigerador (1.7).

Figura 2: montaje experimental del dispositivo en un habitdculo oscuro, con las
siguientes partes: un espectrografo UPE de alto rendimiento (1.1); dos camaras CCD

de grado astronémico (1.2 y 1.3); y objetivo de gran apertura (1.4).

Figura 3: esquema de los elementos que conforman el triple sistema refrigerador

7
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experimental montado en los dos circuitos entre las camaras CCD. El circuito consta
de: dos camaras CCD de grado astrondémico (1.2 y 1.3); dispositivo termoeléctrico
Peltier (1.8) con ventilador (abajo) y bomba de agua extra (arriba); bafo-bomba de
agua hermetizable con polimeros congelados (1.9); y un bafio de agua abierto con

polimeros congelados que se pueden reemplazar rapidamente (1.10).

Figura 4: elementos que conforman el triple sistema refrigerador experimental montado
en los dos circuitos entre las camaras CCD. El circuito de refrigeraciéon propiamente
dicho (1.7) consta de: un dispositivo termoeléctrico Peltier (1.8) con ventilador en la
parte superior; bafio-bomba de agua hermetizable con polimeros congelados (1.9); y
un bano de agua abierto con polimeros congelados que se pueden reemplazar

rapidamente (1.10).

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

Una realizacién preferente de la presente invenciéon, de acuerdo a las Figuras 1-4,
comprende un dispositivo de medida polivalente y altamente versatil que permite medir
desde personas hasta animales, plantas, microorganismos, o fluidos y muestras

biolégicas.

El dispositivo de medida de biofotones consiste en una combinacion de elementos que,
acoplados, registran la UPE del objeto a medir y permiten obtener simultaneamente su
imagen y su espectro de emision en la region visible. Para ello se precisa de:

(i un espectrografo UPE de alto rendimiento (1.1) que esta aislado
completamente de la luz exterior y que registra la sefial mediante una
lente;

(i) dos camaras de grado astronémico con dispositivo de acoplamiento de
carga (CCD) (1.2 y 1.3) y capacidad de refrigeracién de hasta -100 °C.
Una de ellas (1.2) esta conectada al espectrografo (1.1), y éste a un
objetivo de gran apertura para captar espectros (1.4). De modo paralelo,
la otra camara (1.3) esta conectada directamente a otro objetivo de gran
apertura (1.5) para captar imagenes al mismo tiempo que se capturan
los espectros.

(iii) Un ordenador para el control del dispositivo y la adquisicion de
imagenes y espectros (1.6);

(iv) y elementos necesarios para una deteccién ultrasensible del dispositivo,

8
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como son el sistema refrigerador (1.7) para controlar una baja
temperatura de las camaras CCD (Figuras 3 y 4), el controlador de la
camara y su procesador, y el controlador del espectrografo. El sistema
de refrigeracion funciona enfriando agua mediante dos circuitos
intercalados en serie con las camaras. Uno de los circuitos recircula el
agua a través de un dispositivo termoeléctrico Peltier (1.8) y un bano-
bomba de agua hermetizable con polimeros congelados (1.9), y el otro
circuito usa una bomba para recircular el agua a través de un
intercambiador de calor sumergido en un bafio de agua abierto con
polimeros congelados que se pueden reemplazar rapidamente (1.10).
Las dos bombas de agua independientes aseguran un flujo de agua en
serie y adecuado, desde los sistemas de refrigeracion hasta las
camaras CCD vy viceversa, llevando a cabo ciclos repetidos para
mantener las camaras a la temperatura proxima a -100 °C, donde se

produce un minimo ruido térmico.

Todo el dispositivo se encuentra aislado de la luz mediante un habitaculo oscuro rigido,
construido en madera, con capacidad para albergar tanto el sistema completo en

condiciones de oscuridad, como al objeto a medir delante de los dos objetivos.

El objeto a medir se dispone en una zona que actua como muestreador de objetos o
incluso sujetos. Para el caso de sujetos se ha considerado una silla/sillon para la
comodidad de la persona durante la medicion. En la parte trasera del asiento es posible
colocar un reflector parabdlico que se puede usar, dependiendo del sujeto, para evitar
la pérdida de biofotones, lo que conduce a recoger una sefial con mejor relacion

sefnal/ruido.

APLICACION INDUSTRIAL

Esta invencion es susceptible de aplicacion industrial en ambitos muy diversos como
sanidad (medida de enfermedades en humanos de forma no invasiva), alimentacion
(diferenciacion entre alimentos bioldégicos y no biolégicos o su estado de
conservacion), laboratorios (control y seguimiento de microorganismos y
fluidos/muestras biologicas), centros de seguridad y defensa (seguimiento de
emociones falsas durante testimonios, datacion de la muerte mediante el seguimiento

de fluidos o muestras bioldgicas, etc.), entre otras posibles.
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REIVINDICACIONES

Dispositivo de medida de biofotones polivalente caracterizado porque permite la
deteccién ultrasensible de biofotones y registra imagenes al mismo tiempo que
espectros visibles, proporcionando informacion inherente a la vitalidad del objeto
medido (principalmente relacionado con especies reactivas de oxigeno producidas
a nivel celular) y con aplicacién directa a seres humanos, animales o vegetales
hasta microorganismos, fluidos y muestras bioldgicas, que comprende:

a. Un espectrografo UPE de alto rendimiento.

b. Dos camaras de grado astrondmico, en paralelo, con dispositivo de
acoplamiento de carga (CCD) y capacidad de refrigeracién de hasta -100
°C.

c. Dos objetivos de gran apertura.

d. Un sistema de refrigeracién multicomponente.

e. Un ordenador para el control, adquisicién y tratamiento de datos, situado

preferiblemente en una habitacion anexa.

Dispositivo de medida de biofotones polivalente segun la reivindicacion 1,
caracterizado por disponer de algoritmos disefiados ad hoc para el tratamiento de

datos y presentacion de los resultados (imagenes y/o espectros visibles).

Dispositivo de medida de biofotones polivalente segun la reivindicacion 1,
caracterizado por integrar en los algoritmos pretratamiento de datos (correccion
de rayos cosmicos, correccion de linea base, normalizacion, suavizado, etc.)
dependiendo de que se traten imagenes o espectros con el fin de proporcionar

resultados fiables basados en herramientas de analisis estadistico multivariante.

Dispositivo de medida de biofotones polivalente segun la reivindicacion 1,
caracterizado por poder emplearse/disefiarse completo o sélo con la parte de
imagen de Biofotones que comprende:
a. Una camara de grado astrondmico con dispositivo de acoplamiento de
carga (CCD) y capacidad de refrigeracion de hasta -100 °C.
b. Un objetivo de gran apertura.
Un sistema de refrigeracion multicomponente.
d. Un ordenador para el control, adquisicion y tratamiento de datos, situado

preferiblemente en una habitacion anexa.
11
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FIG. 1

1.4

FIG. 2
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(para fotografia)

(para espectroscopia)

FIG. 3

FIG. 4
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