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l. INTRODUCCION.






[ Introduccion.

1.1. OBJETO DEL TRABAJO.

Uno de los objetivos principales de la Quimica Analitica actual, se centra en la
resolucion de problemas analiticos derivados de exigencias econémicas y sociates. Todo
ello supone obtener una informacién quimica de calidad, fiable y completa acerca de
un sistema de interés, utilizando para ello, todos los medios materiales y humanos

disponibles.

En la actualidad, una de las areas prioritarias de investigacion dentro de la
Quimica Analitica se dirige al desarrollo de (bio)sensores capaces de monitorizar, de
forma continua, “in situ” y/o “in vivo”, la concentracion de diversos analitos de
interés, a nivel industrial, clinico, medioambiental, etc. En este sentido, el empleo de la
fibra optica con sus peculiares caracteristicas (posibilidad de medidas “in situ”, a
largas distancias o en ambientes peligrosos, posibilidad de miniaturizacion, etc...)
junto con elementos que aportan una elevada selectividad quimica, como es el caso de
las biomoléculas, ha abierto un nuevo campo de investigacion con un futuro muy

prometedor.

El objetivo fundamental de la presente Tesis Doctoral ha sido el desarrollo,
caracterizacion analitica y posterior aplicacién de nuevos (bio)sensores quimicos de
fibra dptica, basados en el empleo de complejos metiélicos luminiscentes de Ru(Il) para
la determinacion de distintos analitos: CO,, O, colesterol y colina/fosfatidilcolina.
Estas especies presentan un gran interés en diversas dreas de la Quimica como la

Quimica medioambiental, clinica, alimentaria y control de procesos industriales, entre

otras.

La obtencidn de estos dispositivos requiere, sin embargo, la colaboracién de
expertos en distintas areas de la Quimica: Quimica Analitica, Quimica Organica,
Quimica Inorgdnica y Quimica Fisica, entre otras, que aportan sus conocimientos para
resolver los problemas que surgen en las distintas etapas del desarrollo de un
(bio)sensor. Por todo ello, el trabajo presentado en esta Memoria tiene un caracter
multidisciplinar y ha sido el resultado de la colaboracion, durante los ultimos afios, de

grupos de investigacion pertenecientes a distintas ramas de la Quimica.

Los distintos aspectos tratados en el desarrollo de la presente Memoria pueden

resumirse en los puntos indicados a continuacion:
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1. Obtencion de las fases sensibles mas adecuadas para cada analito. Incluye
en primer lugar, la seleccion del indicador y/o biomolécula mas apropiados; a
continuacion, la eleccién del soporte y/o membrana (en su caso) compatibles con el

mismo, y por ultimo la optimizacién del proceso de inmovilizacién.

2. Caracterizacion analitica de los sistemas desarrollados. Comprende los
estudios sobre el comportamiento del reactivo inmovilizado, la reversibilidad del
sistema, la optimizacién de todas aquellas variables experimentales que afectan a la

respuesta del dispositivo y la evaluacién de su potencial analitico.

3. Por ultimo, la aplicacion de los (bio)sensores, desarrollados y caracterizados
en las etapas anteriores, a la cuantificacion de los distintos analitos en muestras
gaseosas, aguas minerales, procesos de fermentacion aerobia y de depuracién de aguas

residuales o muestras bioldgicas.
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1.2. DEFINICION DE (BIO)SENSOR. CLASIFICACION.

Durante la ultima década se han producido notables avances en lo que respecta
a las tecnologias que soportan el desarrollo de nuevos procedimientos de anilisis. En
este sentido, la capacidad catalitica y de reconocimiento de los sistemas bioldgicos y
quimicos acoplada con transductores de tipo electroquimico u dptico ha dado lugar al

desarrollo de una nueva rama de la Quimica Analitica: los (BIO)SENSORES.

Esta nueva tecnologia atraviesa las fronteras de las disciplinas tradicionales y
probablemente ejercera una profunda influencia sobre la forma en la que los

procedimientos analiticos se lleven a cabo en el futuro,

Definir el término (bio)sensor no es una tarea facil y, por otra parte, no existe
actualmente una definicion aceptada por toda la comunidad cientifica para este
concepto por lo que en muchas ocasiones, este término se utiliza de forma

inadecuada.

Valcarcel y col. (Valcdrcel et al, 1993; Valcarcel et al, 1994) proponen dos
definiciones complementarias de (bio)sensor de acuerdo a su forma de operacion y/o

su estructura.

Asi, en una primera acepcion, se puede definir un (bio)sensor como un
dispositivo analitico (no un instrumento ni un aparato) que responde de forma
directa, reversible, continua, rdpida, exacta, en tiempo real, e “in situ” a los cambios

en la concentracién (actividad) de especies quimicas o bioldgicas (véase Figura 1).

En segundo lugar, basdndose en su estructura, se puede definir un (bio)sensor

como un dispositivo analitico que consta basicamente de dos partes:

a) Una “fase sensible” (elemento de reconocimiento) capaz de interaccionar
selectivamente con la especie de interés, con el resultado de un cambio fisico o
quimico del sistema cuya intensidad estara relacionada con la concentracion de la

especie a analizar.

b) Un “transductor” de tipo Optico, eléctrico, térmico, masico, acustico o
magneético, el cual transforma la interaccion (bio)quimica en una sefial analitica

susceptible de ser medida.
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INSTRUMENTO
— — — —p] INFORMACION
FIABLE ANALITICA

SENSOR

Fo=====1

Muestra | EXACTA I
Compleja _'_'_.‘] TIEMPO REAL |
Vv sio :
DIRECTA
_ | REVERSIBLE
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FIGURA 1. Caracteristicas del (bio)sensor ideal (Valcdrcel et al., 1994).

Las dos definiciones indicadas anteriormente pueden servir de base para
establecer las caracteristicas técnicas y operativas de un (bio)sensor ideal. Sin
embargo, el término (bio)sensor se aplica en la préctica a dispositivos que no cumplen
todos los requisitos mencionados anteriormente, aungue si comparten ciertas

caracteristicas comunes:
+ Setrata de dispositivos, mds que de instrumentos.
» Son de pequefio tamafio e incluso pueden llegar a ser portatiles.
» Integran la separacién y/o reaccion (bio)quimica, con la deteccién.

e Se encuentran en contacto directo con la muestra.

Asi, algunos dispositivos que no operan de forma completamente reversible o
continua son considerados como (bio)sensores. De igual forma, muchos de los
(bio)sensores descritos en la bibliografia carecen de la sensibilidad, selectividad y
ara asegurar-buenos resultados; por-lo que, en este caso, la

LI W |

respuesta en tiempo real y/o “in situ” carece de valor. Por ello, las dos definiciones de

=

(bio)sensor citadas anteriormente han de ser consideradas en términos ideales.

E! gran numero y variedad de (bio)sensores desarroilados hasta la fecha, hace

necesario establecer clasificaciones de acuerdo a diferentes criterios que en muchos
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casos son complementarios y flexibles. En nuestro caso, nos limitaremos a describir los

(bio)sensores quimicos.

Valcarcel y col. (Valcdrcel et al, 1994) clasifican los (bio)sensores quimicos
segun el parametro de medida (quimico o bioquimico); la existencia o no de un
proceso (bio)quimico (activo o pasivo); la inclusién o no de un proceso de
separacion adicional; el tipo de transductor empleado (optico, eléctrico, térmico,
masico u otros); la relacién entre la “Fase sensible” y el transductor (conectado o
integrado); el tipo de interaccion con el analito (reversible, irreversible, desechable,
regenerable); su forma externa o configuracién (planar, sonda o células de flujo); el
modo de operacion (discontinuo o continuo): y finalmente, segiin el numero de
especies detectadas (uniparametrico o multiparamétrico; individual o integrado),

(véase Figura 2).

Una primera clasificacion general de los (bio)sensores quimicos puede hacerse
atendiendo a la naturaleza quimica o bioquimica del analito (y ocasionalmente de la
muestra). Esto estaria en aparente contradiccién con otra clasificacién basada en la
naturaleza del elemento de reconocimiento. Asi, un sensor que emplea una enzima
inmovilizada para determinar un analito de interés bioldgico (e.g. glucosa) puede ser
considerado un biosensor. Por otra parte, si se utiliza un ligando cromogénico para
determinar un ién metélico hablariamos de sensor quimico. Sin embargo, se puede
utilizar el término sensor quimico o biosensor indistintamente para referirnos a aquél
dispositivo que incorpora materiales bioldgicos para analizar un sustrato quimico (o

un inhibidor en una muestra biolégica).

Los (bio)sensores quimicos pueden ser activos o pasivos dependiendo de si
incorporan o no una “fase sensible” donde tiene lugar la reaccién (bio)quimica de
reconocimiento. Hay que mencionar que los sensores pasivos no cumplen en principio
los requisitos incluidos en la definicion de (bio)sensor en cuanto a su estructura
(existencia de una “fase sensible”) puesto que simplemente se trata de una medida
directa de una propiedad fisico-quimica del analito; sin embargo, son los mas féciles de
realizar, operan de forma similar a los sensores activos y tienen la ventaja afadida de
una completa reversibilidad, por lo que son los mas utilizados en la mayoria de las

aplicaciones industriales.
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FIGURA 2. Clasificacion, basada en distintos criterios de los (bio)sensores quimicos.
{ Valcareel ef al., 1994).
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Algunos (bio)sensores incluyen un proceso de separacion previo a la reaccién
(bio}quimica y la deteccion. Habitualmente, se trata de un proceso de adsorcidén y
deteccion simultdnea o, alternativamente, procesos de difusion de gases, dialisis o

extraccion liquido-liquido en presencia o ausencia de una reaccién (bio)quimica.

Una de las clasificaciones de (bio)sensores mas intuitivas es la que se hace de
acuerdo al tipo de transductor empleado para detectar los cambios fisico-quimicos
que tienen lugar en presencia del analito. La Figura 3 muestra los tipos principales de

sistemas de transduccidn empleados en la construccion de (bio)sensores.

ELEMENTO DE RECONOCIMIENTO SISTEMA TRANSDUCTOR
Gptico
Superficie de vidrio Absorbancia
Alambre metilico Reflectancia | WY NIRIR Refractometria

Pasta de carboro Luminiscencia Intensidad Turbidimetria

(modificada) Tiempos de vida
Portador de iones Polarimetria Elipsometria
Especies redox Espectroscopia Raman Espectroscopia
Ligandos (BIO)SENSOR Resonan_cia de plasmones Fotoacustica
Indicadores de pH superficiales
Eléctrico Misico/Mecinico
- Conductimetria Cristales piezoeléctricos

Enzimas Potenciometria Otras vibraciones

Co-enzimas Amperometria

Antigenos ISFETs Térmico

Anticuerpos Impedimetria l Termistor calorimétrico

Acideos nucléicos Magnético ACUstE

Membranas -

Teiidos Intensidad de campo lResonancia acustica de superficie |

Cé{ulas Magnetizacion

Flujo

FIGURA 3. Elementos de un (bio)sensor (Valcdrcel et al., 1994).

Otra clasificacidn de los (bio)sensores establece dos categorias en funcion de la
forma de acoplamiento del elemento de reconocimiento y el transductor. Estos dos
elementos esenciales pueden estar conectados dpticamente (e.g. mediante el empleo
de una fibra optica) o eléctricamente; o bien el transductor (detector) y la “fase

sensible” pueden estar integrados en un tnico elemento.

En funcion del tipo de interaccion con el analito, los (bio)sensores se pueden

clasificar en:
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- reversibles, cuando la fase reactiva no se consume durante su interaccion con
el analito. Este tipo de (bio)sensores responden tanto a altas como a bajas

concentraciones de analito y proporcionan una respuesta nula en ausencia del mismo;

- irreversibles, cuando existe consumo de la fase reactiva. A su vez, se pueden
subdividir en regenerables y no regenerables. Los primeros son aquéllos que dan
lugar a una respuesta similar a la de un sensor reversible, pero con la diferencia de
que no operan de forma continua, ya que requieren una etapa de regeneracion para
poder ser utilizados de nuevo. En el caso de los (bio)sensores irreversibles no
regenerables, también denominados “sondas” por algunos autores (Wolfbeis, 1990)
para diferenciarlos de los auténticos sensores, solo responden a incrementos en la
concentracion del analito saturdndose con facilidad, por lo que se suelen emplear para

uha unica medida.

De acuerdo a la apariencia externa o configuracién del (bio)sensor y a la
forma como la fase sensible entra en contacto con la muestra podemos distinguir
entre; (bio)sensores tipo sonda, (bio)sensores planares y (bio)sensores tipo “célula
de flujo” (véase Figura 4). En el primer caso, la fase reactiva estd localizada en el
extremo del terminal sensible (electrodo o fibra dptica), que a su vez se encuentra en
contacto directo con la muestra. En el caso de los (bio)sensores planares, el elemento
sensor esta localizado sobre una superficie plana sobre la que se depositan unas gotas
de la muestra. Se trata en realidad de (bio)sensores desechables y un ejemplo tipico es
el biosensor comercial Medisense Exactech” utilizado por pacientes diabéticos para la
monitorizacién del nivel de glucosa en sangre. Finalmente, en los (bio)sensores tipo
célula de flujo, la muestra es aspirada (o inyectada) y transferida a una célula de flujo
donde se situa la fase sensible. Su principal caracteristica es que la fase sensora se
dispone en el sistema de deteccién, es decir, los procesos de reaccién y deteccién son

simultaneos.

En cuanto al modo de operacion, los (bio)sensores quimicos pueden trabajar
en modo discontinuo o discreto y en modo continuo. Mientras que los (bio)sensores
tipo sonda pueden ser utilizados tanto en modo continuo como en modo discontinuo,

los (bio)sensores tipo célula de flujo sélo pueden operar en régimen continuo.

10
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° f

(Bio)sensores
tipo sonda

(Bio)sensores
tipo célula
de flujo

(Bio)sensores
planares

D

FIGURA 4. Clasificacion de los (bio)sensores de acuerdo a su forma. FS, fase sensible; D,
detector; W, desecho, (Valcdreel ef al., 1994).

Finalmente, los (bio)sensores quimicos pueden clasificarse de acuerdo al
numero de analitos que son capaces de determinar en una misma muestra. Asf, la
mayoria de los (bio)sensores responden a la concentracion de una tnica especie
(uniparamétricos), mientras que existen algunos capaces de determinar
simultdineamente varios analitos (multiparamétricos). Entre éstos ultimos podemos
distinguir dos tipos: (a) aquéllos que incorporan un elemento de reconocimiento por
cada analito en la misma “fase sensible”; (b) aquéllos que hacen uso de un tnico
elemento de reconocimiento conectado o integrado a un transductor capaz de

realizar anilisis multielemental.

1.3. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS
(BIO)SENSORES.

Los (bio)sensores han de reunir una serie de caracteristicas o propiedades,
esenciales unas y “deseables” otras, con objeto de asegurar las exigencias actuales en

cuanto a la calidad de los resultados analiticos obtenidos (Valcdrcel et al,, 1994).

11
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Algunas de ellas coinciden con caracteristicas analiticas basicas (exactitud,
precision, sensibilidad y selectividad), mientras que otras estan relacionadas con la
naturaleza de la interaccion con el analito (reversibilidad), o con la posibilidad de
resolver problemas analiticos reales (robustez, bajo coste, compatibilidad con

sistemas automaticos y automatizados, entre otras) (Wolfbeis, 1990) (Figura 5).

- Fxactitud
- Precision - Reversible
- Sensibilidad '
-R rable
- Selectividad cccchable

- Pesechable

CARACTERISTICAS

4 INTERACCION
ANALITICAS BASICAS

CON EL ANALITO §

PROPIEDADES GENERALES
DE LOS (BIO)SENSORES

CARACTERISTICAS
TEMPORALES

CARACTERISTICAS
OPERACIONALES

- Respuesta en tiemnpo real - Simplicidad
- Durabilidad del sensor: - Robustez
tiempo de vida operacional - Bajo coste
y tiempo de almacenamiento. - Compatibilidad con
sisternas automaticos
- Deriva

FIGURA 5. Propiedades esenciales y deseables de un (bio)sensor.

A continuacion, se describe con mas detalle alguna de ellas:

1. Sensibilidad aceptable y bajos limites de deteccion son requisitos
fundamentales de cualquier procedimiento analitico, si bien deberfa tenerse en cuenta

el contexto del problema analitico concreto.

2. Selectividad para el analito, es otro de los requisitos tradicionales. La
mayoria de los (bio)sensores descritos en la bibliografia e incluso aquéllos que ya han

sido comercializados, son instrumentos destinados a su aplicacion en el analisis de una
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matriz concreta. En estas circunstancias, las exigencias de selectividad no son tan
estrictas como en el caso de otros procedimientos analiticos cuya aplicacion es mas

general.

3. £l intervalo dinamico del (bio)sensor deberia incluir los valores de interés
para el analito, con la suficiente sensibilidad y precisién incluso en los extremos del

calibrado.

4. La reversibilidad del (bio)sensor es esencial para la monitorizacion en
continuo del analito, sin necesidad de recalibrar el instrumento. Idealmente, un
sensor deberia ser completamente reversible o, en su defecto, facilmente regenerable
con el fin de poder ser reutilizado. En el caso de no ser regenerable, sélo tendria
interés si sus caracteristicas (precio, portatibilidad, capacidad para resolver un
problema analitico complejo) compensan los gastos derivados de usar un nuevo

(bio)sensor tras cada medida.

5. Otra caracteristica “deseable” de los (bio)sensores es su capacidad para
trabajar en ambientes hostiles o “peligrosos”, como es el caso de las plantas

nucleares, donde existen elevados niveles de radiactividad.

6. Respuesta rdpida significa menos de 1 minuto, idealmente unos pocos
segundos, o cual no siempre es factible. Sin embargo, es aqui donde los (bio)sensores
superan a otras técnicas analiticas, ya que son capaces de realizar andlisis en tiempo

real de muestras complejas con el minimo pretratamiento de la misma.

7. La durabilidad del sensor puede expresarse en funcién del tiempo de vida
operacional, es decir, el intervalo de tiempo que funciona el sensor en una matriz
determinada sin perder ninguna de sus prestaciones; o bien, del tiempo de
almacenamiento, que serd el tiempo médximo que puede transcurrir entre la
fabricacion del sensor y el momento de su utilizacién, pasado el cual el sensor no

trabaja correctamente.

8. Su pequeho tamarno, ofrece la posibilidad de desarrollar dispositivos
portatiles para medidas en campo, utilizando una simple bateria como fuente de

alimentacion.

9. El sensor no debe presentar deriva, entendiendo por tal la desviacién de la

sefial a partir de un valor inicial, aunque el analito que origina dicha variacion se

13
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mantenga a concentracion constante. Este factor introduce errores sistemdticos que
pueden ser propios del método o bien causados por artefactos del terminal sensible.
Generalmente, las derivas quedan comprendidas dentro de un cierto intervalo aunque

si tienen su origen en el envejecimiento del sensor suelen ser irreversibles y tardan en

descubrirse.

10. Estos dispositivos analiticos deben ser sencillos, en cuanto a su
construccion y forma de operacidn y robustos, entendiendo por “robustez” el hecho
de que pequenas variaciones de las condiciones experimentales (pH, temperatura,
fuerza idnica, presion) no alteren la respuesta del (bio)sensor. La robustez condiciona

en parte la durabilidad del sensor.

11. El bajo coste de los (bio)sensores es un requisito impuesto por
consideraciones de mercado, particularmente en el caso de los (bio)sensores

desechables.

12. Otra caracteristica deseable es la compatibilidad de los (bio)sensores con
sistemas  analiticos automaticos o automatizados que permitan reducir la
manipulacion de la muestra, aumentar la frecuencia del analisis, reducir el coste del

mismo y que permitan su manipulacion por personal no especializado.

1.4. (BIO)SENSORES DE FIBRA OPTICA.

La revolucion experimentada por las fibras dpticas en el campo de las
Telecomunicaciones, asi como las ventajas que aporta el empieo de las mismas, ha
dado lugar a un notable auge en el desarrollo de los (bio)sensores de fibra dptica.

Estos pueden considerarse una subclase dentro de los sensores quimicos.

Un (bio)sensor de fibra 6ptica es un dispositivo formado basicamente por una
“fase sensible” situada en el terminal sensible (que puede ser la propia fibra y estar
provisto o no de un indicador dptico). La interaccién de dicha capa sensible con el
analito origina una variacion de las propiedades dpticas (absorbancia, reflectancia,
luminiscencia...) del reactivo inmovilizado y la guia de luz se encarga de transmitir

la radiacién electromagnética modificada hasta un detector.

Los sensores de fibra optica han recibido la denominacién de “optodos”

(Boisdé, 1990) del griego “ormyoc”: optico y “odos”™ camino u “optrodos” de “optical

14
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electrode”; sin embargo el término optodo es mas correcto desde el punto de vista
lingtiistico, por ello es el que se utilizard a lo largo de esta memoria. Otra abreviatura
que tambien se utiliza FOCS (“fiber optic chemical sensor”). Obviamente, en lo que se
refiere a su principio de operacion, son bastante diferentes de los electrodos, puesto
que la sefial es optica y no eléctrica, ofreciendo nuevas posibilidades sobre éstos

ultimos.

1.4.1. VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LOS (BIO)SENSORES DE
FIBRA OPTICA.

Las principales ventajas que presentan los (bio)sensores de fibra éptica frente
a otro tipo de sensores son las siguientes (Seitz, 1984; Norris, 1989; Wolfbeis, 1991;
Camara et al., 1991):

1. A diferencia de los sensores potenciométricos, donde se miden diferencias

absolutas entre dos potenciales, los optodos no precisan una sefal de referencia .

2. Se trata de dispositivos pasivos formados por materiales dieléctricos, inertes
quimicamente en su mayoria, lo cual les confiere pasividad eléctrica y quimica. Se
pueden emplear por tanto en ambientes hostiles, corrosivos, radiactivos, con riesgo de

explosion, etc...

3. Al ser la fibra optica un medio dieléctrico, los (bio)sensores de fibra optica
no se ven afectados por interferencias electromagnéticas, pudiendo utilizarse en
medios altamente contaminados desde el punto de vista electromagnético, al
contrario que los sensores eléctricos convencionales, muy sensibles a las mismas. En
aplicaciones clinicas no representan un riesgo para el paciente ya que no se requiere
una conexion eléctrica con el cuerpo, siendo especialmente utiles en radioterapia

debido a su inmunidad a los campos electromagnéticos.

4. La biocompatibilidad de la fibra éptica, la facilidad de realizar interfaces
sencillas entre el sensor y la zona de medida facilita su empleo para la deteccién,

medida y, a veces, actuacion de/sobre variables biomédicas .

5. Las pequehas dimensiones de las fibras opticas (con didmetros tipicos
comprendidos entre 50 - 200 um) y la disponibilidad de componentes de pequefio

tamafio y bajo coste permiten la miniaturizacién de estos dispositivos, lo cual resulta

15
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de gran utilidad si se pretende disefar catéteres con fines clinicos. El empleo masivo
en un futuro préximo de conceptos y tecnologia Optica integrada permitird un

indudable avance a este respecto.

6. Las fibras opticas de bajas pérdidas permiten la transmision de senales a
largas distancias tipicamente 10-1000 m, e incluso kilémetros si se utilizan
amplificadores. Esto permite realizar analisis “in situ” en ambientes peligrosos
como dreas radiactivas, entornos muy frios o calientes y salas limpias, entre otros,
Ademas, su empleo permite mayor flexibilidad espacial a la hora de utilizar otros

instrumentos.

7. Se pueden llevar a cabo analisis en tiempo real, ya que la primera etapa del

proceso analitico, el muestreo, no es necesaria.

8. Existe la posibilidad de realizar analisis multielementales, bien utilizando
distintos sensores de fibra éptica conectados a una unica unidad central, o bien,
efectuando un sensado distribuido de un analito en distintas zonas (e.g. en edificios,

aeronaves, etc).

9. Permiten realizar analisis no destructivos (ya que en la mayoria de los
casos no se produce un consumo del analito), lo cul resulta crucial si se dispone de

pequenas cantidades de muestra.

10. Se puede disponer de sensores Gpticos que responden a ciertos analitos

para los que se carece de electrodos.

11. Las fibras opticas son capaces de transmitir mayor densidad de
informacién que los cables eléctricos, al poseer un ancho de banda mas grande. Esto
es debido a que las sefales Spticas pueden diferir en cuanto a longitud de onda, fase,
modulacién de intensidad o polarizacién. Como resultado, una unica fibra optica
puede, en principio, transmitir simultaneamente varias sefiales, permitiendo por ello

el analisis de varios analitos a la vez.

12. Sus prestaciones de sensibilidad, intervalo dinamico, resolucién.., son en
general superiores a las de los sensores convencionales, especialmente los
interferométricos. Las prestaciones actuales estan mas limitadas por la ingenieria
que por el fundamento de medida, siendo en principio comparables a los sensores

convencionales.

16



I. Introduccion.

13. La dependencia frente a la temperatura de las fibras dpticas es mucho
menor que la de los electrodos. En algunos casos es incluso irrelevante; si se emplean
fibras de elevado punto de fusién, se puede aumentar el intervalo de temperaturas sin

modificar practicamente las prestaciones del sensor.

No obstante, los (bio)sensores de fibra Sptica también presentan ciertas

limitaciones (Seitz, 1984; Norris, 1989; Wolfbeis, 1991; Cdmara et al,, 1991).

1. La posibilidad de capturar y reflejar, enmascaradamente, variables ajenas a
la deseada, objeto de medida, aunque este inconveniente también puede presentarse

en los sensores tradicionales.

2. La estabilidad limitada de los reactivos o biomoléculas inmovilizados a largo
plazo. Este problema se puede compensar, en cierta manera, realizando la deteccion a
distintas longitudes de onda, utilizando sensores basados en tiempos de vida, o bien
simplemente reemplazando la fase reactiva. En el caso de las enzimas el problema de
la pérdida de actividad es mas dificil de resolver, pero una alternativa puede ser la
busqueda de procedimientos de inmovilizacién que permitan aumentar el tiempo de

vida util de la misma.

3. Los tiempos de respuesta elevados en algunos casos ya que, al encontrarse
indicador y analito en diferentes fases, es necesaria una etapa de transferencia de
masa antes de alcanzar el equilibrio y, en consecuencia, hasta que se obtiene una
respuesta constante. Este problema se minimiza si se emplean pequefias fases
reactivas. Por otra parte, en algunos casos, la transferencia de masa puede resultar en

un incremento de la sensibilidad y la selectividad .

4. Los sensores Gpticos de pH o que utilizan reactivos quelatantes, exhiben
generalmente intervalos dinamicos limitados en comparacién con los de los

electrodos.

5. Se precisan indicadores maés selectivos y procesos de inmovilizacion mas
reproducibles que permitan aumentar la sensibilidad y estabilidad a largo plazo de

las sondas.

6. Las fibras Gpticas disponibles en la actualidad, contienen impurezas de

naturaleza espectral que pueden originar una absorcidn, fluorescencia o dispersion
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Raman de fondo. El material de la fibra Optica determina el intervalo util de
longitudes de onda. Asi, por ejemplo, las fibras Opticas de plastico son ttiles en la
region comprendida entre 420 - 800 nm, mientras que las fibras opticas de cuarzo

son adecuadas para transmitir radiacién UV y las de vidrio para medidas en el visible,

7. La escasez de accesorios dpticos comerciales es otro inconveniente. Se
precisan fuentes luminosas estables y de larga vida, mejores conectores, fibras dpticas,
laseres baratos y, sobre todo LEDs (“light emitting diodes™) y liseres semiconductores
para la region del visible. Sin embargo, en el aspecto econdmico, se estan haciendo
grandes avances en el terreno de la rentabilidad de la fibra optica, revelandose como
el sistema mas rentable por su relacion calidad-precio, en muchas ocasiones, Y

perfildndose como la opcién obligada en un futuro cercano.

1.4.2, CLASIFICACION DE LOS (BIO)SENSORES DE FIBRA
OPTICA.

¢ De acuerdo con la naturaleza de! analito podemos dividirlos en:

a) Fisicos, aquellos que contienen un transductor en el extremo de la fibra que
modifica la senal luminosa en respuesta a variaciones de parametros fisicos tales como

temperatura, presion, velocidad o tamatio de particula.

b) Quimicos, cuando responden a especies quimicas o compuestos particulares

(pH, iones, gases, compuestos organicos, compuestos bioquimicos, etc...).

® Ademas, dependiendo de la estructura del terminal sensible, los
(bio)sensores quimicos, que es el grupo de mayor interés para nosotros, se pueden

clasificar en (Culshaw, 1986; Seitz, 1988; Wolfbeis, 1991):

a) (Bio)sensores extrinsecos, formados por un elemento sensor (fase reactiva)
externo a la propia fibra, cuyas propiedades Spticas se modifican tras su interaccion
con el analito. En este caso, la fibra optica actia transmitiendo la radiacion a/desde la
fase reactiva. Los parametros significativos de la fibra en este caso son: la eficiencia de

la transmision de la luz (transmitancia) y el angulo de aceptacidn,

Estos (bio)sensores pueden subdividirse en tres grupos (Wolfbeis, 1991).

18



L. Introduccion.

a.1) Sensores de 1% Generacidn, en los que la fibra tan sélo se utiliza como
guia de luz. Se han utilizado para realizar analisis espectrofotométricos a grandes
distancias o, por ejemplo, para aquellas aplicaciones en las que no es posible el

contacto fisico con la muestra (e.g. andlisis de muestras a elevada presion).

Entre las ventajas de su empleo podriamos destacar su resistencia, simplicidad,
estabilidad, durabilidad y que no necesitan ser calibrados. Sin embargo, pueden ser
poco selectivos y el numero de analitos para los que pueden utilizarse es limitado.
Para su aplicacidon es necesario considerar pardmetros tales como el indice de
refraccion del medio o la apertura numérica de la fibra que determina su cono de luz.
También se denominan sensores de “terminal desnudo”, optodos pasivos o sensores

directos (Boisdé et al., 1988; Valcarcel et al,, 1994).

a.2) Sensores de 2% Generacion, en ellos la informacion analitica se genera a

través de una reaccién indicadora, ya que el analito no tiene un método inmediato de
deteccion sensible. Un subgrupo de estos sensores son los llamados “sensores con
depdsito” en los cuales el reactivo se sitlia en un depdsito y se alimenta de forma

continua para su reaccidn con el analito en el extremo sensible.

a.3) Sensores de 3 Generacién, formados por una biomolécula acoplada a un

sensor de segunda generacion, por ejemplo un sensor de oxigeno o de pH. Tras la
reaccion con la biomolécula, el analito a cuantificar se transforma/correlaciona con la

especie monitorizada por el sensor de segunda generacion.

Los sensores de 2% y 32 generacién también se denominan sensores indirectos
0 activos. Podemos destacar de ellos que son mas selectivos que los pasivos y no se
van a ver afectados por el indice de refraccion del medio. Las desventajas incluyen el
poéible lavado o fotodescomposicion del indicador en contacto con la muestra,
mayores tiempos de respuesta, la mayor complejidad de construccién y en algunos
casos la presencia de artefactos originados por el hinchamiento de la membrana o

resinas utilizadas en su construccion.

En la Figura 6 se representan distintas configuraciones correspondientes a

(bio)sensores extrinsecos.

En (@), el indicador se encuentra inmovilizado directamente sobre una

membrana situada en el extremo de la fibra dptica. Ejemplos tipicos incluyen
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indicadores inmovilizados covalentemente sobre membranas de celulosa o unidos
electrostdticamente a membranas de intercambio idnico. Alternativamente, el
indicador puede presentarse en forma de sélido fijado mecanicamente a una
membrana situada en el extremo de la fibra 6ptica, como se muestra en (b). La Figura
6(C) representa otro tipo de configuracidn, en la que una disolucién homogénea del
indicador en retenida por medio de una membrana que envuelve el extremo de la
fibra optica. En este caso, la membrana puede servir para otros propdsitos, como es la
exclusion de sustancias interferentes o el aislamiento éptico del indicador. En la
Figura 6(d), el reactivo indicador es encapsulado en el interior de una membrana
tubular permeable al analito; o bien en el interior de un tubo capilar (cuando la fase
reactiva se prepara directamente por polimerizacion) que a su vez se sujeta en el

extremo de la fibra éptica (e).

._._.__'o.;—
(a) FIBRA(S) {|< REACTIVO /{ MEMBRANA

(b)  FIBRA(S) l REACTIVO

-_-.U.—__'

(c) FIBRA(S) Bd REACTIVO

MEMBRANA

(d) FIBRA(S) REACTIVO
MEMBRANA
(e) FIBRA(S) REACTIVO

FIGURA 6. Configuraciones tipicas de (bio)sensores extrinsecos.

- En algunos casos, también es posible fijar directamente el indicador sobre la

propia fibra optica tras someterla a un tratamiento de silanizacion previo. Sin
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embargo, la cantidad de reactivo inmovilizado por este procedimiento es
relativamente baja y el procedimiento de inmovilizacién suele ser menos reproducible

que en el caso de que se inmovilice el indicador sobre otro soporte sélido.

(b} (Bio)sensores intrinsecos, también denominados activos (Boisdé et al,
1988; Valcarce! et al, 1994) en los que la propia fibra dptica actia como sensor al
modificarse alguna de sus propiedades por el analito. Por tanto, a diferencia de los
(bio)sensores extrinsecos, no se mide una propiedad dptica del analito o de una fase
reactiva, sino el cambio en las propiedades dpticas de la fibra provocado por la
reaccion quimica con el analito, que tiene lugar sobre la propia fibra dptica, bien sea

en su nucleo o en su superficie.

Una caracteristica muy importante de estos sensores es que se pueden utilizar
como sensores distribuidos, es decir, la medida puede realizarse en cualquier punto

de la fibra optica determinandose tanto su magnitud como su posicion en la misma.

Dentro de este grupo, los efectos que han tenido mayor aplicacion en el

desarrollo de los (bio}sensores dpticos han sido los siguientes:

b.1) Sensores refractométricos, en ellos se produce la interaccion de la onda

evanescente, transmitida hacia el exterior del nucleo de la fibra, con el medio a
analizar (generalmente un liquido), modificdndose las constantes de propagacion de la

fibra en funcién del indice de refraccidon del medio exterior.

b.2) Sensores de onda evanescente, en este caso se produce la absorcion de
luz por parte de las moléculas localizadas en el campo evanescente de la fibra optica
superponiéndose las caracteristicas espectrales del analito con las correspondientes a

la propia fibra.

b.3) Modificaciones del recubrimignto v de la_interfase nicleo-recubrimiento.

Las propiedades dpticas del recubrimiento de la fibra varian debido a la presencia o a
la concentracion del analito modificindose su interaccion con la onda evanescente. Se
incluirian en este grupo aquelios optodos en los que se inmovilizan covalentemente a

la fibra fluordforos, iondéforos e incluso anticuerpos.

b.4) Sensores basados en una modificacién del niicleo de la fibra, en ellos el

analito origina una variacién de las caracteristicas opticas del propio nucleo. En



L Droduccion.

comparacidn con las técnicas de onda evanescente, los niveles de sefal son mayores,
ya que se trata de la zona de mayor densidad de energfa luminosa pero, el factor
limitante en los mismos es que la respuesta suele ser lenta, ya que estd condicionada

por la “entrada” (por difusion o bombeo) del analito al nucleo.

® Otro tipo de clasificacion de los (bio)sensores quimicos de fibra dptica es la

que considera la forma segun la cual el sistema transductor modula la seral :

a) Sensores de ampli ' idad: la interaccion con el

analito modifica la amplitud (intensidad) de la radiacién transmitida por la fibra,
Emplean fuentes de luz incoherentes y elementos opticos mas sencillos; por ello son

mas utilizados. Presentan unas prestaciones comparables a los sensores tradicionales.

b) Sensores de fase o interferométricos: la interaccion con el analito produce

un cambio en la fase de la seAal dptica. Requieren fuentes de luz coherentes, fibras
monomodo y dispositivos complejos para controlar la polarizacién, resultando por ello

mds caros, si bien son muy sensibles.

c) Sensores de tiempo de vida: el tiempo de vida de emision de la sefal se

modifica en funcion de la propiedad medida del analito.
d) Sensores de modulacion modal: el transductor modula los rayos que viajan
a distintos angulos enla fibra. =

e) Sensores polarimétricos. el transductor modula 1a polarizacion de la luz.

® Finalmente, segun la naturaleza de las moléculas involucradas en el

terminal sensible, los optodos pueden clasificarse de forma genérica en:

a) Quimicos, cuando en la reaccidn de deteccion de un parametro de dicha

naturaleza no interviene material bioldgico alguno.

b) Bioquimicos, cuando utilizan un material de origen bioldgico (enzimas,

anticuerpos, células, etc).

1.4.3. INSTRUMENTACION.

La instrumentacién requerida para la construccién de (bio)sensores de fibra

optica puede ser simple o compleja dependiendo de la aplicacion concreta y de!
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principio de medida utilizado. En general, los instrumentos disefiados para trabajar

con sensores de fibra 6ptica constan de cinco elementos basicos:

1) Una fuente de radiacién pulsada o continua, en forma de lamparas
incandescentes, diodos emisores de luz (LEDs) o fuentes colimadas, como es el caso de

los laseres.

2) Acopladores dpticos y selectores de longitud de onda (filtros y/o

monocromadores).

3) Fibras dpticas, que constituyen el elemento diferenciador entre un

instrumento clasico y un optodo.

4) Un detector; normalmente se trata de fotodiodos o tubos

fotomultiplicadores.
5) Un sistema de registro y tratamiento de los resultados obtenidos.

En este capitulo nos limitaremos a dar una descripcién general de los distintos
componentes detallados anteriormente; sin embargo, se puede encontrar informacion
mas detallada en varias publicaciones especializadas (Klainer et al, 1991; Modlin et

al, 1991),

1.4.3.1. Fuente luminosa.

La fuente luminosa debe ser capaz de proporcionar una radiacién intensa y
estable. Actualmente se dispone de una amplia variedad de fuentes entre las que
podemos citar: lamparas de wolframio-haldgeno, de xenon, de hidrégeno, de deuterio,
de mercurio, ldseres (en sus diferentes versiones) y LEDs (diodos emisores de

radiacidn).

La eleccion de la fuente luminosa depende en gran medida de las
caracterfsticas espectroscépicas de la fase sensible y de cada uso concreto. Asi por
ejemplo, las lamparas de wolframio-halégeno proporcionan radiacién en el intervalo
comprendido entre 340-2500 nm, siendo utiles por tanto para medidas en el visible o
en IR cercano (NIR). Se emplean generalmente para medidas de reflectancia y

absorbancia que no requieren grandes intensidades luminosas.

Los laseres se utilizan para conseguir una radiacion monocromatica intensa y

su uso estd especialmente indicado para realizar medidas “remotas” o en el caso de
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sensores constituidos por una unica fibra optica, en los cuales la cantidad de luz que
alcanza la region sensible es limitada. Sin embargo, su elevado coste y la posibilidad de

dafar la fibra debido a la elevada intensidad que proporcionan hace que su uso no se

encuentre muy extendido.

El empleo de los LEDs en el andlisis con dispositivos de fibra dptica se ha
incrementado notablemente durante los tltimos afios debido a su bajo costo, facilidad
de uso y a que proporcionan una emisién relativamente monocromidtica en el
intervalo de longitudes de onda que va desde 480 nm (LEDs azules) hasta 4 um
(diodos emisores de radiacién IR). No obstante, la intensidad de la radiacién que
suministran es, por lo general, bastante baja. Para medidas de fluorescencia, por
ejemplo, se requieren intensidades de radiacion muy superiores. En este caso, se

emplean las lamparas de xenon pulsadas o continuas, o las lémparas de Hg.

1.4.3.2. Dispositivos dpticos.

Una parte importante en el disefio y construccién de espectrofotémetros de
fibra optica es el acoplamiento de la fuente, fibra Sptica y detector para lograr
reducir al maximo las posibles pérdidas de radiacién luminosa. Esto se consigue
mediante el empleo de acopladores épticos (en general lentes de vidrio o cuarzo)
que enfocan el haz luminoso procedente de la fuente hacia la fibra dptica, asi como la

radiacién que vuelve a través de la misma hacia el detector.

En el caso de los laseres, esta operacion de enfoque, se puede llevar a cabo de
forma eficaz, ya que la seccién transversal del haz de luz suministrado por el laser es
practicamente igual a la seccion transversal de la fibra 6ptica. Por el contrario, los
LEDs y las lamparas en general, generan haces luminosos divergentes, por lo que, en
este caso, es imprescindible el empleo de lentes para realizar dicho enfoque. El
acoplamiento del fotodetector a la fibra dptica es mds sencillo puesto que los
detectores presentan dreas superficiales y angulos de aceptacion relativamente

grandes.

Otros componentes incluidos en el sistema optico son los selectores de
longitud de onda (filtros y monocromadores). Su empleo sirve para aislar una banda
de excitacién perteneciente a una fuente luminosa que tenga un intervalo de emision

muy ancho y ademas para discriminar la sefal con interés analitico generada en los
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sensores Opticos de la luz interferente que normalmente la acompana (emision
Raman y dispersion Rayleigh principaimente). La necesidad del empleo de
monocromadores depende del tipo de medida en la que se fundamenta el sensor de
fibra Optica. Asi, éste puede no requerir monocromador aiguno (medidas de
guimioluminiscencia); emplear uno, situado generalmente antes del detector
(medidas de absorbancia y reflectancia), o bien, necesitar dos sistemas de seleccion
de la longitud de onda, uno en el canal de excitacion y otro en emision (medidas de
luminiscencia). A la hora de elegir el selector de onda mds adecuado, han de tenerse
en cuenta aspectos como el coste, la resolucion espectral y el propésito del anilisis.
Los componentes mas usados son los filtros dpticos y las redes de difraccion. Los
primeros dejan pasar un intervalo mas o menos ancho de longitudes de onda y son
relativamente econdmicos. Pueden ser de tres tipos: banda ancha, de corte o

interferenciales.

La redes de difraccion dispersan geométricamente la luz separdndola en las
frecuencias que la componen. Actualmente, cada vez se emplean con mayor frecuencia
las redes hologrdficas que permiten rechazar entre 10 y 100 veces mas la luz difusa

que las redes convencionales.

1.4.3.3. Fibras opticas.

Basicamente, una fibra dptica estd compuesta por un nucleo central, con un
indice de refraccién n,, rodeado por un recubrimiento cuyo indice de refraccién n; es
stempre inferior al del nucleo. Finalmente, el revestimiento puede ir forrado de una
envoltura protectora, generalmente pléstica, que junto con la fibra en si forma el

llamado “cable ptico”.

La luz que penetra en la fibra desde un medio externo, con indice de refraccién
no, sigue la ley de Snell (ny sena = n, senp), siendo o y p los dngulos incidente y
refractado, respectivamente, y se transmite a su través siempre que incida en el
recubrimiento, desde el nucleo, con un dngulo mayor que el dngulo critico 6, de
modo que la radiacion se refleje en la interfase nucleofrecubrimiento totalmente
hacia el interior. De todas las radiaciones que entren en el extremo de la fibra, sélo se
propagardn aquéllas que incidan con un angulo inferior a un determinado dngulo

critico (Figura 7). Las que incidan con dngulos mayores no sufrirdn reflexion total,



! Introduceion.

sino que atravesaran la interfase, hacia el recubrimiento y eventualmente seran
absorbidas por la cubierta protectora. Asimismo, cuando la luz se propaga a través de
la fibra optica, hay una pequena fraccién de la misma que atraviesa la interfase y
penetra en el recubrimiento (del orden de nm), dando tugar al fenémeno conocido

como “onda evanescente”.

El dngulo mitad del cono de aceptacion, «, depende de los indices de refraccion
del nucleo y del recubrimiento, asi como del indice de refraccidn del medio externo,
No. La ecuacion 1 muestra la relacion entre el angulo mitad del cono de aceptacion y
los indices de refraccidn:

(n.2-n.2)172

Senc = T (1)

En lugar de por el angulo critico, las fibras vienen caracterizadas por el valor

de su apertura numeérica (A.N) que ser4 igual a:
AN = n, sena 2

donde n, es el indice de refraccion del medio exterior. Cuando éste es aire n,=1 y

entonces,
1
AN = sena = (n,2n,)? 3)

La apertura numérica tipica varia entre 0.16 y 0.66.

recubrimiento funda

FIGURAT. Transmiéién de la radiacic';n a traves de la 7fibra optica.

La pérdida de potencia optica de un haz de luz al viajar por la fibra se conoce
como “atenuacion”. Se define como la relacion entre la intensidad luminosa obtenida

a la salida y la suministrada a la entrada, expresada en decibelios. Se calcula como
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10 log (I/1,) y se expresa en dB Km™. Los materiales usados en la fabricacion de la
fibra Gptica se seleccionan con objeto de obtener el menor indice de atenuacion

posible.

El parametro que define la cantidad de informacidn que puede transmitir una
determinada fibra es el “ancho de banda”. Un rayo de luz se ensancha al viajar por la

fibra y esta dispersién limita la capacidad de informacién que se puede transmitir.

Existen tres tipos basicos de fibra optica que se muestran en la Figura 8.

L%=Lfe

FIGURA 8. Tipos de fibras 6pticas.

a) Fibra multimodo de indice en escalén. Consta de un nucleo homogéneo con

indice de refraccion n, rodeado de un revestimiento con indice de refraccion
ligeramente menor n,. Tienen una gran distorsién modal y un ancho de banda muy
limitado. Es la que posee la menor capacidad de transmitir informacién y, hoy en dia,
su principal campo de aplicacion son las redes de datos y las aplicaciones industriales

de ancho de banda pequefio y longitud corta.

b) Fibra multimodo de indice gradual. Con esta fibra se logra una reduccién

de la distorsion modal, disminuyendo radialmente el indice de refraccién del nucleo
del centro hacia el exterior. Para reducir la distorsion modal al minimo, el perfil del
indice debe ser casi parabdlico. Se aplica, sobre todo, en las comunicaciones de banda

ancha a gran distancia.
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c) Fibra monomodo. Con esta fibra se evita la distorsion modal, escogiendo un

diametro de nucleo tan pequefio (~10 um), que unicamente pueda propagar un solo

modo. Se aplica, especialmente en las redes troncales de gran ancho de banda y

longitudes largas.

Las fibras opticas pueden ser cilindricas o planas; en éste ultimo caso, su
utilizacion puede ser ventajosa, ya que son mds ficiles de recubrir con una fase
reactiva. Por otra parte, se controla mejor el dngulo de incidencia de la radiacién al
construir el terminal sensible, resultando asi sensores de mayor reproducibilidad de

fabricacion y calidad.

La mayoria de los nucleos de las fibras opticas estan constituidos por silice
fundida, vidrio, poli(metacrilato de metilo), poliestireno o un liquido adecuado. Las
fibras dpticas de cuarzo transmiten en el intervalo de 190-1300 nm pero son 4 veces
mas caras que las de vidrio, que transmiten en el intervalo de 380-1300. Las fibras
Opticas de pléstico son las mds baratas pero, por contra, presentan grandes pérdidas,
una pobre estabilidad frente a la radiacion prolongada y un intervalo util limitado

(450 - 700 nm).

Por otra parte, las fibras opticas de cuarzo son resistentes a los medios
fuertemente acidos o moderadamente alcalinos, si bien sufren el ataque del écido
fluorhidrico y de las bases fuertes (pH > 13). La maxima temperatura a la que se
puede trabajar con la mayoria de las fibras 6pticas esta limitada por la resistencia del
material que constituye la “envoltura protectora” y suele ser de unos 125 °C. Para
trabajar en el IR, exceptuando el NIR, se utilizan fibras de silice fundida especial (de

fluoruro de zirconio o vidrios de calcogenuro).

Las fibras liquidas funcionan de forma similar a las fibras dpticas sélidas pero
estan formadas por tubos rellenos con un fluido transparente en cuyos extremos se
sitian sendas placas pulidas de gel de silice. En general, estas fibras transmiten en el

intervalo de 270 - 720 mm.

1.4.3.4. Detectores.

La seleccion del detector adecuado serd siempre un compromiso entre la
sensibilidad requerida y los factores econdmicos. Los tres tipos bésicos de detectores

utilizados en la actualidad son:



I. Introduccion.

Detectores fotoemisivos. En este tipo se incluyen los tubos
fotomultiplicadores (PMTs) y fototubos. El tipo concreto se selecciona en funcién del
intervalo de longitudes de onda de interés. Se basan en la emision de electrones desde
un fotocatodo y permiten una ganancia en la sefal del orden de 10° en algunas

ocasiones,

El tamafio, precio y en algunas ocasiones alto voltaje requerido por los tubos
fotomultiplicadores, pueden ser factores limitantes para su aplicacion en cierto tipo
de instrumentacion, donde los fotodiodos son preferidos por su menor tamafo y
costo. Sin embargo, los PMTs son muy populares en instrumentos tales como
fluorimetros o espectrémetros y para medidas de emision con resolucion temporal,

dada su mayor sensibilidad y rapidez de respuesta (~ 1.5 ns).

- Detectores fotovoltaicos. Basados en la generacion de una corriente en la
unién de materiales semiconductores de tipo p y tipo n. Un representante tipico es el
fotodiodo de silicio. Estos poseen bajo precio y pequefio tamafo, asi como gran
estabilidad, aunque son mucho menos sensibles que los fotomultiplicadores. La
respuesta espectral de los mismos aumenta a partir de 400 nm hasta alcanzar un
maximo a 900 nm. Actualmente existe una gran tendencia a utilizar CCDs (del inglés
“coupled charged device”. Estos detectores estan formados por un fotodiodo de
silicio, divisible en un ntimero determinado de elementos que permiten el procesado
rapido de iméagenes con alta sensibilidad, poco ruido y amplio intervalo dindmico. Por
otra parte, consumen poca energfa y permiten hacer calibrados en tiempo real,

adquiriendo espectros completos, lo cual permite tomar una referencia interna.

- Detectores fotoconductivos. Un semiconductor varia su resistencia al
exponerlo a la luz de ciertas longitudes de onda, por generacion de transportadores
de carga. Pueden ser de distintos tipos: a) de unién fotoconductora: incluye los
fototransistores y los fotodiodos “positivo-intrinseco-negativo™ b) células

fotaconductoras de sulfuro de cadmio y seleniuro de cadmio.

1.4.4. COMPONENTES DEL TERMINAL SENSIBLE.

Como ya se ha indicado, el elemento fundamental en un (bio)sensor quimico es
la fase reactiva situada en el terminal sensible. En los (bio)sensores mediados por un

indicador contiene un reactivo o biomolécula, generalmente inmovilizado sobre un
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soporte solido o sobre la propia fibra, siendo la zona de interaccion entre la luz y el

analito.

La preparacion de la fase sensible es una de las etapas clave en la construccion
de los sensores Spticos. Durante este proceso se han de elegir cuidadosamente el
indicador, soporte y método de inmovilizacién mas adecuados, con el fin de

conseguir la méaxima reproducibilidad, sensibilidad y selectividad de los dispositivos

resultantes,

1.4.4.1. Clasificacion de los terminales sensibles.

Dependiendo de la configuracién de la fibra o haces de fibra optica empleada,

podemos clasificar dichos terminales en (Camara et al,, 1991) (véase Figura 9):

a) Termin inica Hacen uso de una sola fibra, la cual transmite la

radiacion procedente de la lampara y la radiacién modificada como consecuencia de la
interaccion entre indicador y analito. Dentro de este grupo podermos distinguir a su
vez:

* Terminales de sentido unico, formados por una fibra en la que se ha
eliminado parte del recubrimiento externo sustituyéndolo por una capa del indicador.
Los cambios originados en el color, la fluorescencia, la dispersién Raman o el indice de
refraccion de dicho recubrimiento provocados por el analito, pueden medirse

siguiendo las pérdidas por transmisién o radiacién producidas en la zona sensible.

* Terminales de doble sentido. En este caso, hay que recurrir a algun método
de separacién Sptica que permita evitar la interferencia a que puede dar lugar el

hecho de que ambos haces de luz viajen por la misma fibra.

b) Terminales de fibra doble. En ellos, la radiacion incidente se conduce hasta

la fase reactiva por una fibra, mientras que la de retorno se recoge y conduce por una
fibra dptica adyacente hasta el detector. Alternativamente, la segunda fibra dptica
puede disponerse enfrentada a la primera situdndose el terminal sensible en una

posicion intermedia entre ambas.

c) Terminales de haz de fibras bifurcado. Se trata de un haz de fibras opticas

dividido en dos paquetes, cada uno de los cuales transmitira la radiacion incidente y la

30
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de retorno, respectivamente, a/desde el extremo sensible. La fase reactiva se dispone

en el extremo comun.

N

Fluorescencia

Recubrimiento

A e

Haz de excitaciéon
Muestra

Fibra Gnica

Haz de fibras
(dos fibras)

FIGURA 9. Distintas configuraciones del terminal sensible.

Los sensores de fibra Unica, presentan la ventaja frente a los sensores de fibra
doble o haz de fibras bifurcado de que el solapamiento entre el cono de muestra
excitada y el cono de aceptacion de la sefal analitica es maximo. Por otra parte,
pueden miniaturizarse facilmente y, por ello, son muy utiles en medicina. Sin
embargo, la absorcidn, fluorescencia intrinseca y/o la dispersién Raman de ta fibra
pueden suponer una seria interferencia en la sefial medida. El empleo de sensores de
fibra doble o haz de fibras bifurcado evita este inconveniente. El empieo de una unica
fibra puede también suponer una mayor complejidad instrumental al tener que
separar las radiaciones de prueba y analitica. Por contra, el empleo de varias fibras
puede también encarecer el producto final y a su vez, dificultar la optimizacién del

dngulo entre las fibras de excitacion y emision originando una menor eficacia en la

recoleccion de la radiacién.

1.4.4.2. Indicadores. Empleo de complejos metdlicos luminiscentes.

Todos los sensores dpticos extrinsecos de 2* y 3% generacion y algunos
intrinsecos (ver apartado 1.4.2) contienen un indicador en la fase reactiva del
terminal sensible. Como se mencioné anteriormente, el indicador actua como un

transductor convirtiendo la concentracion (actividad) del analito en una sefial optica
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medible. La eleccién del indicador dependerd principalmente de la propiedad optica

medida y del analito para el cual se pretende construir dicho sensor.

Asi, podemos clasificar los indicadores mds comunmente utilizados en la
construccion de (bio)sensores de fibra optica en dos grandes grupos: indicadores

colorimétricos e indicadores fluorescentes .

En el caso de sensores Spticos basados en medidas de absorbancia o de
reflectancia difusa se han utilizado, por ejemplo, indicadores colorimétricos en el
desarrollo de sensores para la determinacién de pH y de diversos cationes (Peterson et

al., 1984; Kirkbright et al, 1984).

Para sensores basados en medidas de fluorescencia se han empleado, tanto
reactivos luminiscentes, como moléculas que, aunque no sean intrinsecamente
luminiscentes, puedan convertirse en tales mediante procesos de derivatizacién. Los

indicadores fluorescentes presentan algunas ventajas sobre los colorimétricos, como

técnicas luminiscentes.

Un buen indicador para medidas de luminiscencia ha de reunir las siguientes
caracteristicas: elevado rendimiento cuantico, alta selectividad para el analito de
interés, longitudes de onda analiticas favorables, un desplazamiento de Stokes
apreciable que permita la utilizacion de filtros en lugar de monocromadores,
abaratando asi el equipo de medida y una elevada fotoestabilidad, ya que, una vez en

el extremo de la fibra, van a ser iluminados durante largos periodos de tiempo.

Algunas de estas caracteristicas son las que poseen los tris-quelato complejos
de Ru(II) que contienen ligandos polipiridilicos, utilizados como indicadores en los
diferentes (bio)sensores desarrollados en la presente Tesis Doctoral, Estos compuestos
exhiben caracteristicas unicas muy deseables en la construccion y desarrollo de

sensores quimicos de fibra dptica entre las cuales, podemos citar:

¢ Una intensa absorcién en la region visible del espectro electromagnético
(tipicamente entre 400 y 600 nm, ¢ = 7000-30000 M* cm™ que corresponde a una
transicion electronica de transferencia de carga metal-ligando (MLCT), ademas de

otras bandas también intensas en la region uitravioleta del espectro. Esta
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caracteristica incrementa la sensibilidad, simplifica el disefio del sensor y permite la

utilizacion de fuentes de excitacion baratas.

« Un gran desplazamiento de Stokes entre la absorcion y la emision (ca. 200

nm o incluso mas).

« Estados excitados de vida bastante larga (0.1 a 2 ps en disolucion acuosa a
temperatura ambiente), comparados con la mayoria de los fluoréforos organicos, por
lo que se pueden emplear tanto para medidas de intensidad de emision como de

tiempos de vida.

« Elevados rendimientos cuédnticos con valores tipicos entre 0.04 y 0.2

(Demas, 1983; juris et al., 1988).
« Apreciable fotoestabilidad (Juris et al, 1988).

Ademas, mediante ingenieria molecular se puede conseguir un ajuste fino de
las propiedades del estado fundamental y del estado excitado de los mismos, mediante
una cuidadosa seleccion de los ligandos quelatos heterociclicos que se utilizan en su
preparacion. Asimismo, esta flexibilidad quimica permite la obtencion de sondas
moleculares que respondan a un determinado analito o que puedan anclarse ionica o

covalentemente al soporte.

1.4.4.3. Enzimas como elementos de reconocimiento molecular.

Las enzimas han sido tradicionalmente las biomoléculas mds ampliamente
utilizadas en la construccion de biosensores (Carr et al, 1980). Se trata de proteinas
de elevado peso molecular (con valores tipicos entre 12.000-1.000.000 Da) que
catalizan reacciones quimicas especfficas gracias a la existencia en su estructura

tridimensional de determinados grupos activos, que interaccionan con el sustrato,

Comparadas con otros catalizadores de naturaleza quimica, las enzimas
muestran un afto grado de especificidad hacia el sustrato o sustratos con un grupo
funcional comin, que se debe fundamentalmente a la complementariedad
estereoquimica del principio “llave-cerradura” existente entre el sustrato y el centro
activo. Esta caracteristica ha hecho posible su empleo con fines analiticos en distintas

dreas como la quimica clinica, la industria farmaceutica, el control de procesos
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industriales y, mas recientemente, dentro del campo de los biosensores (Guilbault,
1984).

Un parametro que caracteriza a las enzimas es su “actividad enzimatica”, que
hace referencia a la velocidad de conversion del sustrato. Asi, en condiciones estandar
(25 °C, pH 6ptimo), la actividad enzimatica se suele expresar como la cantidad de
enzima (en unidades) necesaria para transformar 1 pmol de sustrato en 1 minuto
(Hawcroft, 1987). Asimismo, un parametro similar es el denominado “turn-over
number”, definido como el numero de moléculas de sustrato transformadas por

molécula de enzima y por segundo.

Podemos clasificar las enzimas en seis grandes grupos, de acuerdo a la

naturaleza de la reaccién quimica que catalizan (Hall, 1991):

a) Grupo 1: OXIDORREDUCTASAS .

Catalizan reacciones de oxidacidn-reduccion de los siguientes  grupos
funcionales: >CH-OH; >C=0; -CH=CH-; >CH-NH,; >CH-NH-,

b) Grupo II: TRANSFERASAS .

Catalizan la transferencia de grupos funcionales tales como aldehido, cetona,

acilo, glicosilo, fosfato y grupos que contienen sulfuro.

"0 Grupo HL: HIDROLASAS .~~~

Hidrolizan ésteres, anhidridos, enlaces peptidicos, glicésidos y otros enlaces C-N.

d) Grupo IV:LIASAS.

Eliminacion de grupos por formacién de dobles enlaces: >C=C<; >C=0 y >C=N.

e) Grupo V: ISOMERASAS .

Racemizacion y epimerizacion, cambio de configuracién geométrica de dobles
enlaces, oxidaciones y reducciones intramoleculares, transferencia de grupos
intramolecular.

f) Grupo VI: LIGASAS .

Unidn de dos moléculas con liberacién de ATP.

En la TABLA I, se muestra una relacién de algunas enzimas empleadas en la
construccién de biosensores Spticos. De todas ellas, el grupo mas utilizado con fines

analiticos es el de las oxidorreductasas e hidrolasas, debido a su alta disponibilidad
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comercial en formas altamente activas y purificadas (Marko-varga et al, 1991,
Alvarez-Icaza et al., 1993).
TABLA I. ENZIMAS EMPLEADAS EN LA CONSTRUCCION DE OPTODOS.
ENZIMA ANALITO ESPECIE REFERENCIA
MEIMDA
Decarboxilasas
glutamato decarboxilasa  glutamato CO;, Dremel et al., 1991
oxalato decarboxilasa oxalato CO; Schaffar y Wolfbeis, 1991
Dehidrogenasas
alcohol dehidrogenasa alcoholes NADH Walters et al., 1988.
glucosa dehidrogenasa glucosa NADH  Narayanaswamy y Sevilla, 1988,
lactato dehidrogenasa lactato NADH  Wangsay Arnold, 1988.
Hidrolasas
creatinina iminchidrolasa creatinina CNH* Wolfbeis y Li, 1991.
esterasa ésteres pH Luo y Walt, 1989.
ureasa urea NH,, NH,* .. Rhines y Amold, 1989; WOleEIS
- . yLi, 199
penicilinasa penicilina pH Goldfinch y Lowe, 1984; Luo vy’
: Walt, 1989.
Oxidasas . o
alcohol oxidasa alcoholes O; Vol etai., 1980; Wolfbeis y Pasch.,
o . 1988, '
ascorbato oxidasa ascorbato . @ . . Schaffar, 1988,
bilirrubina oxidasa bilirubina ~  O;f  Schaffar, 1988; Trettnak, 1989:
colesterol oxidasa colesterol - s N Trettnak y Walﬂ:)eis, 1990. .
glucosa oxidasa glucosa: pH{ - Trettnak et ai 198%: Kulp et al.,
Q] Dimtdeta}. 199a; Moreno Bondi
- | etal,1990.
glutamato oxidasa glutamato O Dremel et al., 1991.
lactato oxigenasa actate . - Oz - Dremeletal, 198%h. R
lactato mono-oxigenasa: - lactato O, C#}( Liibbers et al., 1981; Trettnak
: Lo vy Wolfbeis, 1989a.
fenolasa fenoles Oy Schaffar y Welfbeis, 1991.
sulfito oxidasa sulfito .~ = Oz Schaffar y Wolfbeis, 1991.
uricasa acide rico. = O ’ Schaffar y Welfbeis, 1991.

Las oxidorreductasas, a su vez, se pueden clasificar atendiendo al tipo de
oxidante y reductor involucrados en la reaccidn enzimaitica. Asi tendriamos las

enzimas dehidrogenasas que catalizan las siguientes reacciones:
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S + NAD —— P 4+ NADH
S + NAD + H,0 ——® P 4+ NADH
S + NAD + H,0 — p 4 NADH + NH;

En segundo lugar las oxidasas que catalizan reacciones del tipo:

5+ 0; —® P+ H0,
S+02+H20_'_‘.‘ P+H202+NH3

y finalmente las oxigenasas:

S+Oz——'_"'_""P

El mecanismo de funcionamiento de un biosensor enzimatico se muestra en la
Figura 10. El analito, o sustrato en general, difunde desde la solucién hacia la
membrana que contiene la enzima inmovilizada, donde se convierte en un producto

medible por el transductor.

b S
Ll

Muestra Enzima  Trensductor Sistema
electrénico

FIGURA 10. Mecanismo de funcionamiento de un biosensor enzimatico.

Existen varias posibilidades para seguir el curso de estas reacciones (Byfield et

al, 1994) (véase TABLA II). La mds utilizada consiste en el seguimiento de la

PRIy LY 4 F P
EVOIULCION (Lo

nsumo o generacién) por métodos electroquimicos u o6pticos (por
ejemplo, intensidad de corriente, absorbancia o fluorescencia) de alguna de las
especies de bajo peso molecular (O,, H', H,0,, NH;, NAD, NADH) que intervienen en la
reaccion enzimatica. Alternativamente, la sefial dptica puede proceder de la propia

enzima (o de una biomolécula asociada, como un cofactor). Asimismo, puesto que las
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enzimas no soélo reconocen a sus sustratos naturales, sino también a sus inhibidores
(metales pesados, pesticidas), es posible la determinacion de estos ultimos (Tran-Minh,
1985; Wolfbeis, 1993). En este caso, el analito inhibe la reaccion enzimatica especifica,
alterando la senal electroquimica u dptica. Por ultimo, existe otra posibilidad, aunque
no ha sido muy explotada en el desarrollo de biosensores, que consiste en la
determinacion del calor generado durante la reaccion enzimatica, el cual se puede

relacionar con la concentracidn de analito.

TABLA II. PRINCIPALES TIPOS DE BIOSENSORES ENZIMATICOS.

TRANSDUCCION PRINCIPIO DE LA DETL.CCION EJEMPLO
‘ Amlito Enzima
ELECTROQUIMICA (a) Analito Convertxdo en un productc Glucosa Glucosa
con propiedades electroquimicas. Oxidasa -
(b) El analito inhibe una reaccién CN- Citocromo
enzimética en la que se genera un Oxidasa
producto con propiedades electroqui-
micas.
orTicA (a) Analito convertido en un pm'ducfd Colesterol  Colesterol
con propiedades Gpticas (o-que induce - {O2). Oxidasa -
prupiedades-éptitas}.
(b) Las propiedades opticas de la Lactato Lactato
enzima se modifican tras la reaccidn monoox,
con el analite. -
(c) ‘El analite inhibe una reaccién Pesticidas Acetilcoli-
enzimatica en la que se genera un nesterasa
_ producto con propiedades Gpticas.
CALORIMETRICA Calor generado durante la reaccién Glucosa  Glucosa
o enzimética Oxidasa

1.4.4.4. Soportes poliméricos.

El soporte polimérico es un componente esencial en numerosos (bio)sensores y
de su eleccion dependerd en gran medida el buen funcionamiento de los mismos. Los
polimeros utilizados en la construccién de optodos pueden tener una o mas de las
siguientes funciones: (a) actuar como soporte rigido sobre el cual se inmoviliza el

indicador o biomolécula correspondiente; (b) proporcionar selectividad hacia ciertas
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especies en virtud de la permeabilidad selectiva de la mayoria de los polimeros; (c)
servir de “cubierta protectora” para evitar el arrastre o contaminacion de la fase

sensible y, por ultimo, (d) proporcionar un aislamiento optico para reducir la

interferencia de la luz ambiental.

La eleccion del soporte polimérico vendri determinada por la estabilidad,
permeabilidad y disponibilidad del mismo, por el tipo de interaccién indicador-analito,
asi como por la compatibilidad con la muestra y con el resto de los componentes

utilizados en la fabricacion del (bio)sensor.

Por ejemplo, para analitos gaseosos, la respuesta depende fundamentalmente
de los coeficientes de difusion de los gases, su solubilidad en el material elegido y la
permeabilidad del mismo, por lo que la eleccion del polimero tiene un efecto
importante sobre el tiempo de respuesta del sensor y sobre la funcién de respuesta
del mismo. En este sentido, las siliconas son materiales de propiedades opticas y
mecdnicas excepcionales, que poseen una elevada permeabilidad a gases como 0, y
CO; (Robb, 1968; Yasuda et al, 1975; Stern et al, 1987). Actualmente existen
disponibles en el mercado, numerosos prepolimeros de silicona que permiten la
fabricacion de membranas, emulsiones, suspensiones, etc. Ademds, las siliconas son el
unico material polimérico que no incorpora plastificantes en su composicién, algunos
de los cuales, como los ésteres del acido ftalico, son fluorescentes y se anaden con el
fin de disminuir la dureza y aumentar la permeabilidad de los polimeros organicos.
Sin embargo, las siliconas presentan el inconveniente de que su superficie no puede
ser modificada, por lo que la inmovilizacion covalente de los indicadores es
practicamente imposible. De ahi que generalmente se utilicen como disolventes para

los indicadores o como membranas permeables a los gases.

Los polimeros, en general, no son buenos disolventes para la mayoria de los
indicadores de interés ya que, transcurrido cierto tiempo, estos ultimos cristalizan o
se disponen en la superficie polimérica formando finas laminas. Ademas, los
indicadores idnicos no se disueiven ficilmente en la mayoria de los polimeros usuales
y los analitos cargados no penetran en los polimeros lipofilicos. Ante tal situacién se
hace necesario inmovilizarlos en la interfase entre el soporte y la disolucidon de la

muestra.
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Los soportes que se utilizan en tas inmovilizaciones superficiales covalentes son

el vidrio (en varias formas), la celulosa y las poliacrilamidas.

La popularidad del vidrio se debe al hecho de que su superficie puede alterarse
con facilidad mediante un tratamiento quimico adecuado, de forma que
practicamente cualquier indicador con propiedades hidrdfilas o hidréfobas puede
unirse covalentemente a su superficie. Por otra parte, el vidrio tiene la ventaja de que
no se hincha en soluciones acuosas y ademds proporciona una cierta selectividad al
encontrarse disponible en particulas de poro controlado (CPG). El principal

inconveniente del vidrio es su fragilidad.

Los recientes avances en la tecnologia de la fabricacion de la ceramica han
hecho posible modelar vidrios porosos de silice a temperatura ambiente segun el
llamado proceso “sol-gel” que poseen un gran potencial para la obtencién de fases
reactivas de sensores quimicos sin mds que seleccionar los reactivos adecuados (Dave
et al, 1994; Lev et al, 1995). La técnica de fabricacidn del “sol-gel” consiste en la
hidrélisis y posterior condensacion de tetraalcoxisilanos en disoluciones
hidroalcohédlicas. De esta forma, se consigue “dopar” los vidrios de silice con
compuestos de diversa naturaleza, introduciéndolos junto a los reactivos de
polimerizacion y quedando asi atrapados en las cavidades del futuro vidrio; al mismo
tiempo es posible su interaccion con especies solubles que acceden a ellos a través de
los poros del vidrio. El proceso sol-gel es un método atractivo para la inmovilizacion
de (biodmoléculas en matrices de silice por su preparacién a temperatura ambiente,
posibilidad de atrapar gran cantidad de reactivo y sencillez. Sin embargo, es preciso
que el soporte obtenido sea funcional, es decir, que reaccione con el analito a
determinar en un tiempo razonable y esto depende en gran medida de una multitud
de pardmetros que es necesario controlar en el transcurso del proceso de fabricacion

del sol-gel (tiempo de envejecimiento, temperatura, etc.).

Algunos soportes hidréfilos, como la celulosa, se han aplicado mucho en la
inmovilizacién de indicadores (Saari et al, 1982), agentes quelatantes (Wegscheider
et al, 1981) y proteinas (Carr et al, 1980; Sharma et al, 1982; Woodward, 1982).
La facilidad de penetracion del agua a través de las membranas de celulosa, hace que
su empleo presente la ventaja de acortar los tiempos de respuesta en medios acuosos.

Se encuentran disponibles en el mercado membranas de espesores minimos (6um)
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como el “cuprophane”, si bien resultan dificiles de manejar debido a su fragilidad y a
la facilidad de contaminacién bacteriana. Ademas de la celulosa, los dextranos y la

agarosa se han utilizado como soportes en procesos de inmovilizacion de enzimas

(Wolfbeis, 1991).

Existen otros soportes de tipo poli(acrilamida) y poli(metacrilamida) que
tienen gran estabilidad quimica pero, a su vez, gran tendencia al hinchamiento,

observandose una deriva de la sefial cuando se hidratan.

Un grupo de polimeros hidrdfilos frecuentemente utilizados son los hidrogeles
(Ratner, 1981; Peppas, 1986). Quimicamente, estan constituidos por un grupo
heterogéneo de polimeros que comprenden entre otros, poli(hidroxietil acrilato)
(PHEMA), poliacritamidas, polivinilpirrolidonas, poli(vinilalcoholes) y poliuretanos. Los
hidrogeles ofrecen una excelente biocompatibilidad, probablemente debida a su

elevado contenido en agua y a sus particulares propiedades superficiales.

tro tipo de materiales poliméricos empleados como soportes en la

O
construccién de optodos son los intercambiadores iénicos. En general, se trata de
materiales sélidos insolubles que contienen cationes o aniones reemplazables por una
cantidad estequiométricamente equivalente de iones del mismo signo en contacto con
la disolucién del electrolito (Helfferich, 1962). Su matriz esta formada por una red

tridimensional de cadenas hidrocarbonadas de cardcter hidréfobo a las que se enlazan

ciertos grupos iénicos de distinta fuerza acida, siendo los mds comunes en el caso de

los intercambiadores catidnicos, los grupos sulfonato (-5S0;7) y los grupos carboxilato

(-CO0O™). Generalmente, los intercambiadores idnicos utilizados con mayor frecuencia

han sido las resinas de intercambio idnico, verdaderos polielectrotitos entrecruzados
con un aspecto tipico de gel. Tanto la selectividad como el equilibrio de intercambio

de la resina se ven afectados por la naturaleza quimica de estos grupos idnicos. Asi
por ejemplo, los grupos R-COO" se protonan a valores bajos de pH y de esta forma
pierden su capacidad de intercambio. Por el contrario, los grupos R-SO;” permanecen

ionizados incluso a bajos valores de pH. En resumen, la capacidad operativa de la
resina muestra una dependencia con el pH de la disolucién. Asimismo, la capacidad de

intercambio de la resina depende del niimero de grupos iénicos enlazados.
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Los intercambiadores catidnicos existen disponibles en el mercado en multitud
de formas (bolas, membranas, etc). Las membranas de intercambio iénico ofrecen la
ventaja de soportar el reactivo en posiciones concretas y ser accesibles al analito.
Ademds, tanto las moléculas del indicador como las del analito pueden difundir
facilmente hasta las regiones interiores de las particulas, mientras que moléculas de
mayor tamario como proteinas o polisacaridos no pueden alcanzarlas, por lo que se
evita la posible interferencia de estos compuestos. El principal inconveniente que
presentan los intercambiadores idnicos es que su matriz es eladstica y se comportan
como “células higroscépicas” que se hinchan y se deshinchan de modo reversible con

absorcion o desorcidén de humedad.

Aparte del poliestireno, disponible en el mercado en varias formas (bolas,
membranas, etc) y con distintos grupos catidnicos o anidnicos en su superficie, existen

otros polimeros hidréfobos como el Nafién® (un polietileno parcialmente fluorado

con grupos HSO;  en su superficie) que permite la inmovilizacién de indicadores

catidnicos. Su excelente estabilidad quimica y mecanica, hace que sea uno de los
materiales mas populares para este tipo de aplicaciones. Otro tipo de polimeros
incluyen la celulosa modificada, copolimeros de estirenofacrilamida y particulas de

Latex” modificada con grupos carboxilo.

1.4.5. TECNICAS DE INMOVILIZACION DEL REACTIVO Y/O
BIOMOLECULA.

Una vez seleccionados el indicador y/o biomolécula y el soporte polimérico, el
siguiente paso en la fabricacién del (bio)sensor consiste en la preparacién de la fase
sensible que se lleva a cabo, normalmente, mediante la inmovilizacion de la
(bio)molécula indicadora sobre el soporte elegido. En el caso de los biosensores
enzimaticos, la inmovilizacidn es un requisito practicamente indispensable, debido a la
estabilidad limitada que presentan muchas enzimas en disolucion y al elevado coste de

las mismas,

Entre las ventajas que aporta la inmovilizaciéon podemos incluir: un estricto
control del medio y las condiciones de reaccién; una mayor estabilidad de las
biomoléculas, en su caso, y la posibilidad de trabajar en modo continuo (Guilbault,

1984; Hansen, 1992).
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Aunque muchos de los procedimientos de inmovilizacion conocidos son
comunes para indicadores y biomoléculas en general, la inmovilizacion de indicadores
y reactivos se puede llevar a cabo en condiciones més drasticas que las requeridas
para la inmovilizacion de enzimas. Ademas, la quimica de la inmovilizacién en el caso

de los indicadores no se limita a reacciones en disotucién acuosa.

El proceso de inmovilizacién puede dar lugar, en algunos casos, a pequenas
modificaciones de las caracteristicas espectrales del indicador, que se traducen en
variaciones de los valores de las constantes dcido-base, de afinidad y, en particular, de
las constantes de desactivacion dinamica de ta luminiscencia (Wolfbeis, 1991). Del
mismo modo, otros
en el caso de las enzimas, el efecto de la fuerza idnica o las especies interferentes,
pueden verse notablemente modificados tras el proceso de inmovilizacién (Jones et

al, 1988; Trettnak et al, 1988). Es por ello que todos estos pardmetros se han de

controlar cuidadosamente y optimizar en cada caso.

En la bibliografia se han descrito una gran variedad de procedimientos de
inmovilizacion de indicadores y/o biomoléculas (Guilbault, 1977; Carr et al, 1980).

En la Figura 11 se muestra una representacion esquematica de los mismos.
En general, podemos distinguir entre métodos fisicos y métodos quimicos.

« En principio, los métodos fisicos de inmovilizacion son completamente
reversibles y se basan en interacciones de tipo electrostdtico, formacién de enlaces
iénicos o interacciones proteina-proteina, entre otras. Se pueden subdividir a su vez,

en: (a) adsorcién; (b) atrapamiento y (c) encapsulacion.

a) Adsorcidn.

Se trata del procedimiento de inmovilizacion mas simple. El indicador o
biomolécula se encuentra retenido en el soporte por simples fuerzas de van der Waals,
interacciones dipolo-dipolo o por enlaces de hidrogeno (Geckeler et al, 1993). La
ventaja de esta técnica reside en el hecho de que ho requiere el empleo de ningun
reactivo adicional por lo que se reduce el peligro de contaminacién de la muestra. Sin
embargo, uno de los mayores problemas de este tipo de inmovilizacion es la
naturaleza reversible de la union entre el reactivo y el soporte, por lo que cualquier

variacién de las condiciones experimentales (pH, temperatura, fuerza idnica, etc)
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pueden provocar la desorcién del indicador. Algunos de los soportes empleados para
este tipo de inmovilizacién son las resinas de intercambio iénico, el poliestireno, la gel

de silice, la alumina y el carbon activado.

@/ o @@@
@ © 9 - - ' @@@
@\\ @‘[ %,

JITIT 7

Adsorcién Atrapamiento Encapsulacion

a4

Enirecruzamiento Covalente

FIGURA 11. Métodos de inmovilizacién de (bio)moléculas.

b) Atrapamiento.

La inclusidn de biomoléculas dentro de la matriz tridimensional de un polimero
fuertemente entrecruzado constituye uno de los métodos de inmovilizacion mas
utilizados. La estructura del polimero entrecruzado estd constituida por pequerias
cavidades producidas durante el entrecruzamiento, quedando la enzima retenida en
éstas. Con esta estructura, las moléculas de sustrato pueden difundir hacia la enzima
pero ésta no puede salir. Entre los polimeros mas empleados para el atrapamiento de
compuestos biolégicos destacan la poli(acrilamida), poli(vinil alcohol) (PVA), cloruro
de polivinilo (PVC), poliuretano (PU), coldgeno, agar-agar, alginato, pasta de carbono,

entre otros.

¢) Encapsulacion.

Permite la inclusiéon de moléculas en una cavidad esférica o microcépsula

porosa que permite el paso a su través de analitos de pequefio tamatio pero que
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impiden escapar al reactivo que contienen en su interior. Los materiales empleados

para la microencapsulacion suelen ur nylon, poliuretano, etc.

* La inmovilizacién por métodos quimicos, dada su naturaleza irreversible, da
lugar a una mayor estabilidad del producto inmovilizado, ya que supone la unidn
covalente entre el indicador y el soporte funcionalizado. Existen dos tipos de

inmovilizacion guimica: (a) entrecruzamiento y (b) unién covalente.

a) Entrecruzamien

Se trata de un tipo de inmovilizacién quimica que requiere el uso de agentes
bifuncionales. Estos reactivos son completamente insolubles en agua y se adsorben
facilmente sobre superficies sélidas. El glutaraldehido, en particular, es uno de los
mas utilizados (Tsuji et al, 1990), aunque también se han ensayado otros muchos

reactivos bi o multifuncionales (Malmros et al, 1987).

Los dos grupos aldehido presentes en la molécula de glutaraldehido reaccionan
con los grupos amino de las enzimas (reactivo) formando un gel viscoso que solidifica

cuando se evapora el disolvente.

CHO H.N-E) H(|:=N—®

((::H;_)z + — (CHz)z

|
CHO H.NCE) HC=N<E)

En la practica, se suele realizar la inmovilizacién en presencia de una proteina
inerte como la albumina de suero bovino (BSA), con el fin de evitar una sobrecarga de
la superficie del soporte con moléculas del compuesto biolégico que puedan originar
problemas de accesibilidad del sustrato o efectos inhibidores debido a la presencia de

elevadas concentraciones de enzima.

b) Unién Covalente.

Generalmente, se trata de la mas irreversible de las técnicas de inmovilizacion.
Su aplicacién requiere la presencia de grupos funcionales adecuados, tanto en el
soporte, como en el indicador y/o biomolécula (Mann-Buxbaum et al, 1990). Los
pasos a seguir generalmente implican tres etapas: (1) activacion del soporte

polimérico y/o indicador, para crear una funcion suficientemente reactiva; (2) reaccion de
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acoplamiento, normalmente se trata de métodos sintéticos clasicos (Hall, 1991) y (3)

eliminacion del excese de reactivo.

Las desventajas de este método son la dificultad y laboriosidad de su
preparacion. Ademas la unidn puede tener lugar a través del grupo reactivo del
indicador o los grupos funcionales de los centros activos de la enzima con la
consiguiente desactivacion de la misma; o bien pueden sufrir cambios
conformacionales que modifiquen su afinidad por el analito. Por ello, es muy
importante un cuidadoso control de las condiciones de reaccidn, tales como la relacién

proteina/agente entrecruzante, pH, temperatura, tiempo de reaccion, entre otros.

Por ultimo, existen disponibles en el mercado polimeros preactivados que
poseen en su superficie grupos funcionales y que en condiciones suaves de reaccién
pueden unirse a aminas u otros nucledfilos. Asi, la compafia Millipore (Bedford, ME)
fabrica distintos tipos de nylon y membranas de nitrocelulosa que permiten la
inmovilizacion de proteinas sin mas que introducir la membrana en la disolucion
correspondiente durante un tiempo determinado. La cantidad de enzima inmovilizada
depende, entre otros factores, del tiempo de inmovilizacién, pH, fuerza idnica y
concentracién de enzima en la disolucién. Otro tipo de membranas preactivadas son
las membranas de inmunoafinidad tipo Byodine® (Pall Company, Glen Glove, NY) con

grupos COOH activados en su superficie.

1.4.6. CARACTERISTICAS DE LA INTERACCION DE LA FASE
REACTIVA CON EL ANALITO.

La funcion de la fase sensible en un optodo es interaccionar con el analito,
dando lugar a una variacién de las propiedades dpticas del reactivo inmovilizado que
puede ser detectada a través de la fibra dptica. Esta interaccion puede tener lugar
siguiendo diferentes esquemas de reaccion, en cada uno de los cuales la fase reactiva
desempena un papel especifico. Asi, la fase reactiva en un (bio)sensor de fibra dptica puede

comportarse como (a) reactivo, (b} absorbente/extractante, (¢) catalizador o (d) sustrato.

a) Reactivo.

Las reacciones analiticas en las que la fase sensible interviene como reactivo se

pueden clasificar en: reacciones estequiométricas y reacciones indicadoras.
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* Reacciones estequiométricas. En la practica, la gran mayoria de los métodos
espectrofotométricos y fluorimétricos estan basados en reacciones estequiométricas
en las que el analito reacciona con un exceso de reactivo dando lugar a un producto
con propiedades dpticas. Estas reacciones pueden y, de hecho, son utilizadas en la

construccion de (bio)sensores opticos.

La fase reactiva contiene todos los componentes necesarios para la formacion
del producto. Sin embargo, este tipo de reacciones presentan serios inconvenientes
para su aplicacion en la fabricacién de optodos. Uno de ellos es la propia naturaleza
irreversible de la reaccién. Puesto que todo el analito que entra en contacto con la
fase reactiva reacciona para formar el producto, la cantidad de éste se incrementa
continuamente hasta que el reactivo es consumido por completo. Esto limita el tiempo
de vida del sensor y complica la calibracidn, especialmente cuando el parametro dptico
medido no varfa de forma lineal con la cantidad de producto formado. Ademas, los
(bio)sensores basados en reacciones estequiométricas precisan de un cuidadoso
control de las condiciones experimentales en lo que se refiere a la eficacia de la
transferencia de masa del analito y la mayoria de ellos sélo sirven para un unico
andlisis, Se han descrito sensores para H,S (Narayanaswamy et al, 1988) y Cl,

(Momim et al,, 1991) basados en este tipo de reacciones.

* Reacciones indicadoras. En el contexto de los (bio)sensores quimicos, las
reacciones indicadoras se prefieren a las estequiométricas porque proporcionan una
respuesta reversible que no depende de la eficacia de la transferencia de masa del
analito (aunque otras variables como el tiempo de respuesta si dependen de la

transferencia de masa).

Habitualmente, las reacciones en las que la fase reactiva participa como
indicador suponen la formacién de un producto acompafiado de un cambio en las
propiedades opticas de la fase reactiva. Es posible determinar, midiendo el cociente de
las sefiales a dos longitudes de onda diferentes, las cantidades relativas de indicador
“libre” y “asociado”, que a su vez estan relacionadas con la concentracion de analito a

través de la siguiente expresion:

(Al = Kin {InA}/[In) C))
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donde A representa el analito; In, el indicador y K;, la constante de equilibrio de la

reaccion.

TABLA III. EJEMPLOS DE REACCIONES INDICADORAS UTILIZADAS EN
LA CONSTRUCCION DE BIOSENSORES.

TIPO DE REACCION ANALITO REFERENCIA
Acido-base pH Kirkbright et al., 1984.
CcO, Vurek et al., 1983,
NH; Caglar et al., 1987.
Formacion de complejos AKIH) Saari et al., 1983.
Pi(Il) De Oliveira et al., 1992

Intercambio de ligandos Vapor de agua Russell et al., 1985.

O Zhujun et al., 1984.
Desactivacion de la Oz _Gehrich et al., 1986.
hominiscencia S0, - Wolfbeis et al., 1988,

Hélurgs " Utbano etal, 1984, :

Una de las ventajas del empleo de reacciones indicadoras en la construccion de
(bio)sensores Spticos es que los dispositivos resultantes presentan una mayor
estabilidad y fiabilidad en cuanto a la calibracién, ya que la posibilidad de efectuar
medidas de intensidades relativas elimina ciertos errores debidos, por ejemplo, a
fluctuaciones instrumentales o a la fotodescomposicién del indicador. Sin embargo, la
respuesta y, sobre todo, el intervalo dinamico util del dispositivo va a depender de la
constante de equilibrio de la reaccion, de forma que cualquier factor incontrolado que
influya sobre la constante de equilibrio (e.g. la temperatura o la fuerza iénica) puede

ser fuente potencial de error.

La mayoria de los (bio)sensores quimicos desarrollados hasta la fecha estan
basados en el empleo de reacciones indicadoras. En casi todos los casos, esta reaccion
tiene lugar en el estado fundamental; pero hay algunas excepciones como es es el caso
de la desactivacién dinamica de la luminiscencia por el oxigeno molecular, donde dicha

interaccién tiene lugar en el estado excitado (véase TABLA III).
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b) Adsorbente/extractante.

En este caso la fase reactiva preconcentra selectivamente un analito cuyas
propiedades dpticas son medidas a través de la fibra o bien cuya presencia modifica
alguna propiedad dptica de la fase reactiva, como puede ser su indice de refraccion. De
igual forma, la adsorcidn/extraccion puede servir para separar al analito de una

matriz que puede interferir en su deteccion.

Entre los ejemplos descritos en la bibliografia se incluyen un sensor para
alcanos en fase gaseosa basado en la extraccion mediante el uso de una membrana
polimérica (Kawahara et al,, 1983) y un sensor para la determinacién de gasolinas en
agua basado en la adsorcion de los hidrocarburos sobre la superficie de una fibra

optica modificada (Giufiani et af,, 1984).
c) Catalizador.

La fase reactiva cataliza la transformacién del analito a un producto que

difiere en sus propiedades dpticas.

Generalmente, los (bio)sensores dpticos basados en este principio incorporan
enzimas como catalizadores en la composicion de la fase reactiva. Los biosensores
enzimaticos requieren un cuidadoso controt de las condiciones experimentales, ya que
cualquier factor que afecte a la velocidad de la reaccidn catalizada o a la eficacia del
proceso de transferencia de masa hacia/desde la superficie del sensor, pueden influir

sobre la respuesta.
(d) Sustrato.

La actividad enzimdtica se puede medir a través de una fibra dptica en cuyo
extremo se encuentra inmovilizado un sustrato adecuado formando parte de la fase
reactiva. Sin embargo, estos dispositivos cuentan con los mismos inconvenientes de los

(bio)sensores basados en reacciones estequiométricas. Debido a que el procedimiento

analitico se basa en el consumo del sustrato inmovilizado, estos (bio)sensores
presentan tiempos de vida limitados, son dificiles de calibrar y requieren un control

de la velocidad de transferencia de masa.
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1.4.7. TECNICAS OPTICAS DE MEDIDA.

Todos los métodos dpticos de analisis quimico y los (bio)sensores de fibra
optica no son una excepcidn, se basan en la interaccion de la radiacién

electromagnética con la materia,

En el caso de los (bio)sensores dpticos, las técnicas espectroscépicas mas
utilizadas son la absorcidn, reflectancia difusa y luminiscencia. Considerando que los
dispositivos descritos en el presente trabajo se basan en medidas de luminiscencia,
concretamente de desactivacion dindmica de la luminiscencia, mencionaremos

brevemente cuales son los principios bésicos de esta técnica.

1.4.7.1. Luminiscencia.

La emisién de luminiscencia se produce cuando se libera en forma de luz la
energia de un estado electronicamente excitado. Dependiendo de si el estado excitado
es un estado singlete o triplete, la emisién recibe el nombre de fluorescencia o
fosforescencia, respectivamente. Para la aplicacién en la construccién de optodos, se
ha recurrido con mayor frecuencia a la fluorescencia que a la fosforescencia, dado el
mayor numero de reacciones indicadoras fluorescentes conocidas que pueden ser

utilizadas para la determinacion continua y reversible de analitos.

Por otra parte, si se compara con la fotometria convencional, las técnicas
luminiscentes son generalmente mas sensibles y selectivas, ofrecen mayor versatilidad
y son compatibles con la medida utilizando una unica fibra ya que la excitacion vy la
emision poseen distinta frecuencia. Por todo ello, el nimero de optodos basados en
medidas de luminiscencia se ha incrementado considerablemente en los ultimos afios

(Liibbers, 1992).

A la hora de desarrollar un optodo basado en medidas de luminiscencia es
posible diferenciar tres casos: 1) el analito es un lumindforo, 2) el reactivo indicador
presenta propiedades luminiscentes que varian como resultado de la interaccién del
mismo en el estado fundamental con el analito, y 3) la emisién luminiscente del
reactivo disminuye debido a la interaccién del mismo en el estado excitado con el

analito (desactivacion dindamica de la emisién, aumento de la misma o un efecto de
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transferencia de energia entre dos indicadores que pueden ser ambos luminiscentes o

bien uno sélo).

Los (bio)sensores de fibra dptica basados en medidas de luminiscencia pueden
detectar variaciones en la intensidad de emision, en el tiempo de vida de emisién
del estado excitado o bien en la polarizacién de la radiacion (si bien este Ultimo

pardmetro no ha sido explotado).

a) Intensidad de emision de luminiscencia. La relacion entre la intensidad de

luminiscencia y la concentracién de analito viene expresada por la siguiente ecuacion:

I=23L0:Clk|1- 236CL 4 (2.335!(: D2y ] ®
donde 1, es la intensidad de la luz de excitacidn, ¢ es el coeficiente de absorcion molar
a ta longitud de onda de excitacion del lumindforo, @ es e! rendimiento cuintico de
emision de luminiscencia de la sustancia luminiscente, | es el paso optico, y K es un
factor que considera cuestiones geométricas del instrumento y tiene en cuenta que

sélo una fraccion de la emision total de la radiacidn es detectada realmente.

Para disoluciones débilmente absorbentes en las que & C I< 0.05, la ecuacion

anterior puede simplificarse,
I=231,0CIK (6)

Por otro lado, existen analitos que desactivan la fluorescencia y/o
fosforescencia de muchos indicadores, como es el caso del oxigeno que puede
considerarse como uno de los mds eficaces desactivadores dindmicos de la
luminiscencia. El mecanismo general de desactivacién de la luminiscencia es el que

aparece representado en el siguiente esquema:

L + hv exci;c(aecidn. L* lun"l(ilnisc S hvr

Kq desactivac. por el analito A

L+A A 6A™

50



1. Introduccion.

La desactivacion del estado excitado del indicador es un proceso dinamico
que implica un choque entre la molécula del indicador y el analito, de ahi que en
algunas ocasiones también se denomine “desactivacion colisional”. La teoria establece
que el proceso de desactivacion de la luminiscencia obedece a la ecuacién de Stern-

Volmer (Stern et al., 1319).

Io/I = 1+ st [QJ (7)

en donde, I, e I son las intensidades de emisién en ausencia y en presencia del
desactivador, respectivamente, [Q] es la concentracién del desactivador y K,, es la
denominada constante de Stern-Volmer que es igual al producto de la constante de
desactivacion bimolecutar difusional (Ko por el tiempo de vida de! indicador en

ausencia del desactivador (z).

El valor de K, y, por tanto, de K,, depende la naturaleza y viscosidad del
disolvente, de la temperatura y, por supuesto, de la naturaleza del lumindforo.
Aunque la ecuacion (6) predice una relacién lineal entre I,/1 y [Q], cuando el
indicador se encuentra soportado en una fase heterogénea, se pueden obtener
desviaciones de la linealidad, debidas sin duda a la diferente accesibilidad para el
analito de las moléculas de luminéforo inmovilizado, habiendo sido desactivadas la

mayoria de ellas al aumentar la concentracién del desactivador.,

Las ventajas de utilizar medidas de intensidad de emisién de luminiscencia en
(bio)sensores de fibra dptica son, entre otras, la gran sensibilidad, selectividad,
versatilidad y flexibilidad espacial que la técnica ofrece. No obstante, pueden
aparecer interferencias provocadas por desactivadores distintos al analito, producirse
efecto de filtro interno, o bien ser necesario el empleo de fuentes de luz UV para la
excitacion o fuentes muy intensas que puedan originar la fotodescomposicion del
indicador. Finalmente, la medida de la intensidad absoluta de emision se va a ver

afectada por las fluctuaciones de la intensidad de la ldmpara y la respuesta del

detector, asi como por las caracteristicas de transmision de la fibra.

Las medidas de fosforescencia son mas sensibles que las de fluorescencia ya

que los tiempos de vida de emisidn fosforescente son mayores y la concentracién de
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desactivador necesaria para alcanzar la misma eficiencia de desactivacién que la

. -3 -5 . .
fluorescencia es unas 10° - 10~ veces inferior.

Los sensores quimioluminiscentes (aquellos en los que el estado excitado se
ha generado a partir de una reaccién quimica) tienen la ventaja de utilizar una
instrumentacién mas sencilla que los anteriores, al no requerir una fuente de luz Y,
ademds, permiten alcanzar muy bajos limites de deteccidén e intervalos dinamicos de
medida grandes. Sin embargo, presentan el inconveniente de que la fase reactiva debe
ser transparente a la luz y que los productos de la reaccion quimica pueden actuar

como desactivadores de la emision.

b) Tiempo de vida de emisidn. Se define como la inversa de la suma de todas

las constantes cinéticas de los procesos que desactivan el estado excitado. En ¢l caso de
decaimientos monoexponenciales, el tiempo de vida se define como el tiempo en el
que sélo 1/e de la poblacion inicial, aun se encuentra en el estado excitado (Suppan,
1994). Los tiempos de vida tipicos de fluordforos varian entre 2 - 20 ns, mientras que
los tiempos de vida de fosforescencia son mayores, del orden de 1 ps - 10 s. El tiempo
de vida se obtiene como valor medio de un numero de moléculas estadisticamente

significativo.

Los sensores opticos basados en medidas de tiempos de vida son utiles, siempre
y cuando el analito afecte al tiempo de vida de emision de! indicador o bien al tiempo
de vida de alguna de las moléculas que intervienen en un sistema de transferencia de
energia. En el caso de optodos basados en la desactivacion dindmica de la
luminiscencia, es posible determinar la concentracién del analito mediante medidas
de intensidad y/o tiempos de vida, ya que el proceso va acompatado de una

disminucion del tiempo de vida de emision.

De acuerdo con la ecuacién de Stern-Volmer, la relacion entre el tiempo de vida

en ausencia (z,) y en presencia de un desactivador (1) viene dada por:

To/T=1+koTo[Q]=1+st[Q] (8)

en la que existe una relacién lineal entre la concentracién del desactivador Q y 1,/ .
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El tiempo de vida de moléculas luminiscentes se puede cuantificar por dos

métodos distintos. Ambos pueden aplicarse a la construccion de optodos:

1. Método de deteccion con resolucion temporal. La muestra se excita con un
pulso de luz corto midiéndose la desaparicién de la luminiscencia en funcién del

tiempo.

2. Método de deteccion sensible a la fase. La muestra se excita con luz
modulada sinusoidalmente midiéndose el desfase provocado por el tiempo de vida

finito del estado excitado, entre la funcién de excitacion y la de emision.

Las medidas de tiempos de vida no se han explotado mucho hasta la fecha de
cara a la construccion de sensores debido, fundamentalmente, a que la
instrumentacion es compleja y costosa; sin embargo las técnicas basadas en medidas
de tiempos de vida presentan ventajas sobre las medidas de intensidad (Schulman,
1988; Wolfbeis, 1991; Lippitsch et al, 1993). Entre ellas podemos citar las siguientes:
1) el tiempo de vida es independiente de la concentracion del luminéforo, por lo que
la vartacion de su concentracion (por fotodescomposicién o “lavado” de la fase
reactiva) no afecta a la sefial analitica; 2) el tiempo de vida no se ve afectado por las
posibles fluctuaciones instrumentales debidas a la fuente o al detector; 3) pueden
emplearse fibras de gran longitud (hasta 1 Km) sin que varie la exactitud ni la
precision en la medida del tiempo de vida (éste debe ser superior a 1 ns). Por todo
ello, hay un considerable interés en los ultimos afios por la busqueda de indicadores
con tiempos de vida relativamente largos (e.g. del orden de microsegundos o mayores)

de forma que se pueda reducir el costo de los dispositivos experimentales empleados.

1.4.8. CARACTERISTICAS ANALITICAS DE LOS OPTODOS.

Los principales factores que definen la calidad de un optodo son la sensibilidad,
selectividad, estabilidad, reversibilidad y tiempo de respuesta. En el caso de los
sensores extrinsecos en los que la fibra dptica actua como simple “guia de luz”, sin
participar de forma activa en el proceso de reconocimiento, las caracteristicas
analiticas del dispositivo serdn, en general, las propias de cada una de las técnicas en

que se basan.

Sin embargo, en aquellos sensores que implican la existencia de fases

heterogéneas (reactivo, soporte, membrana..), ademas de los elementos que
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componen el sensor dptico, éstas tendrén una importancia grande en su respuesta y

habra que tener en cuenta el principio de medida en que se basan (fluorescencia,

reflectancia..).

Sensibilidad. En general, los sensores basados en medidas de fluorescencia,
son mas sensibles que aquellos que emplean la técnica de reflectancia, si bien no
siempre es posible encontrar un indicador o una reaccion que nos permita determinar

analitos mediante técnicas fluorescentes.

Otros factores determinantes a la hora de estudiar las caracteristicas analiticas
de estos dispositivos son el tipo de soporte polimérico y el método de inmovilizacién
seleccionado. Cuando se emplea un soporte sélido es necesario considerar que tanto
las caracteristicas intrinsecas del reactivo (e.g. pK de los indicadores, efecto de la
fuerza idnica, actividad y pH dptimo de funcionamiento en el caso de las enzimas)
como las reacciones que van a transcurrir en él pueden verse modificadas respecto a
lo que ocurre en disolucién. En muchas ocasiones, la inmovilizacion del reactivo
conduce a un aumento de sensibilidad, debido a las posibilidades de preconcentracion
de la muestra en fase sclida. En otras, por el contrario, se observa que el proceso de
inmovilizacién puede dar lugar a una disminucién de la sensibilidad. Asi, por ejemplo,
la eficacia del proceso de desactivacion dindmica de la fluorescencia de un reactivo
soportado puede verse reducida drasticamente al limitarse la accesibilidad del analito

al indicador,

Selectividad. Depende, al igual que en el caso anterior, de la combinacién de
dos factores: la quimica involucrada en el proceso de reconocimiento y la técnica de
deteccion. Normaimente, las biomoléculas proporcionan mayor selectividad que los
reactivos de tipo quimico. De igual modo, las técnicas luminiscentes en sus diferentes
versiones son mas selectivas que los métodos espectrofotométricos. Por ultimo, en
algunos casos el empleo de membranas que permiten el paso selectivo del analito a la

fase reactiva contribuyen de forma importante a la selectividad del optodo.

Reversibilidad. Idealmente todos los (bio)sensores de fibra dptica deberian
ser completamente reversibles, lo que permitiria el uso indefinido del sensor y la
monitorizacién en continuo del analito. Sin embargo, es el tipo de interaccion entre

el analito y la fase reactiva lo que determina la reversibilidad del optodo. Un ejemplo
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tipico de optodos reversibles son los sensores de pH y aquellos basados en procesos de

desactivacién dinamica de fluorescencia.

Tiempo de respuesta. Una situacion muy comun en el caso de los
(bio)sensores de fibra optica es que analito e indicador se encuentren en distintas
fases. En este caso, el factor limitante del tiempo de respuesta del sensor es la
necesaria etapa de transferencia de masa entre ambas fases. Ademds, en aquellos
sensores constituidos por dos fases separadas por una membrana, la difusion a través
de la misma, también afecta al tiempo de respuesta. Un tamatio grande de poro
proporciona una répida respuesta, pero va acompafado de una menor selectividad,
por lo que a la hora de seleccionar la membrana permeable al analito debe optarse
por un compromiso entre selectividad y tiempo de respuesta, Asimismo, en algunos
sensores el tiempo de respuesta es funcién de la concentracién de analito. Esto es
bastante frecuente en el caso de sensores de pH, en los que el tiempo de respuesta a
pH neutro puede ser mayor que a pH acido o bdsico. En estos casos, los métodos
alternativos propuestos para la calibracidn de los sensores inciuyen la medida a un
tiempo fijo antes de que se alcance el equilibrio, o bien medir la variacién de la

pendiente (cambio de la sefal analitica con el tiempo) en funcién de la concentracion.

Estabilidad y tiempo de vida util del sensor. va a depender
fundamentalmente de las caracteristicas del reactivo indicador y del método de
inmovilizacién seleccionado. En algunos casos, los reactivos inmovilizados sufren una
degradacion debido a la accion de la luz, la temperatura o a las soluciones empleadas

para su regeneracion.

Un problema que afecta drdsticamente a la estabilidad de los sensores
luminiscentes es la fotodegradacién del fluordéforo. En el caso de optodos enzimaticos
o de sensores irreversibles, el tiempo de vida util de los mismos dependerd de la
velocidad a la que se desactive la enzima, o bien de la velocidad a la que se consuma el

reactivo.

Como conclusion, podemos decir que en la actualidad los sensores quimicos de
fibra dptica constituyen un nuevo pilar de la Quimica Analitica, que complementa a
otras técnicas analiticas existentes como son la Espectrofotometria, Cromatografia,

Electroquimica y Quimiometria. Ademds, se trata de un campo de investigacidn
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multidisciplinar que requiere la cooperacidn de expertos en distintos dreas cientificas

tales como la Quimica, Ingenieria, Ciencias de los Materiales, Medicina, Biotecnologia,

entre otras.

1.4.9. CAMPOS DE APLICACION DE LOS (BIO)SENSORES DE
FIBRA OPTICA.

Las dreas en las que han encontrado mayor aplicacion los (bio)sensores de
fibra dptica (vease TABLA IV) son generalmente aquéllas en las que se requiere un
seguimiento continuo de determinados pardmetros (que pueden fluctuar en un
intervalo conocido) para garantizar la calidad del proceso y del producto final

(Wolfbeis, 1991; Hall 1991; Sethi, 1994).

TABLA IV. APLICACIONES POTENCIALES DE LOS (BIO)SENSORES DE FIBRA OPTICA.

« Diagnéstico Clinico y Biomedicina.
Analisis de drogas terapeuticas, gases anestésicos, gases respiratorios,
metabolitos, electrolitos.
« Control de la Contaminacion Medioambiental.
Deteccién de especies toxicas en aire, agua y suelos; control de efluentes
industriales.
e Control de Procesos Industriales.

Monitorizacién durante procesos de fermentacion, produccién de alimentos y
bebidas, control de calidad, deteccién de residuos toxicos y peligrosos, gases
inflamables.

« Aniilisis Agricola y Veterinario.
_ Diagﬁé‘stico de enfermedades de plantas y animales, deteccion de compuestos

toxicos en aguas y zonas de cultivo, medida de la demanda bioquimica (DBQO),
contro! de calidad de productos hortofruticolas y productos cirnicos.

« Seguridad/ Defensa.

Detercién y/o diagnéstico de especies nacivas y agentes biologicos tales como
explosivos, gases nerviosos, micotoxinas, virus, bacterias patégenas y toxinas
biolégicas.

e Robotica.

Desarrollo de dispasitivos automatizados para aplicaciones en ambientes
hostiles, aplicaciones domésticas, vehiculos, ete.
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Aplicaciones Biomédicas. Es, sin duda, uno de los mayores campos de
aplicacién de los (bio)sensores de fibra dptica. Esto es debido, en gran parte, a la
posibilidad de los optodos para realizar medidas on line y en tiempo real, lo cual juega
un papel muy importante en ciertas situaciones de riesgo (enfermos en unidades de

vigilancia intensiva o pacientes sometidos a una intervencién quirurgica).

Las tendencias de la Medicina actual se orientan hacia el diagnéstico
preventivo. En este sentido, la determinacién de analitos de interés clinico tales como
glucosa, creatinina, urea, colesterol, triglicéridos y otros, es objeto de una intensa
investigacion con objeto de producir dispositivos capaces de monitorizar en continuo
y de forma automatica estas especies. Aparte de sensores para estos analitos que estdn
presentes en concentraciones elevadas, hay una considerable demanda de bio e
inmunosensores para sustratos minoritarios como es el caso de hormonas y

esteroides, entre otros.

Existen disponibles en el mercado algunos optodos para aplicaciones clinicas
como es el caso del CDI-3M Healthcare System 300 disefiado para la monitorizacion
en continuo del pH y gases en sangre. Asimismo, también existen catéteres de fibra
éptica para la deteccién del nivel de saturacion de oxigeno en sangre, basados en la

medida de la relacion de hemoglobina/oxihemoglobina,

Aplicaciones Medioambientales. El control de los niveles de especies
contaminantes en aguas, aire y suelos se ha convertido en uno de los objetivos

prioritarios de todos los programas de proteccion medioambiental.

La capacidad de las fibras opticas para realizar medidas “in situ”, en ambientes
inaccesibles o “peligrosos” (ambientes explosivos o centrales nucleares), asi como su
capacidad para transmitir sefiales a largas distancias, hacen de los optodos
instrumentos ideales para la monitorizacion en continuo de la contaminacion

medioambiental.

Las especies de interés incluyen desde la determinacion de la demanda
bioquimica (DBO) y el pH del agua de los rios, hasta analitos mds especificos, tales

como detergentes, fertilizantes, herbicidas, etc..
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Control de procesos. El control de (bio)procesos industriales se estd
convirtiendo, poco a poco, en una de las dreas de mayor aplicacion de los
(bio)sensores de fibra éptica (Scheper et al, 1996). La eficacia de la produccion y la
calidad del producto final dependen, en gran medida, del control del proceso de
produccion. Cada vez con mayor frecuencia, los optodos estdn reemplazando a las
técnicas de muestreo cldsico y la Quimica Analitica estd evolucionando de forma que

se lleva el laboratorio a la muestra, en este caso, a la planta industrial.

Las especificaciones que deben cumplir los (bio)sensores de fibra dptica para
su utilizacidn industrial dependen, en gran parte, del drea de aplicacién concreta,
aunque generalmente se requiere en todas ellas tiempos de respuesta minimos,

sensibilidad y selectividad adecuadas, miniaturizacion, bajo coste y fiabilidad.

Biotecnologia. Uno de los més recientes campos de aplicacién de los

(bio)sensores de fibra dptica es la Biotecnologia, donde los procesos involucrados
requieren condiciones estrictas de esterilizacion y estabilidad a largo plazo. Se han
hecho esfuerzos para la monitorizacién de analitos tales como O,, pH, CO,, glucosa y
glutamato en procesos de fermentacion, mediante el empleo de optodos. Sin embargo,
los problemas asociados con la adsorcion de proteinas sobre el terminal sensible, asi
como la necesaria esterilizacién de la fase sensible en contacto con el medio de

cultivo, aun no se han resuelto satisfactoriamente.

TABLA V. EVOLUCION DEL MERCADO MUNDIAL DE BIOSENSORES ($M).

- Diagnastico Clinico 20 88 450
Andilisis Industrial 3 3000 5
Agricultura/Veterinaria 2 50 100

Defensa 2 15 85.
Medio Ambiente 2 20- - 5

Robética 1 5 10
Otras —_ ‘lﬂ. - 20
Total 35 240 895

* Valores estimados.
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Hay que mencionar que, a pesar del enorme potencial de estos dispositivos,
hasta la fecha se han comercializado muy pocos (bio)sensores de fibra optica. La
razon es muy simple: la mayoria de los optodos disponibles actualmente no cumplen
muchos de los requisitos mencionados en el capitulo 1.3. para su aplicacién en andlisis
rutinarios. Ademds, las companias fabricantes de instrumentacion analitica, a
menudo, han ignorado los (bio)sensores de fibra optica entre sus objetivos. Sin
embargo y a pesar de todo, en la presente década el mercado mundial de
(bio)sensores estd experimentando una notable progresién al alza, particularmente en

el campo de las aplicaciones clinicas (vedse TABLA V).

1.4.10. FUTURAS TENDENCIAS EN LA CONSTRUCCION DE
(BIO)SENSORES.

Las tendencias actuales apuntan que en el futuro la investigacién en el campo

de los (bio)sensores se centrara en los siguientes puntos:
a) Desarrollo de nuevos esquemas de reaccion.
b) Sintesis de nuevos indicadores.
¢) Mejora de los dispositivos existentes, en cuanto a materiales y componentes.

d} Acoplamiento de los sensores existentes a otras técnicas analiticas como, por

ejemplo, la cromatografia (técnicas “acopladas™).

e) Desarrollo de sensores o “sondas” desechables de bajo coste, preferibles en

algunos casos a los sensores regenerables,
f) Desarollo de sensores no-invasivos.

g) Desarrollo de sensores para andlisis multielemental con una unica fase

reactiva.

h) Desarrollo de sensores distribuidos a lo largo de una unica fibra éptica para

un mismo o varios analitos.
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2. Parte experimental

2.1. REACTIVOS, MATERIALES Y APARATOS
GENERALES.

2.1.1. REACTIVOS Y MATERIALES.
2.1.1.1. Soportes para la inmovilizacién de reactivos.

- Intercambiador catidnico CM-Sephadex® C-25 (Pharmacia). Capacidad: 4.5
meq g'l. Tamario de particula: 40-125 um.

- Intercambiador catiénico SP-Sephadex® C-25 (Sigma). Capacidad: 2.0-2.6 meq
g’ Tamato de particula 40-125 pm.

- Gel de silice, Partisit® (Whatman). Tama#ho de particula: 5 um; drea superficial
350m° g

- Gel de silice de fase inversa C;3 (Sigma), (tamafio de poro 60 A, drea
superficial 500 m* g, tamarfio de particula 15-40 um).

- Vidrio de poro controlado (Sigma), (tamafio de poro 75 pm, 200-400 mesh).
- Polvo de grafito Dicoex. Ultracarbon (Fisher), Ultra F purity ACHESON-38.

- Membrana de Afinidad INMOBILON®-AV (Millipore). Tamario de poro 0.65 um.
- Membrana de Nylon, ASTM 325-44 (Swiss Silk Bolting Cloth Mfg. Co, CH-9425
Thal/SG, Switzerland). Apertura de malla 44 um; diametro hilo 35 um; espesor

61 um; 126.6 hilos em™ superficie libre 31%.

2.1.1.2. Indicadores.

- Dicdoruro  del  tris[2-(2-pirazinil)tiazol]rutenio(II),  abreviadamente
Ru(pzth),Cl, (Orellana et al,, 1988).
- Dicloruro del tris(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)rutenio(Il), abreviadamente

Ru(®,p)siCl; (Orellana et al., 1988).

2.1.1.3. Reactivos bioquimicos.

- Anhidrasa carbénica (E.C.4.2.1.1, Bovine erythrocytes) con una actividad

especifica de 9000 unidades mg'l de solido, (Sigma).
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- Colesterol oxidasa (E.C.1.1.3.6, Streptomyces species) con una actividad
especifica de 28 unidades mg ' de sélido, (Sigma).

- Colina oxidasa (£.C.1.1.3.17, Alcaligenes species) con una actividad especifica
de 13 unidades mg"1 de sélido, (Sigma).

- Fosfolipasa-D (E.C.3.1.4.4, Streptomyces chromofuscus) con una actividad

especifica de 2650 unidades mg'1 de solido, (Sigma).
- Suero Control Precilip®, (Boehringer Mannhein).

- Suero Control Precinorm® L, (Boehringer Mannhein).

2.1.1.4. Reactivos para la inmovilizacion.

- Glutaraldehido (50% p/v), (Sigma).

- Cianamida (Carbodiimida), (Sigma).

- Sulfato de dimetilo, 99%, (Aldrich).

- D,L- Lisina, 98%, (Sigma).

- Albumina de suero bovino (BSA), (Sigma).

2.1.1.5. Reactivos para disoluciones patrén.

- Carbonato sddico anhidro, (Sigma).

- Colesterol (estandar para Cromatografia), (Sigma).
- Colina, (Sigma).

- Lo -Fosfatidilcolina (from Frozen Egg Yolk), (Sigma).
- Glucosa, (Sigma).

- Bilirrubina, (Sigma).

- Hemoglobina, (Sigma).

- Acido ascérbico, (Merck).

- Acido trico, (Merck).

- Creatinina, (Merck).

- Urea, (Scharlau).

- Etanolamina, (Sigma).

- D,L-Serina, (Merck).

- Esfingomielina, (Sigma).

- Lisofosfatidileolina, (Sigma).
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2.1.1.6, Reactivos para la preparacion de disoluciones reguladoras.

- Biftalato potasico, (Aldrich).

- Acido acético, (Merck).

- Acetato sddico, (Carlo Erba).

- Fosfato monobisico, (Sigma).

- Fostato bibdsico, (Sigma):

- Tris(hidroximetilaminometano-HCl, (TRIS), (Sigma).

- Pirazol, (Merck).

- Acido citrico, (Merck).

- Tetraborato sédico decahidratado, (Sigma).

- Acido (N-[2-hidroxietil] piperazina-N'-{2-etanosulfénico)), (HEPES), (Merck).
- Acido(N,N-bis[2-hidroxietil]-2-aminoetanosulfénico) (BES), (Sigma).
- Glicina, (Merck).

2.1.1.7. Gases.

- Argon, CO,, N, O; del 99.99% de pureza, (SEO).

- Gas certificado, con un contenido en CO; del 9.90%, (Carburos Metélicos).

2.1.1.8. Otros reactivos.

- Acido sulfurico, 96%, (Carlo Erba).

- Acido clorhidrico, 36%, (Carlo Erba).

- Hidrdxido sédico, 97%, (Panreac).

- Triton X-100, (Sigma).

- Isopropanol, 99.5%, (Carlo Erba).

- Metanol, 99.9%, (Carlo Erba).

- Sulfato magnésico heptahidratado, 99.5% (Merck).
- Cloruro sédico, 99.5%, (Merck).

- Cloruro célcico, 95%, (Panreac).

- Cloruro amdnico, 99%, (Panreac).

- Acido piruvico, (Sigma).

- Acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico (5% p/v), (Sigma).
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2. Parte experimental

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica y todas las

disoluciones acuosas fueron preparadas utilizando agua purificada mediante un

sistema Milli-Q (Millipore).

2.1.1.9. Material de analisis por inyeccion en flujo.

- Bomba peristaltica de 4 canales, (Gilson Minipuls).

- Tubos de Viton resistentes a los disolventes organicos.
- Vélvula de inyeccién de 6 vias, (Omnifit 1106).

- Tubo de Teflén (0.5 mm de didmetro interno).

- Conexiones de Teflén.

- Jeringa de inyeccién de pldstico.
2.1.1.10. Otros materiales.

- Membrana de silicona (Ciba-Corning Sylastic® Sheeting, Medfield, MA).
- Silicona transparente (P.E. 04-1011 QUILOSA) sin carga de gel de silice.
- Silicona negra (K-26 QUILOSA).

- Membrana de poliéster Mylar tipo D (Dupont) de 175 um,

2.1.2. APARATOS GENERALES.

- Espectrofotémetro UV-VIS Perkin-Elmer Lambda-3 (Uberlingen, FRG) provisto
de una estacién de datos {modelo 3600).

- Espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50 equipado con un fotomultiplicador
Hammamatsu R-928 sensible al rojo y conectado a un ordenador IBM PS/50.

- Espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS50B conectado a un ordenador Proview
para almacenamiento y tratamiento de datos.

- Espectrofotémetro de fibra Sptica Guided wave 260 (El Dorado Hills, CA)

equipado con una lampara de tungsteno-halégeno de 20W y 6V, un

Toshiba T32008X.
- Espectrémetro para medidas de emision con resolucion temporal (Applied-
Photophysics) equipado con un laser de colorante NY-60 y conectado a un

ordenador HP-98165.
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- Espectrometro para medidas de emisidn con resolucién temporal SPT
(Edinburgh Analytical Instruments FL900) equipado con una ldmpara de
descarga a baja presion (0.3 bar) en N, y un fotomultiplicador Hammamatsu
R928 de respuesta extendida enfriado con un Peltier a -27 °C. El control del
instrumento, la adquisicion de datos y su analisis se realizaron con un
computador empleando el Software suministrado por Edinburgh Instruments
(versidn 3.30).

- Microscopio de fluorescencia Diastar Fotomicroscopy, Reichert-jung.

- Mezclador de gases Argon-Union Carbide para efectuar mezclas de gases en el
intervalo 25 - 100% CO;, con una precisién de + 5%.

- Mezclador de gases Aalborg (Monsey, NY) para efectuar mezclas de gases en el
intervalo 1 - 25% CO,, con una precision de + 0.2%.

- Fibra Optica bifurcada de vidrio (Dolan-jenner) de 1.22-m de longitud;
didmetro interno de 4-mm en los extremos y 6.35-mm en el extremo comun.

- Fibra dptica bifurcada de silice fundida de haz de 14 fibras (500 um cada
una),

- Fibra optica bifurcada de silice fundida (Fiberguide Industries, NJ USA);
didmetro interno de 3.5-mm en los extremos y 6-mm en el extremo comtin

- Célula de flujo de acero inoxidable (termostatizable) de construccién propia.

- Tirador de membranas de construccién propia.

- pH-metro CRISON (modelo 2001) dotado de un electrodo combinado de
vidrio calomelanos.

- pH-metro ORION (modeio 710A) dotado de un electrodo combinado de vidrio
calomelanos.

- Electrodo de CO, ORION (modelo 95 - 02).

- Bafo termostatico Haake D8-GH con control de temperatura de + 1 °C.
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2. Parte experimemal

2.2. DISPOSITIVOS DE MEDIDA.

2.2.1. DISPOSITIVO PARA MEDIDAS DE CO ,.

2.2.1.1. Medidas de Intensidad de luminiscencia.

El sistema empleado para la calibracion y medidas de intensidad de
tuminiscencia con el sensor de CO, estd formado por un espectrdmetro de fibra éptica
Guided Wave 260, en el cual la radiacion procedente de una lampara de tungsteno-
halégeno de 20 W atraviesa un filtro de banda ancha de 400 nm (Oriel, ancho de
banda 50 nm) y se dirige a través de uno de los haces de fibra éptica bifurcada hacia
una célula de flujo construida en acero inoxidable (volumen de analisis

aproximadamente 20 pl), que aparece representada en la Figura 12.

i Junta térica

Fase
sensible

Separador de
- metacrilato

40 mm

~~~aFibra 6ptica

FIGURA 12. Esquema de la célula de flujo empleada para la determinacion de CO,.

La radiacion procedente de la muestra se conduce a través de otro haz de
fibras al fotomultiplicador atravesando un filtro de corte de 530 nm (Oriel, Statford,
CT). Los datos de medida se transfieren, almacenan y procesan en un ordenador
Toshiba T3200SX que controla el proceso de medida. El sistema se haya conectado a
un mezclador de gases que proporciona continuamente flujos de distinto contenido
en CO,. Estos gases se hacen borbotear a través de disoluciones acuosas antes de pasar

. . - v - ¥
a la célula de flujo, teniendo asi los denominados “gases humedos”.
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2.2.1.1. Medidas de luminiscencia con resolucion temporal.

Los tiempos de vida de la emision del complejo luminiscente (z = 1/x, donde x
es la constante de la amortiguacion exponencial de la emisién) se han determinado
mediante la técnica de cronometraje de fotén unico (a la que se suele aludir como
SPT, del inglés “Single Photon Timing” o TC-SPC, de “Time- Correlated Single Photon
Counting”) empleando un espectrometro Edinburgh Instruments FL-900, equipado
con una limpara de descarga a baja presion (tfpicamente 0.3 bar) en N, pulsada a
40000 Hz y con una separacién entre electrodos de 1.5 mm. Como detector, se
emplea un fotomultiplicador Hammamatsu R928 de respuesta extendida (190 - 850
nm), enfriado con un Peltier a -27 °C. Para las escalas de tiempo largas (> 500 ns de
ventana) que, en el caso de los complejos de Ru(I), se hacen imprescindibles, se
conecté el equipo a un generador de retrasos externo Ortec 416A. Para las medidas
con fibra Sptica se ha utilizado un acoplador especial, de disefio propio que se dispone
en el compartimento destinado al portacubetas del espectrofotémetro. El extremo
comun de la fibra éptica bifurcada se introduce en la célula de flujo representada en

la Figura 12, donde se situia la fase sensible.

El control del intrumento, la adquisicién de datos y su analisis se realizaron
con un computador Comelta COP 3865X, empleando el Software suministrado por
Edinburgh Instruments (versién 3.30). El programa permite la determinacion de los
tiempos de vida mediante ajuste de los datos experimentales a una curva exponencial
(o suma de exponenciales en su caso) utilizando un algoritmo de Marquardt y

deconvolucién de la respuesta instrumental.

2.2.2. DISPOSITIVO PARA MEDIDAS DE O, Y DE LOS
BIOSENSORES CON TRANSDUCCION DE O ,.

El sistema empleado para la calibracién y medidas con el sensor de O, y/o los
biosensores con transduccion de O,, desarrollados a lo largo de este trabajo, estd
integrado por un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50 dotado de un acoplador
especial para fibra dptica, en combinacién con una célula de flujo termostatizada en la
que sittian las membranas sensibles, de disefio equivalente a la presentada en el

apartado 2.2.1.1.
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La radiacién procedente de una lampara de Xe pulsada es conducida hacia y
desde el instrumento a través de un haz de fibras opticas bifurcadas (Dolan-jenner,
extremo comun 6.35-mm en el caso del sensor de 0; y colesterol; Fiberguide, extremo
comun é6-mm en el caso del sensor de fosfatidilcolina) cuyo extremo comun se

introduce en la célula de flujo.

En el caso de las medidas de 0., el sistema se haya conectado a un mezclador
de gases (Aalborg) que continuamente proporciona mezclas de distinto contenido en
0, las cuales son conducidas a través de un tubo de nylon de 6-m de longitud y 1/4-
in. (0.d) hasta la célula de flujo. Los datos de medida se transfieren y almacenan en un

ordenador IBM-5X55 que controla el proceso de medida.

El dispositivo experimental que se emplea para calibrar los biosensores con
transducion de oxigeno (Figura 13) esta formado por un sistema de andlisis por
inyeccién en flujo (FIA) que consta de una bomba peristaltica (que impulsa la

disolucion portadora a través de todo el sistema) y una vélvula de inyeccion que

PRODUCTO + H,0,

ﬁ MEMBRAHA
i /' URAMA
4 - g TIICK € INFIOVILZ A F

HELRE SICE/ S ona

S HOPORTE

“ - T anng e

i1,

FIGURA 13. Sistema de flujo para los biosensores con transduccion de Oxigeno.
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2.3. PROCEDIMIENTO OPERATORIO PARA LA
CONSTRUCCION DE LOS (BIO)SENSORES.

2.3.1. SENSOR DE CO,.

Se prepara una disolucién 107 M de Ru(pzth);Cl; en agua, a la cual se
adicionan posteriormente 50.6 mg de carboximetil-Sephadex C-25. La mezcla se
mantiene en la oscuridad durante una hora; a continuacién, se filtra a vacio con
objeto de eliminar el disolvente y finalmente se deja secar. Por ultimo, se toma una
porcién (20 mg) de la resina seca con el complejo adsorbido y se equilibra con 20 uL
de una disolucion reguladora de hidrégenoftalato (0.1 M y pH 7.25). De esta forma, el
Sephadex se hincha y adquiere el aspecto tipico de gel. El procedimiento indicado, se
repite de la misma forma cuando se utiliza como soporte polimérico el sulfopropil-

Sephadex C-25.

2.3.2. SENSOR DE O ,.

Se pesan entre 0.05-75 mg del complejo Ru(cbzp)gz* y se disuelven en 2 mL de
acetonitrilo afadiéndose, a continuacién, 75 mg del correspondiente soporte sélido
(gel de silice, CPG, gel de silice modificada, Cy5 y silicona libre de gel de silice) en cada
caso. L.a mezcla se mantiene en la oscuridad durante 30 minutos con agitacién y a
continuacion se elimina el disolvente en un rotavapor. Las particulas de soporte sélido
con el complejo adsorbido se mezclan con la silicona transparente en una relacién
1:2.6, 1:4 6 1:8 (p/p) hasta completa homogeneizacién y, posteriormente, la mezcla se
deposita sobre una membrana de Mylar (175 um espesor) formando una capa de 75
pm de espesor, en un dispositivo especial de disefio propio similar a los que se utilizan
en cromatografia de capa fina. A continuacién, la membrana se deja secar durante 36
horas a 110 °C y, posteriormente, se deposita sobre la primera capa otra capa de 20
um de silicona negra (Quilosa) que actua como aislante de la luz exterior. Las

membranas se introducen de nuevo en la estufa a 110 °C durante 36 horas.

Pasado este tiempo se cortan circulos de 2 cm de didmetro que se colocan en la

célula de flujo para su medida.
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2.3.3. BIOSENSOR DE COLESTEROL.

Se prepara, en primer lugar, la capa sensible al oxigeno, para lo cual se sigue el

procedimiento descrito en el apartado 2.3.2.

Una vez que se ha adsorbido el indicador sobre la gel de silice (Partisil-5.m) y
preparado la emulsién con silicona, se deposita una capa de 75 um sobre una
membrana de Mylar. A continuacion, con ayuda de un tamiz, se deposita una capa de
carbon activo sobre la silicona humeda y ésta se deja curar durante dos semanas a
temperatura ambiente, para evitar un calentamiento que pueda originar la eclosién

de las particulas de carbdn en el interior de la silicona.

Previamente, el carbon activo se seca en estufa 130 °C durante 90 minutos. A

continuacion, se pesan 2 g y se agitan con 100 mL de una disolucién que contiene

100 mg de carbodiimida en tampén HAc/Ac” 50 mM y pH 4.8 durante 4 horas, a

temperatura ambiente.

Una vez secas, se cortan discos de membrana de 2 cm de didmetro y se lavan
con agua destilada y con una disolucion de etanol al 70%. Se prepara una solucién con
2 mg de colesterol oxidasa (ChOD) (28 unidades mg™) en 75 pL de disotucion fosfato
salina (BFS, 20 mM, pH 7.0) a los que se afiaden 10 ul de glutaraldehido al 2.5%,
depositindose la mezcla sobre la membrana. Se deja evaporar la solucién a
temperatura ambiente, aproximadamente durante 6 horas y finalmente se lava con

(BFS), almacenandose en este mismo medio a 4 °C cuando no estén usandose,

2.3.4. BIOSENSOR DE COLINA/FOSFATILCOLINA.

En la construccion del biosensor se distinguen dos etapas: 1) Inmovilizacién de

la colina oxidasa y 2) la preparacion del biosensor propiamente dicho.
2.3.4.1. Inmovilizacién sobre carbon activo.

El procedimiento utilizado para la inmovilizacion de la enzima colina oxidasa
sobre una capa de carbén activo depositado sobre una membrana sensible al oxigeno

es el mismo que el descrito en el apartado 2.3.3 para la enzima colesterol oxidasa.
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2.3.4.2. Inmovilizacion en membranas de Inmunoafinidad.

Se corta un disco de membrana de inmunoafinidad Inmobilon™-Av (Millipore)
de 17-mm de didmetro y se lava con una disolucion de tampdn fosfato (0.1 M, pH
7.5). A continuacién se prepara una disolucién que contiene 2 mg de la enzima colina
oxidasa disueltos en 50 uL de tampdn fosfato (0.1 M, pH 7.5) y 10 puL de
glutaraldehido al 0.25%. Se sumerge la membrana de Inmobilon®-AV en esta
disolucion, donde permanece durante 24 horas a 4 °C. Por ultimo, se lava la
membrana con tampon fosfato (0.1 M, pH 7.5) y se conserva en este mismo medio a 4 °C

hasta su uso posterior.
2.3.4.3. Inmovilizacién en membranas de nylon.

El método se basa en una modificacion del descrito por Hornby y Morris
(Hornby et al, 1975). En primer lugar, es necesaria una activacién del soporte para
introducir grupos capaces de enlazarse con la enzima. Se corta un disco de membrana
de nylon (ASTM-325-44) de 17-mm de didmetro y se sumerge en un erlenmeyer que
contiene 2.6 g de carbonato potdsico y 10 mL de sulfato de dimetilo. Se tapa y se
introduce en baro de agua a 100 °C durante 15 minutos. El sulfato de dimetilo actuia
sobre los enlaces amida del nylon produciéndose imidoésteres. A continuacion, y con
objeto de detener la reaccién, se introduce el erlenmeyer en un bafio de hielo durante
10 minutos. Se extrae la membrana ya activada y se lava con metanol absoluto a fin
de eliminar el exceso de sulfato de dimetilo sin dafar la estructura del imidoéster

formado.

A continuacion, se introduce la membrana en una disolucién de lisina 0.5 M y
pH 9.0 durante 2 horas en condiciones suaves de agitacion y, posteriormente, se saca
y se lava con NaCl 1 M. Este lavado es seguido de otro con tampén borato 0.1 M y pH
8.5 con objeto de preparar las membranas para la reaccion siguiente con el
glutaraldehido. La introduccion de moléculas espaciadoras de lisina entre el soporte y
la enzima permite evitar interferencias de tipo estérico, ya que la enzima se aleja

fisicamente del soporte.

Para analizar la presencia de grupos amino libres en el soporte, se corta un
trozo de la membrana previamente modificada y se afiaden unas gotas de un agente

revelador: dcido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico al 0.5% en solucién de tetraborato

77



2. Parte experimental

sodico saturado. La coloracion naranja de la membrana indica la presencia de grupos
amino libres en su superficie. El blanco se obtiene anadiendo unas gotas de agente
revelador a una membrana de nylon no modificada. A continuacion, la membrana se
trata con una disolucion de glutaraldehido al 5% en tampén borato 0.1 M y pH 8.5,
durante una hora. En este paso, el grupo amino de la lisina reacciona con el grupo
aldehido del agente bifuncional, formandose una base de Schiff. Para eliminar el

exceso de glutaraldehido se lavan las membranas con tampén fosfato 0.1 My pH 7.5.

Se prepara una disolucion que contiene 1 mg de la enzima colina oxidasa, 75
uL de una disolucion de BSA (4 mg/mL) en tampon fosfato 0.1 My pH 7.5y 75 ul de
tampon fosfato 0.1 M, pH 7.5, depositdndose a continuacién sobre la membrana de
nylon. Se deja entrecruzar dos horas a temperatura ambiente y posteriormente se
introduce en la nevera durante toda la noche. Finalmente, se lava la membrana con
tampon fosfato 0.1 M, pH 7.5 y se conserva en la disolucion reguladora de trabajo a 4 °C

cuando no se usa.

2.4, PROCEDIMIENTO OPERATORIO PARA LA
REALIZACION DE LAS MEDIDAS.

2.4.1. SENSOR DE CO,.

L P L L

2.4.1.1. Medidas en fase gaseosa.

Las medidas se han realizado utilizando mezclas Ar-CO, con un contenido en
este ultimo gas que varia entre el 1-25% y el 25-100% dependiendo del mezclador de
gases empleado. En la Figura 14 se muestra un esquema del dispositivo experimental

empleado para las medidas de CO; en fase gaseosa, con el sensor de fibra optica.

Los gases se hacen borbotear a través de disoluciones acuosas antes de pasar a
la célula de flujo, obteniéndose asi los denominados “gases htimedos”. En la célula de
flujo (descrita en el apartado 2.2.1.1) se situa la fase reactiva sobre una placa de
poli(metacrilato de metilo) con un orificio central de 3-mm de diametro y 0.4-mm de
profundidad. Una de las entradas de la célula de flujo se conecta a un tubo de silicona
que transporta los gases correspondientes y la otra se deja abierta al exterior. Esta

misma célula de flujo se utilizara posteriormente para las medidas en disolucion
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acuosa (ver Figura 12). Como sefial de referencia se toma la correspondiente al 0% de
CO,, obtenida al pasar una corriente de Ar a traves de la célula de flujo. A
continuacion, tras alcanzar el equilibrio, se van alternando las distintas mezclas de
gases humedos empleadas en el calibrado. El contenido exacto de CO, en cada una de
las mezclas, se obtiene a partir del calibrado previo del mezclador de gases, mediante

el método de la burbuja de jabén,

Ar P FLUORIMETRO
ROTAMETROS
Cco, | -
» BORBOTEADOR T
/ S
] T

FIGURA 14. Dispositivo de medida para el sensor de CO; en fase gaseosa.

2.4.1.2. Medidas en disolucién acuosa.

En este caso, el sistema comprende una bomba peristéltica que permite
bombear alternativamente la disolucion portadora y las disoluciones de calibrado a
través de todo el sistema, hasta alcanzar la célula de flujo donde se situa la fase
reactiva. Como sefial de referencia se toma la obtenida al bombear una disotucion de
tampon citrico/citrato 0.1 M y pH 5.0. Las disoluciones patrén de CO, se prepararon
por dilucion de una disolucién estsndar de carbonato sédico de 10° ppm, secado

previamente a 110 °C durante 2 horas en una estufa.

Inmediatamente antes de la medida, el pH de las disoluciones de medida se
ajusta a un valor de 5, mediante la adicion de tampon citrico/citrato 0.1 M, De esta

forma, nos aseguramos de que todas las especies presentes en la disolucién de H,CO,

(HCO;", CO5°" ...) se encuentren en forma de CO. (®).
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2.4.2. SENSOR DE O,.

Las medidas se realizaron utilizando mezclas de Ar-O, obtenidas con un
mezclador de gases con un contenido entre el 2.5-100% de O,. El gas de muestra se
hace pasar a travis de la célula de flujo (descrita en el apartado 2.2.1.1 de esta
memoria), en la cu.:| se situa la fase reactiva sobre una placa de metacrilato de metilo
de 2-cm de diametro y 2-mm de espesor. Una de las entradas de la célula de flujo se
conecta a un tubo de Nylon de 6-m de longitud que transporta los gases

correspondientes y la otra se deja abierta al exterior (ver Figura 12).

Una vez obtenida en el registro una senal estable correspondiente al 0% de O,
que se toma como sefal de referencia, se van alternando las distintas mezclas de gases
empleadas en el calibrado, El contenido exacto de O, en cada una de las mezclas, se
obtiene calibrando previamente el mezclador de gases, mediante el método de la

burbuja de jabén.

2.4.3. BIOSENSOR DE COLESTEROL.

El sistema de flujo utilizado para la calibracion y medidas con el biosensor de
colesterol se ha descrito en el apartado 2.2.2. La membrana sensible se dispone sobre
una placa de poli{metacrilato) de metilo de 2-mm de espesor y el conjunto se situa en

la célula de flujo termostatizada a 30 °C.

Como disolucién portadora se emplea una disolucion reguladora de fosfato
(0.30 mM, pH 7.5) equilibrada al aire, con un contenido en Triton X-100 e
isopropanol de un 2.6 y 11%, respectivamente. Las disoluciones patrén de colesterol
se preparan pesando la cantidad necesaria en cada caso y disolviéndola en la

disolucién portadora.

La disolucién de trabajo se bombea a través de todo el sistema con un caudal
de 0.14 mL min™’ empleando una bomba peristaltica, introduciéndose con una valvula
de inyeccion de 6 vias tanto las muestras como los patrones de colesterol en la

corriente portadora (volumen de inyeccion 500 ul) (ver Figura 13).

Cuando el 0, disuelto se consume en el transcurso de la reaccidn enzimatica, se

produce un aumento de la sefial luminiscente det complejo de Ru(Il} inmovilizado que
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se registra como un pico transiente, cuya altura puede relacionarse con la

concentracion de colesterol presente en la muestra.

2.4.4. BIOSENSOR DE COLINA/FOSFATIDILCOLINA.

El sistema de flujo en el cual se integra el biosensor para la determinacion de
colina/fosfatidilcolina se ha descrito en el apartado 2.2.2. La membrana de nylon se
deposita sobre la membrana de O,, evitando la aparicién de bolsas de aire, de forma
que el contacto entre ambas resulte maximo. A continuacion, se sitta sobre una placa

de poli(metacrilato) de metilo de 2-mm de espesor y se dispone en la célula de flujo.

En este caso, como disolucidn portadora se emplea una disolucisn reguladora
de fosfato (50 mM, pH 8.0) equilibrada al aire. Las disoluciones patron de colina se
preparan pesando la cantidad necesaria en cada caso y enrasando con la disolucién

portadora.

Para la preparacién de las disoluciones patrén de fosfatidilcolina, se procede de
forma similar, pesando la cantidad necesaria y disolviéndola en tampoén fosfato (50
mM, pH 8.0) que contiene un 1% de Triton X-100 y 8 mg/100 mL de CaCl,. A
continuacion estas disoluciones se incuban durante 20 minutos a 37 °C con 33
unidades de la enzima fosfolipasa-D y, por ultimo, se procede a analizar la colina

producida durante la reaccion enzimatica de hidrdlisis del fosfolipido.

La disolucidn portadora se bombea a través de todo el sistema empleando una
bomba peristiltica con un caudal de 0.6 mL min”, introduciéndose mediante una
vaivula de inyeccién de 6 vias tanto los patrones de colina y/o fosfatidilcolina como

las muestras (volumen de inyeccion 40 L) (ver Figura 13).

El consumo de oxigeno que tiene lugar durante la reaccién enzimatica se
detecta por el aumento de la sefial luminiscente del indicador que es registrado como
un pico transiente. Con el paso del portador se alcanza de nuevo un nivel de O,
constante en la disolucidn y la sehal de luminiscencia disminuye volviendo a su valor

inicial.

81



2. Parte experimental

2.5. BIBLIOGRAFIA .

Orellana, G; Alvarez-lbarra, C. y Santoro, J. Inorg. Chem. 1988, 27, 1025.

Hornby, W.E y Morris, D.L. “Immobilized enzymes, antigens, antibodies and

peptides”. Weetall, H.H (ed.). Marcel Dekker, New York, 1975.



3. RESULTADOS
Y DISCUSION.






3.1. SENSOR DE FIBRA OPTICA PARA LA DETERMINACION DE CO,.

3.1.1. Interés andlitico de la determinacién de CO.,.
3.i.1.1. Interés medicambiental.
3.1.1.2. Interés clinico.

3.1.2. Revisién bibliogréfica de ios métodes andliticos
para la determinacién de CO,.

3.1.2.1. Métodos analiticos utilizados para la determinacién
de COa.

3.1.2.2. Sensores de fibra dptica.

3.1.3. Estudios previos a la construccién del sensor.

3.1.3.1 Caracterizacion de las propiedades espectroscdpicas
del indicador.

3.1.3.2. Evaluacion del pKe del estade excitado (PKa™)
3.1.3.3. Fundamento de la medida
3.1.3.4. Eleccion de la disclucién reguladora.
3.1.3.5. Efecto del CO; disuelto sobre la respuesta
del indicador. Modelado tedrico.
3.1.4. Determinacién de CO, mediante un sensor basado
en medidas de intensidad de luminiscencia.
3.1.4.1, Preparacién de la fase sensora.
3.1.4.2. Caracteristicas analiticas del sensor.
3.1.4.3. Reduccién del tiempo de respuesta del sensor.
Empleo de la enzima anhidrasa carbdénica.
3.1.5. Determinacién de CO, mediante un optosensor basado
en medidas de luminiscencia con resolucién temporal.
3.1.5.1. Efecto de la cantidad de indicador inmovilizado.
3.1.5.2. Efecto de la temperatura.
3.1.5.3. Caracteristicas andgliticas.
3.1.4. Aplicacién andlitica del sensor de CO, a medidas
en fase gaseosa.

3.1.7. Aplicacién andlitica del sensor de CO; a medidas
en disclucion acvosa.

3.1.8. Bibllografia.

85






3. Resultados y discusion.

3.1. SENSOR DE FIBRA OPTICA PARA LA
DETERMINACION DE CO.,.

3.1.1. INTERES ANALITICO DE LA DETERMINACION DE CO ,.

El CO, es un analito de gran interés, tanto desde el punto de vista
medioambiental como clinico, asi como en ciertos procesos industriales de tecnologia
alimentaria como las fermentaciones, la carbonatacion de bebidas o la conservacién
de alimentos, entre otros. Asimismo, también se requiere la continua monitorizacién
de los niveles de CO, en lugares como tuneles o aparcamientos, donde es preciso

mantener una calidad de! aire adecuada.

Las principales fuentes que liberan CO, son (Kirk-Othmer., 1978; Marr et al,
1990):

- Combustibles fésiles: EI CO, aparece como producto durante la combustién
de dichos materiales. El aporte anual de CO, a la atmdsfera debido a esta fuente de
produccién es del orden de 10 toneladas, aunque la mayor parte va a ser asimilado

por las plantas (fotosintesis) o por el océano (disolucién).

- Gases de automéviles: Contienen de un 7 - 13% de CO,, dependiendo del tipo

de vehiculo.

- Procesos de fermentacion: En el caso de las industrias cerveceras o de
produccién de bebidas alcohdlicas se generan grandes cantidades de CO,, pudiendo
llegar a obtenerse una atmésfera con casi el 100% de dicho gas en las cubas de

fermentacion.
- Procesos de conversion de la caliza en cemento .

- El aliento que exhalamos . Contiene tipicamente de un 4 a un 5% de CO,.

3.1.1.1. Interés medioambiental.

El CO, se encuentra presente de forma natural en la atmésfera en cantidades
pequefias (ca. 0.03%). Sin embargo, esta proporcion ha aumentado
considerablemente, sobre todo en los ultimos afios, debido al aporte de CO,

procedente de fuentes antropogénicas.
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El CO, experimenta un ciclo continuo dentro y fuera de la atmésfera debido a
las actividades de plantas y animales. En este ciclo del carbono, las plantas por medio
de la fotosintesis, utilizan la energia luminosa para hacer reaccionar el CO, del aire

con el agua, produciendo hidratos de carbono y oxigeno.

CO; + H,0 — Hidratosde C + O, (9

Los hidratos de carbono se almacenan en las plantas, mientras que el oxigeno
se libera a la atmosfera. Cuando las plantas se oxidan por descomposiciéon natural,
combustién o consumo por parte de los animales, se absorbe el oxigeno del aire y se

libera de nuevo CO, a la atmasfera.

Hidratosde C + CO, — (CO; + H,0 (10)

Las ecuaciones (9) y (10) representan el ciclo del carbono en la naturaleza, que
origina esencialmente un nivel atmosférico constante de CO,, a no ser que se vea

alterado por las actividades humanas.

El hombre ha alterado el ciclo del carbono al talar los bosques, lo que
disminuye las plantas disponibles; al quemar carburantes fdsiles y aumentar las

emisiones de CO, procedentes de los automoviles, asi como en el proceso de

_____ lmeantimy e gy

1Isminuy la
capacidad de la naturaleza para eliminar el CO, atmosférico, mientras que las otras
aumentan su cantidad en la atmésfera. El resultado neto ha sido un rapido
incremento, del 30%, en el nivel atmosférico de CO, desde la Revolucion Industrial
(Lorius et al, 1990) y las predicciones apuntan a que esta concentracion se doblard

en el siglo XXI.

La mayor parte de la radiacién solar que incide sobre la tierra, compuesta por
muchas longitudes de onda, no llega a la superficie. El ozono filtra la mayor parte de
la radiacién UV, mientras que el vapor de agua y el CO, atmosférico absorben buena
parte de la radiacién IR. En definitiva, casi toda la tuz que llega a la superficie
terrestre se halla en la regién del visible y aproximadamente la 3% parte de la misma
vuelve a reflejarse hacia el espacio. La mayor parte de los dos tercios restantes es
absorbida por materias inanimadas tales como rocas, cemento, etc y posteriormente

esta luz vuelve a emitirse en forma de radiacién IR o calor, cuando la tierra se enfria.
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3. Resultados y discusion.

El CO, se comporta como un filtro de una sola direccion, dejando pasar la luz visible
pero impidiendo que la luz de una longitud de onda mayor, se desplace en sentido
opuesto. Esto da lugar a un aumento de la temperatura de la atmdsfera y de la tierra,

provocando lo que se conoce como “efecto invernadero”.

Por otra parte, se cree que casi la mitad del CO, liberado a la atmésfera es
absorbido por las aguas marinas, reduciéndose en alguna medida el potencial
calentamiento del planeta, debido a los niveles excesivos de este gas (Walt et al,
1993). El CO, penetra en las aguas ocednicas y superficiales por un continuo
intercambio a través de la interfase hidrosfera-atmésfera, cuya velocidad est4
controlada por la diferencia de presién parcial de CO, entre ambas fases. Recientes
estimaciones (Lorius et al, 1990) indican que la cantidad de CO, disuelto en los
océanos es aproximadamente 60 veces la cantidad de CO, presente en la atmésfera.
Sin embargo, no se conoce muy bien la velocidad del proceso de absorcién del CO,
atmosférico por el océano, aunque es logico pensar que dependera de ciertas
condiciones particulares de las aguas como salinidad, temperatura, etc. (Sarmiento et
al, 1992)

Asimismo, el CO, es un producto del metabolismo animal y ejerce un papel
destacado en el ciclo vital de organismos y plantas. Un aumento del contenido de CO,
libre en los medios acudticos (rios, lagos, etc), originado por un trastorno
medioambiental, puede conducir a graves consecuencias para la fauna de dichos
lugares (Stoker et al, 1981). En el caso de los peces, éstos producen CO; en sus
células como consecuencia de la actividad metabélica; éste difunde hacia las branquias
y posteriormente abandona la sangre difundiéndose en el agua. El aumento de CO; en
el medio exterior retarda su difusion a partir de la sangre del animal, favoreciéndose
su acumulacidn en el organismo y originando una disminucion en el transporte de
oxigeno y del pH de la sangre. En estas condiciones se puede producir la muerte del

animal,

Las plantas, sin embargo, no sélo toleran, sino que responden favorablemente a
niveles elevados de CO, (Stoker et al, 1981), Concentraciones de hasta el 0.1% de CO,
en aire proporcionan un aumento en la produccién de frutos (e.g. tomates) y estos

niveles pueden encontrarse e incluso suministrarse en los invernaderos, especialmente
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si en sus proximidades existe una fuente barata de CO,, como eg una industria

cervecera.
3.1.1.2. Interés clinico.

El anélisis de gases en sangre se realiza usualmente para evaluar el estado
acido-base o el estado de oxigenacién respiratoria del paciente. Es bien conocido que
un estado traumatico o de “shocK” da lugar a alteraciones de la actividad metabolica
que provocan modificaciones en el consumo de O, y la produccién de CO,. El analisis

de gases en sangre incluye normalmente la medicion del pH, Peo, ¥ Po,.

La funcion del equilibrio dcido-base es el mantenimiento de un pH constante en
el organismo. El CO, disuelto en sangre estd en equilibric entre el plasma y los

eritrocitos sufriendo las siguientes reacciones:

CO, + H,0 H,CO; HCO; + H'

En condiciones normales, aproximadamente el 5% del CO, total se encuentra
en el organismo en forma de gas (fisicamente disuelto). El HCO;" constituye
aproximadamente el 30% y el H,CO; menos del 1% del CO, total. En cuanto a los

valores medios de las presiones parciales de CO, venosa y arterial suelen ser 6.1 y

5.3%, respectivamente (Fogt et al, 1990).

El sistema CO,/HCO;™ constituye el sistema regulador fundamental de la sangre

y su mision es mantener el pH hematico. Se describen como “componente
respiratorio” y “componente metabdlico”, respectivamente. El componente
respiratorio, por definicion, se regula a través de la funcién pulmonar y el control se
efectua alterando la concentracion de CO, de la sangre. El mecanismo de regulacion

del componente metabdlico es una funcion del rifion y sus acciones se reflejan en

cambios en la concentracion de HCOs'.

Desde el punto de vista clinico, es necesario detectar los cambios producidos en
ambos componentes, asi como también el pH, para obtener una informacion adecuada

sobre el origen de las alteraciones en el equilibrio 4cido-base hematico.
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3. Resultados y discusion.

Dichas alteraciones son de origen respiratorio y se pueden clasificar en (Henry

et al, 1980):

-Hiperventilacion: Se caracteriza por un aumento transitorio del pH hemitico
como consecuencia de una eliminacién en exceso de CO, a través de los pulmones,

dando origen a lo que se conoce como “alcalosis respiratoria”.

“Enfisema: Es el caso opuesto, ya que, debido a una deficiente eliminacién de
CO;, se produce una disminucién transitoria del pH denominada “acidosis

respiratoria”,

Los métodos tradicionales para anilisis de gases en sangre suponen la
extraccion de una muestra de sangre del paciente y su posterior traslado a un
laboratorio donde es analizada. El proceso puede ser lento y los resultados no reflejar
los niveles fisioldgicos correctos debido a los errores derivados del proceso de
transporte. Ademas, en ciertas situaciones (enfermos en estado critico o sometidos a
una intervencion quirurgica), es necesario un control riguroso en continuo de los
hiveles de CO, en sangre ya que cualquier alteracién puede dar lugar a graves

consecuencias para el paciente (Collison et al, 1990; Halbert, 1990; Leiner, 1991),

Por estas razones, seria interesante desarrollar dispositivos de medida que
permitieran un analisis “in vivo”, rapido y exacto de la presion parcial de CO, y O, en
sangre. Es en este contexto, donde los sensores quimicos de fibra Sptica pueden
aportar sus ventajas frente a otro tipo de dispositivos para la monitorizacién “in vivo”

de gases en sangre y otros analitos de interés clinico.

Desde el afio 1983 se pueden encontrar en el mercado monitores para gases
sanguineos, incluyendo CO,, basados en el empleo de sensores opticos, algunos de ellos
con fibra éptica. Por ejemplo, el CDI/3M “Gas-Stat” que, permite la monitorizacién de
sahgre extracorporea durante cirugia coronaria; el sistema de fibra optica de Puritan-
Bennet “FOX” para la monitorizacién continua “in vivo” en la arteria radial o femoral.
El OS1/Marquette “Online ABG”, un sistema ex vivo para medidas “a pie de cama” y el
recientemente introducido AVL “OPT1”, port4til que permite la realizacién de analisis

in vitro y también “a pie de cama” empleando cartuchos desechables.
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3.1.2. REVISION BIBLIOGRAFICA DE LOS METODOS ANALITICOS
PARA LA DETERMINACION DE CO ,.

3.1.2.1. Métodos analiticos utilizados para la determinacién de CO .

Entre los métodos clasicos de analisis de CO, los mas empleados son la
espectrofotometria infrarroja (IR) para la determinacion de CO, en fase gaseosa y los

meétodos eléctricos (electrodo de pCO,) para el analisis de este gas en disolucion.

a) Espectrofotometria Infrarroja (IR).

Se trata de una técnica analitica muy valiosa para la identificacién de distintos
gases, aunque también se usa en el anélisis cuantitativo. Muchas moléculas pequenas
presentes en el medio ambiente presentan espectros de absorcidn caracteristicos en la
zona IR, de forma que las longitudes de onda de las bandas de absorcién corresponden

a las diferencias entre niveles de energia vibracionales.

El CO, es uno de los gases que puede analizarse por IR ya que tiene una banda
de tension antisimétrica y otra de flexién a 2350 y 650 cm', respectivamente.
Midiendo la intensidad de la banda de tensién situada a 2350 cm™, es posible
determinar la cantidad de CO, en la muestra. Aprovechando esta caracteristica, se ha
aplicado la técnica de IR a la determinacion del €O, total liberado en muestras de
agua tras una acidificacion previa de las mismas (Skirrow, 1975), asi como a la
determinacion del contenido de carbono organico total en aguas, mediante la
conversion de éste ultimo en CO,. Otra aplicacion interesante de la espectroscopia IR
descrita en la bibliografia, es el analisis de CO, en cervezas mediante el empleo de una
técnica especial de muestreo que permite la determinacién en la propia linea de

procesado (Wilks, 1988).

Asimismo, la espectrofotometria infrarroja también se ha aplicado a la
construccién de sensores opticos para CO,. Asf, Manuccia y col. (Manuccia et al,

1985) han descrito el desarrollo de un optodo para la determinacion de Pco, en

sangre, midiendo la absorcién a 4.3 ym y empleando como sefal de referencia la

longitud de onda de 5.05 pm.
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Sin embargo, a pesar de ser una técnica muy sensible, en la practica es dificil de
adaptar a la medida de CO, en disoluciones acuosas, debido a la importante

interferencia que provoca el vapor de agua.

b) Electrodo de pCO,.

La pCO, puede medirse directamente con un electrodo de CO, del tipo descrito
por Severinghaus y Bradley (Severinghaus et al, 1958). Esta medida directa es, en
realidad, una medida modificada del pH. El electrodo consiste en una combinacion de
un electrodo de referencia y un electrodo de vidrio montados ambos por detrés de
una membrana de teflon permeable a los gases. Las caracteristicas de esta membrana
de teflon son tales que las moléculas pequefias sin carga (e.g. el CO, disuelto) la
atraviesan con facilidad, en tanto que las particulas cargadas (e.g.los protones) no lo

hacen.

El electrodo estd construido de tal forma que permite la medida de! pH en una
pelicula fina de solucion de bicarbonato que estd en equilibrio con el CO, de la
muestra problema. El CO, disuelto en la disolucion de bicarbonato, reacciona con el
agua para formar 4cido carbdnico y se mide el cambio de pH originado por este
ultimo. El electrodo de CO, tarda varios minutos en alcanzar el equilibrio, una vez
introducida la muestra, y el tiempo de equilibracion varia con la temperatura de la
misma, con el grosor de la membrana, la fuerza iénica del tampén del electrodo, el
volumen de ese tampdn y con la pCO,. Esto hace que el electrodo precise de una

frecuente recalibracién para compensar las fluctuaciones de la seal.

La pCO; de la muestra puede determinarse mediante una curva de calibracion
que lo relaciona con el pH, o bien mediante la lectura directa con instrumentos que

tengan una escala logaritmica para la pCO,.

3.1.2.2. Sensores de fibra optica.

Ya en 1975, Lubbers y Opitz (Litbbers et al, 1975) informaron sobre la
posibilidad de cuantificar la presion parcial de CO, por medio de sensores opticos u
“optodos”. El principio de medida de la presién parcial de CO, con sensores, tanto

opticos (optodos), como potenciométricos (electrodos), se basa en la deteccién de los

cambios de pH de una solucion tampén de HCO; /H,CO; que estd en equilibrio con la
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muestra, pero separada de ella por una membrana semipermeable a los gases. Estos
cambios de pH son seguidos por medio de indicadores acido-base apropiados
(normalmente indicadores colorimétricos o fluorescentes). En el equilibrio, el pH de la
solucion tampén, depende de la concentracion de H,CO; producido por la hidrélisis del

CO; que atraviesa la membrana, y que a su vez es proporcional a la presién parcial de

CO; en la muestra.

CO, + H,0

H,CO; (K, = 0.0026)
Hy,CO, + H,0 === HCO; +H,0°  (Ky=1.74x10")

- . N 11
HCO, + H,0 =—= (0,¥ +H,0 (k; = 4.69x10 )
Aplicando la ley de accién de masas al 2° equilibrio tendremos:

Kco, = [H30°) [HCO37] / [H,CO03] (11)

donde Kco, es la constante de equilibrio del proceso de disolucion.

Por otra parte, sabemos que la concentracion de H,CO, corresponde a la
concentracion de CO, y que existe una relacion entre la [CO,] y la presién parcial a

través de la ley de Henry:
[COZ] = S . PC02 (12)

donde S es el coeficiente de solubilidad. Combinando las ecuaciones (11) y (12)

tendremos:
[H;0°] = Keo, - S - Peo, / [HCO3] = [CO; - Peo,
En forma logaritmica:
pH = -log Pco, - log [CO,]

pH = pKco, + log [HCO3') /'S - Peo,

Esta ecuacion es idéntica a la ecuacidén de Hendersson-Hasselbach y demuestra

que la medida de la [H,0] permite la medida de la presién parcial de CO,.
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Podemos clasificar los sensores Spticos para la determinacién de CO, recogidos

en esta revision bibliografica en dos grandes grupos:

- Sensores basados en medidas de absorbancia o reflectancia. Emplean
indicadores 4dcido-base o sustancias capaces de modificar su color segun el pH de la

disolucidn,

Sensores basados en medidas de fluorescencia. Emplean indicadores

fluorescentes, cuya emision es sensible a la acidez o basicidad del medio.

a) Qptodos basados en medidas de absorbancia o reflectancia-

Los sensores quimicos de fibra dptica para CO, basados en este principio

incorporan un indicador dcido-base, cuyos cambios de color responden a la variacidén
que experimenta el pH del medio que, a su vez, es funcién de la Py, en la muestra. La

reaccion indicadora es la siguiente:

D (color A) + H* ——» DH (color B).

El indicador se emplea normalmente disuelto en una solucion reguladora de
bicarbonato, o bien, inmovilizado sobre un soporte polimérico y separado de la

muestra por una membrana permeable al CO,.

Vurek y col. (Vurek et al, 1984) han desarrollado un sensor para la
determinacién de CO,, basado en el empleo del indicador rojo de fenol y utilizando un
disefio similar al sensor de pH construido por Peterson y col. (Peterson et al, 1980;
Peterson et al, U.S. Patent, 1980). El sensor descrito consta de un tubo de silicona
relleno de una disolucién isoténica compuesta por el indicador, carbonato potdsico y
cloruro potiasico, sellado en uno de sus extremos con silicona adhesiva y, en el otro,
con un par de fibras dpticas. El calibrado del sensor se realiza midiendo la relacién (R)

de intensidades cuando la fase reactiva es iluminada con luz roja (600 nm) o verde

(558 nm) y se relaciona con el pH a través de la siguiente expresidn:

log (R/K) = -C . (10" + 1) (13)

donde K es un constante Optica del sistema; C es la densidad optica del sensor cuando

todo el indicador se halla en forma basica y 5 es la diferencia entre el pH y el pK, del
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indicador. El sensor responde en el intervalo de pH fisiologico y se ha aplicado a

medidas in vivo.

Miller y col. (Miller et al, 1987) describen un prototipo, cor’ System 1000
(Cardiovascular Devices, Inc, Irvine, CA), para la determinacion de gases y pH in vivo
mediante el empleo de una sonda de fibra éptica de dimensiones tales que permite su
introduccion en la arteria a través de un catéter. El extremo de la sonda estd formado
por tres fibras opticas de 140 pm de diametro, en cuyos extremos se situan las
correspondientes fases sensibles (0,, CO, y pH). Concretamente, el sensor de CO,,
emplea como fase reactiva una disolucion de rojo cresol en bicarbonato encapsulado

en silicona. La PCOZ’ al igual que en el caso anterior, se calcula a partir de la relacion de

intensidades correspondientes a las dos formas del indicador. La precision obtenida
para los distintos analitos pH, CO, y O, es de 0.03 unidades de pH, 2 y 4 Torr,
respectivamente. El optodo mostré una buena biocompatibilidad y permite su uso en
continuo durante un periodo de 72 horas. Sin embargo, tanto el éxido nitroso como

el halotano interfieren en el analisis.

Sonda de Temperatura

Fibras
Opticas

FIGURA 15. Sensor de fibra éptica para la determinacién in vive de pH, Poz y sz.
(Miller et al., 1987).

Recientemente, DeGrandpre (DeGrandpre, 1993) ha desarrollado un sensor de
fibra optica, tipo sonda, para la determinacién in situ de Pco, en aguas de mar, El
sensor estd constituido por una microcélula (1.6 pL) a través de la cual, se hace
circular una solucién indicadora de rojo fenol (pK, 7.5) o azul de bromotimol (pK,
6.8) a un pH apropiado. La membrana externa de silicona que recubre el sensor
proporciona en primer lugar, una barrera permeable al CO; presente en el agua de
mar y, en segundo lugar actia como eficaz dispersor de la radiacién procedente de la

fibra éptica.
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La difusion del CO; a través de la membrana provoca el cambio de color de la
disolucién indicadora y la medida de la relacion de intensidades a las longitudes de
onda de los maximos de absorcién, correspondientes a la forma acida y bésica del

indicador, permite calcular la Py, en la muestra. El sensor muestra una precision
optima de x 0.8 patm para una Pco, de 300 - 500 natm y en cuanto al tiempo de

respuesta varia entre 11 y 26 minutos, dependiendo del caudal empleado para

impulsar la disolucion indicadora a través del sistema.

Entre los inconvenientes del sensor, destaca el hecho de que la membrana de
silicona sufre continuas deformaciones como consecuencia de la presion ejercida por
el agua de mar y el continuo bombeo de la disolucién indicadora. Esto provoca
cambios en la intensidad de la luz reflectora y en el paso dptico que dificultan su uso

para el analisis cuantitativo.

El empleo de un indicador colorimétrico tipo “azo”, como material sensible al
pH, ha servido de base para la construccién de un optodo para CO, disuelto, en el
intervalo de presiones parciales entre 0 - 100 hPa (Weigl et al, 1993). Para la
fabricacién del sensor, se inmovilizé covalentemente el indicador en membranas de
celulosa, a través de grupos vinilsulfénico y, posteriormente, se recubrié con una capa
de un copolimero de silicona altamente permeable al CO,, pero impermeable a los
iones (especialmente a los H;0"). El sensor también incorpora un pigmento mineral
que actua como aislante éptico, aumentando la reflectividad de las membranas y
reduciendo las posibles interferencias debidas a la luz ambiental. El optodo muestra
una aceptable estabilidad, tanto quimica como mecanica, y admite la esterilizacion, lo

cual puede resultar interesante para aplicaciones clinicas.

Por otra parte, la incorporacién de indicadores dcido-base, como el rojo cresol
o el purpura de m-cresol, en polimeros hidréfobos, mediante la formacion de pares
idnicos, ha dado lugar a una nueva metodologia para la construccion de fases
sensibles al CO,. (McMurray, 1992; Mills et al, 1992; Mills et al,, 1994, Mills et al,
1995; weigl et al, 1994; Weigl et al., 1995). La composicion general de dichas

membranas responde al siguiente esquema: indicador (forma anidnica, D7) / catién de
tetraalquilamonio (Q") / polimero / plastificante.

El procedimiento general de medida implica la reaccion del indicador en su
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forma protonada (DH) con el catién de amonio cuaternario (Q",0H, para dar lugar a

un par iénico hidratado intensamente coloreado (D°Q* x H,0). Este par idnico, se

disuelve en el polimero donde, posteriormente, reaccionard con el CQ, de acuerdo al

siguiente esquema:

D"Q" x H,0 + CO, Q" HCO;™ + DH

El resultado de esta reaccidn es la formacién de un nuevo par idnico entre el
cation cuaternario y el anion bicarbonato, liberandose un proton que convierte al
indicador en su forma protonada, con el correspondiente cambio de color asociado. El
proceso es completamente reversible y, en ausencia de CO,, se vuelve a observar el

color correspondiente al indicador en su forma anidnica.

Las membranas desarrolladas segun este procedimiento muestran una rapida
respuesta al CO, gas (< 3 s para un cambio 0 - 5% de CO,), debido fundamentalmente
al hecho de que el par idnico es disuelto directamente en un polimero permeable al
gas y, por ello, no es necesario emplear una membrana de silicona adicional. Ademis,

el agua de hidratacion asociada al par iénico es suficiente para disolver el CO, y

formar HCO;" que compite, posteriormente, por el ion amonio con la forma

desprotonada del indicador. Sin embargo, la utilizacidn. de estas membranas presenta
problemas en medios acuosos de elevada fuerza idnica, o ligeramente acidos (pH < 6),
ya que, en estas condiciones, se favorece la transformacion del indicador desde su

forma inicial desprotonada (azul} hacia la forma protonada (amariila).

Finalmente, también se han desarrollado algunos instrumentos (Organon
Teknika, Durham) para la deteccion de la contaminacién microbiana mediante un
sensor de CO, basado en medidas de reflectancia (Wolfbeis, 1991). Consiste en un
LED compatible con las caracteristicas espectroscopicas del indicador, que se
encuentra en contacto con la muestra de sangre. El crecimiento bacteriano da lugar a
un incremento de los niveles de CO, el cual, a su vez, provoca una disminucién del pH
del tampdn en el que se encuentra disuelto el indicador, cuyo cambio de color es

medido por el instrumento.
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b) Qptodos basados en medidas de luminiscencia.

El mayor numero de indicadores fluorescentes disponibles, asi como la mayor
sensibilidad, selectividad y versatilidad de las técnicas luminiscentes, es la causa de que
se hayan desarrollado muchos mas optodos para CO, basados en indicadores
fluorescentes que en indicadores colorimétricos (Lubbers, 1992). Asi, los optodos
basados en medidas de luminiscencia, presentan generalmente menores limites de
deteccién que los basados en medidas de absorbancia, si bien, el dispositivo ptico
requerido para las medidas de luminiscencia es m4s complejo y costose que el
empleado en medidas de absorbancia. En la TABLA VI se recogen las caracteristicas
mas relevantes de los sensores opticos luminiscentes para CO, descritos en la

bibliograﬂ’a.

El primer sensor optico para la medida de CO,, basado en el empleo de un
indicador fluorescente, fue el desarrollado por Lubbers y Opitz (Libbers et al,
1975). Se trata, en realidad, de una modificacién del electrodo de CO; descrito por
Severinghaus y Bradley (Severinghaus et al, 1958), donde el electrodo de vidrio
convencional se sustituyé por una disolucién de un indicador fluorescente, la 4-
metilumbeliferona, en tampon bicarbonato 1um y, a su vez, separada del medio
exterior por una membrana de PTFE de 6um de espesor. Este indicador resuita muy
adecuado para medidas de pH fisioldgico, ya que presenta un pK,~7.8; sin embargo,
sus maximos de excitacion y emision se encuentran en la zona UV del espectro. La
calibracion del sensor se llevé a cabo midiendo la relacion de la fluorescencia emitida
a 445 nm después de excitar a 318 y 357 nm relacionando, a continuacion, dicho

valor con la Peo,. El sensor ha sido aplicado a la medida transcutanea de la Peo,

(Libbers et al, 1979); sin embargo, debido a la pobre estabilidad de la fase sensible,

este sistema no resultd adecuado para su aplicacién en andlisis de rutina.

La sal trisédica del dcido 8-hidroxi-1,3,5-pirenotrisulfénico (HPTS) es uno de
los indicadores fluorescentes mas frecuentemente empleados en el desarrollo de
optodos para la determinacién de CO, y, ademds, resulta ser un indicador casi ideal
para la medida del pH fisiolégico (Wolfbeis et al, 1983). su empleo proporciona,
entre otras, las siguientes ventajas: alta solubilidad en agua; excitacion y emision en

el visible (470 y 520 nm, respectivamente); posibilidad de excitar a dos longitudes de

89



00!

TABLA VI. CARACTERISTICAS DE LOS OPTODOS MAS REPRESENTATIVOS PARA LA DETERMINACION DE CO, BASADOS EN
MEDIDAS DE LUMINISCENCIA, APARECIDOS EN LA BIBLIOGRAFIA.

Iudicador’ Soporte'" Inmovitizacion’ Tampon Membrana ' Interv. Dindmico Medio Referencia

MUF agarosa disolucion HCOs PTFE 1- 140 Torr  gas/sangre Libbersetal,
R 5-20 mM 1975
HPTS interc. ibnico  eleclrostatica HCOS Silicona 1-6mM acuoso Zhujun et al,,
| | 0.1-100 mM 1984
HPTS poliacrilamida -~ adsercion ~ HCOs 1mM silicona- 20-115Torr  4cuoso  Munkholm etal,
. _ RGN ‘ ~ bisfenol A _ 1988
HPTS celulosa’ - covalenje  HCOy 15 mM silicona 0 - 150 Torr gas V»’olfbegié:8 et al,
HPTS celulosa + TBP disolucion (par = ===~ marn 0.76 - 7.6 Torx gas Mills et al., 1993
i6nico con Q') ' | 0.004 - 10 mM acuoso
SNARF PVP disolucion’  HCO, 100M  Silicona 10 - 100 Torr gas Parker et al,
S ; oM 1993
Fluoresceina  glicol-CPG 6 adsorcion O B 1-190 Torr gas Hirschfeld et
ninguno ' nmguzyo o _ al., 1987
Fluoresceing  polietilenglicol  dispersion . e 0.76 - 213 Torr gas Kawabata et
; S : o al., 1989
HCA/MCP. e e HCO5 silicona- 4.5 - 18 mM agua mar Walt-et al,,
HPTS/NR 2.3 6 0.045 mM bisfenol A 1993
Eosina/PR PHEMA disolucion ~ HCOy 40 mM sﬂlc\ona‘ 7.6 -114 Torr gas Lakowicz et al.,
R6G/PR | | 15 - 75 Torr 1993

 Indicadores: MUF, 4-metilumbeliferona; HPTS, acido 8-hidroxi-1 ,3,6-pirenotrisulfénico; SNARF seminaftorodamina; HCA, 7-hidroxicumarina-4-
acido acético; MCP, purpura de metacresol; NR, rojo neutro; PR, rojo feno] R6G, rodamina 6G. CPG v1dr10 de poro controlado; PHEMA, poli(2-
hid roxietilmetacrilato); TBP, tetrabutilfosfato; PVP, poli(vinilpirrolidona). ‘", cation de tetraoctilamonio. PTFE poli(tetrafluoroetileno)..
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3. Resultados y discusion.

onda diferentes y, por ultimo, la presencia en su molécula de grupos sulfonato que,

permiten una inmovilizacion electrostdtica o covalente del mismo.

La base fotoquimica del funcionamiento de este indicador se representa en el
esquema 1. En el estado excitado, la ionizacién del HPTS se produce a mayor velocidad

que su vuelta al estado fundamental; asi, incluso a pH menor que 7.3, la fluorescencia

que se observa es la caracteristica del estado excitado del PTS™, aunque el HPTS es la
especie mayoritaria en el estado fundamental. Como las longitudes de onda de
excitacion del HPTS y del PTS™ son muy distintas, puede obtenerse una respuesta del
sensor en funcidn del pH del medio, excitando de forma selectiva el HPTS o el PTS" (o

bien, excitando ambas especies secuencialmente y estudiando la relacion de

intensidades de emision correspondientes).

HPTS — > H "+ PTS

hv| 405 nm 470 nm | 520 nm

|

ESQUEMA 1.

Basado en este indicador, Opitz y Lubbers (Opitz et al, 1984) desarrollaron
un instrumento compacto para la medida de CO, con fibra optica, cuya fase reactiva
estd compuesta por HPTS disuelto en tampon bicarbonato y cubierto por una
membrana de PTFE. El tiempo de respuesta del sensor se ve afectado, entre otros
factores, por el espesor del conjunto fase reactiva/membrana semipermeable, asi
como por la capacidad reguladora del tampén empleado y por la cinética del proceso

de hidrélisis del CO,.

Posteriormente, Zhujun y Seitz (Zhujun et al, 1984 construyeron otro

sensor para la medida de CO,, inmovilizando HPTS en una membrana de intercambio
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anidnico. El disefio propuesto consiste en un par de membranas, separadas de una
fibra optica bifurcada por una cavidad rellena de tampon bicarbonato. La membrana
externa es de silicona y la membrana interna es una membrana de intercambio i6nico
que contiene HPTS inmovilizado electrostaticamente. El sensor descrito muestra una

relacion lineal entre la Po, y la [H*] de acuerdo a la siguiente ecuacion:

H']l=K/CN (14)

donde K, es la constante de disociacion del H,CO5; C es la concentracion analftica de
CO,, incluyendo todas las formas hidratadas y no hidratadas y N es la concentracion

del tampdn bicarbonato.

Sin embargo, el intervalo de linealidad obtenido es limitado y, por ello, en la
practica se debe seleccionar una concentracion de bicarbonato tal que las
concentraciones de CO, de interés originen cambios de pH entre 8.0 y 6.5, donde el
sensor de pH es més sensible. Ademas del CO,, el sensor también responde a otras
especies como sulfito y sulfuro (probablemente debido a sus correspondientes especies

volatiles SO, y H,S) que, en caso necesario, pueden ser eliminados por oxidacion,

Heitzmann describe en una patente (Heitzmann, 1985) la preparacion de
membranas fluorescentes sensibles al CO,, sumergiendo particulas de poliacrilamida
entrecruzada en una solucion de HPTS en bicarbonato y embebiendo todo el conjunto
en silicona. Las particulas de poliamida pueden ser omitidas, obteniéndose de esta
forma, una emulsion entre la silicona y la solucién de HPTS en bicarbonato. Las
membranas muestran una excelente estabilidad a largo plazo, siempre y cuando no se

almacenen al aire o en un medio donde la Pco, es baja. En este ultimo caso, se vuelven
inestables, requiriéndose varias horas para la obtencion de una linea base estable,

cuando se exponen de nuevo a niveles altos de Peo,. Este efecto se atribuye a la

deshidratacién que produce una contraccién o expansion de las gotas debido a efectos

de osmolaridad.

Wolfbeis y col. (Wolfbeis et al., 1988) desarrollaron un sensor combinado para
la monitorizacion simultanea de oxigeno y COy, utilizando una membrana compuesta

por dos capas sensibles: una para el oxigeno, formada por el complejo

tris(bipiridina)rutenio(iI), [Ru(bpy)32+], inmovilizado en gel de silice y suspendido en
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3. Resultados y discusion.

silicona; y la otra, para CO;, compuesta de HPTS inmovilizado en celulosa y suspendido
en un hidrogel. El intervalo de respuesta del sensor para la determinacion de CO; se

situia entre O - 150 Torr y el limite de deteccion es de 0.5 Torr.

Dos grupos distintos, Mills y col. (Mills et al, 1993)y Miller y col. (Muiller et
al, 1996) han aprovechado la capacidad de formacion de pares idnicos del HPTS y el
hidréxido de tetraoctilamonio, para atrapar este indicador en una matriz polimérica
de etilcelulosa, dando lugar a fases sensibles al pH y/o CO,. Estas membranas no
incluyen el tampon bicarbonato en la fase reactiva, ya que, el indicador, por si mismo,
actua como un sistema regulador en presencia del grupo hidroxilo. Ademds, las
membranas incorporan en su composicion un plastificante que permite obviar el uso
adicional de una membrana semipermeable, por lo que, los tiempos de respuesta del
sensor se reducen considerablemente. Sin embargo, su pequefio intervalo de
respuesta, asi como, la pobre fotoestabilidad de la sonda, limitan la aplicabilidad de

estos dispositivos.

Los indicadores de pH pertenecientes a la familia de las seminaftorodaminas
(conocidas con el acréonimo SNARF), poseen propiedades fotoquimicas similares a las
del HPTS, si bien, se diferencian en el hecho de que, tanto la forma dcida como la
forma basica del indicador, emiten fluorescencia tras la excitacidn a una unica
longitud de onda. De esta forma, midiendo la relacién de intensidades a las dos
longitudes de onda mdximas, se minimizan los problemas debidos a la posible
fotodescomposicion de la sonda o a variaciones en la intensidad de la fuente, lo que

proporciona un dispositivo de mayor estabilidad temporal.

Ademas de esta caracteristica, el SNARF presenta, entre otras, las siguientes
ventajas: una intensa absorcion en el verde, lo que permite el empleo de LEDs como
fuentes de excitacién; no es sensible al oxigeno y, por ultimo, existen un gran numero
de derivados funcionalizados o covalentemente inmovilizados a dextrano. Entre los
inconvenientes, podemos mencionar que presenta moderados desplazamientos de
Stokes entre las bandas de excitacion y de emision y menores rendimientos cudnticos
de emisién que los del HPTS (especialmente si se encuentran inmovilizados sobre un

soporte sélido).

Basandose en las propiedades luminiscentes de este indicador, Parker y col.

(Parker et al, 1993) han construido sensores de fibra optica para pH/CO,, mediante
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el atrapamiento del SNARF en una matriz polimérica de silicona-poli(vinilpirrolidona).
Dichos optodos muestran intervalos de respuesta para el CO, comprendidos entre 10-

100 Torr y tiempos de respuesta del orden de varios minutos.

Otro tipo de indicadores fluorescentes, empleados con frecuencia en la
construccién de sensores de pH y CO;,, son la fluoresceina y derivados. La popularidad
de las fluoresceinas se debe principalmente al hecho de que existen derivados
funcionalizados comerciales que permiten la inmovilizacion covalente del indicador en
un soporte polimérico (Koller, 1991). Sin embargo, las fluoresceinas suelen ser

fotoinestables y presentan pequerios desplazamientos de Stokes.

Hirschfeld y col. (Hirschfeld et al, 1987) han desarroliado un sensor de fibra
optica para monitorizar la presion parcial de CO; en sangre, midiendo las variaciones
producidas en la fluorescencia de la 2,7-diclorofluoresceina y la fluoresceina sédica,
en funcion del pH. El sensor esta constituido por una unica fibra dptica, que conduce
tanto la radiacion de excitacién como la de emision, lo cual resulta esencial en los
sensores clinicos, puesto que se reduce considerablemente el tamafio de la sonda, se
minimizan los problemas de enfoque y alineamiento éptico y se mejora la estabilidad

fotométrica.

Munkholm y col. (Munkholm et al, 1988), han empleado fluoresceina
copolimerizada con 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA) y con acrilamida para la
construccion de fases sensibles al pH/CO,. Como membrana semipermeable utilizan un
copolimero compuesto de dimetilsiloxano-carbonato de bisfenol A. La polimerizacion
se lleva a cabo sobre la propia fibra dptica de vidrio, que transmite tanto la radiacién

de excitacion como la de emisidn.

Por otra parte, Kawabata y col. (Kawabata et al, 1989) construyeron un
optodo para la determinacion de CO, utilizando una dispersion de fluoresceina en
polietilenglicol como fase reactiva. La fotopolimerizacion se lleva a cabo directamente

al e R A !‘:I ﬂbr

rficie del extremo de la
obteniéndose membranas poliméricas de un espesor aproximado de 10 um. La
respuesta del sensor es reversible para concentraciones de CO, comprendidas en el
intervalo de O - 28% (v/v). El tiempo de respuesta, cuando la seral alcanza el 90% de
su valor maximo, es de 10 s y el limite de deteccion resulté ser el 0.1%. La respuesta

del sensor es rapida; sin embargo, se ve afectada por cambios en 1a humedad relativa.
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El fendmeno conocido como “transferencia de energia de fluorescencia”
desde un fluoréforo (molécula “donante™ a una molécula “aceptora” sensible al pH,

puede constituir la base para el desarrollo de sensores de fibra optica para pH/CO,.

Las condiciones para que dicho proceso sea eficaz son las siguientes: el donante
y el aceptor deben estar a una distancia adecuada conocida como distancia
caracteristica de Forster (~ 50 A); debe existir un solapamiento espectral entre los
espectros de absorcion y emision del indicador y del fluordforo, respectivamente y,
por ultimo, el espectro de absorcion del indicador (aceptor) debe modificarse en

respuesta al pH(PCOZ), en el intervalo de longitudes de onda correspondiente a la

emision del fluordforo (donante). Si se dan todas estas condiciones, la emisién

fluorescente y el tiempo de vida del donante también variaran en respuesta al analito.

Entre las ventajas que aporta la utilizacion de este principio de medida
podemos citar: una mayor sensibilidad hacia el pH; mayor flexibilidad a la hora de
elegir luminéforos seguin sus caracteristicas fotoquimicas y, no tanto, en funcién de
su sensibilidad al pH; y, por tltimo, la posibilidad de disefar optodos fluorescentes

basados en medidas de tiempos de vida de emision.

Siguiendo este principio, Walt y col. (Walt et al, 1993) han construido
sensores Opticos basados en medidas de intensidad de emision para la determinacion
de CO; en agua de mar. Como sistemas indicadores emplean el par HCA/MCP, donde
HCA representa la 7-hidroxicumarina-4-dc. acético (donante) y MCP corresponde al
purpura de m-cresol (aceptor), o bien, una mezcla de HCA y rojo neutro (NR)
disueltos en agua de mar sintética. La disolucién indicadora se dispone en el extremo
de unas fibras épticas, separdndola del medio externo por medio de una membrana de
carbonato de bisfenol A. El principal inconveniente que presenta la sonda es su
elevado tiempo de respuesta, como consecuencia de los procesos de difusién del gas a
través de la membrana y su posterior disolucién. Ademds, los problemas asociados al
empleo de altas concentraciones de moléculas aceptoras (efecto de filtro interno,
elevadas absorbancias y/o turbidez) necesarias, por otra parte, para una eficaz
transferencia de energia, dificultan la medida de intensidad de emision absoluta. Estos
problemas se pueden obviar mediante el empleo de pares donante-aceptor unidos
covalentemente, o bien, mediante la realizacién de medidas de fluorescencia con

resolucién temporal.
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En este sentido, Lakowicz y col. (Lakowicz et al, 1993) han desarrollado
sensores de fibra dptica para pH/CO, basados en el principio de transferencia de
energia de fluorescencia y deteccion mediante espectrofluorimetria de modulacién de
fase. Las parejas de indicadores seleccionadas, eosinafrojo fenol; rodamina 6G/rojo
tenol e hidrazida de rojo Texas/azul de bromotimol se encapsularon en membranas de
silicona permeables al CO,. La instrumentacion requerida para las medidas es
relativamente simple y de bajo coste, lo cual es especialmente importante cuando los

indicadores empleados poseen tiempos de vida del orden de nanosegundos.

Finalmente, aparte de las aplicaciones clinicas y/o medioambientales de los
fluorosensores de CO,, también se han descrito algunos optodos para su aplicacidn en
el campo de la Biotecnologia (e.g deteccion de la posible contaminacién bacteriana
en muestras bioldgicas). Existe en el mercado un dispositivo comercializado por AVL
Photronics, que permite la monitorizacién del nivel de CO, en cultivos bacterianos,
por medio de un optodo basado en medidas de fluorescencia (Swenson, 1990). La
muestra es introducida en contenedores sellados, que contienen un medio de cultivo
estéril y, a continuacién, se somete a un proceso de incubacién durante un
determinado tiempo. Si existe actividad bioldgica en el medio, se producird un

aumento de la concentracién de CO,, como resultado del crecimiento bacteriano, el

cual, puede ser detectado por el sensor de fibra dptica introducido en el contenedor.
El instrumento estd disefiado para permitir la monitorizacion de 240 cultivos
simultdneamente. Cada uno de los 240 sensores esta compuesto por un LED azul
como fuente de excitacién y un fotodiodo como detector. La deteccidn se lleva a cabo

mediante el empleo de LEDs verdes y rojos conectados a un microcomputador.

La busqueda de nuevos indicadores con propiedades fotofisicas y fotoquimicas
adecuadas para la construccion de optodos de pH y/o CO,, que permitan mejorar las
caracteristicas y superar aigunos de los inconvenientes de los dispositivos descritos
hasta el momento (pequefios o moderados desplazamientos de Stokes, excitacion y
emision en el ultravioleta, e imposibilidad de construir dispositivos basados en
medidas de tiempos de vida de emisidn, entre otros), ha constituido una de las lineas
de trabajo de nuestro grupo de investigacion multidisciplinar. En este sentido, hemos
estudiado la posibilidad de utilizar un quelatocomplejo luminiscente de Ru(Il) (dadas

las caracteristicas especialmente apropiadas para el desarrollo de sensores de fibra
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dptica que presentan estos compuestos, como ya mencionamos en el apartado
1.4.4.2), sintetizado por los miembros del Dpto. de Quimica Organica de la U.C.M con
unas propiedades dcido-base caracteristicas, como posible candidato para su aplicacién

en la construccion de un optodo de CO,.

3.1.3. ESTUDIOS PREVIOS A LA CONSTRUCCION DEL SENSOR.

3.1.3.1. Caracterizacion de las propiedades espectroscépicas del
indicador.

a) Propiedades dcido-base del estado fundamental.

En la construccion del sensor para la determinacion de CO, se ha utilizado
como indicador un nuevo complejo luminiscente, el tris[2-(2-piraziniDtiazol]rutenio(ID),
abreviadamente Ru(pzth)32+, sintetizado y caracterizado recientemente (Orellana et
al., 1987; Orellana et al., 1988; Orellana et al,, 1989; Orellana et al,, 1992). Por ser
un miembro de la familia de los complejos polipiridilicos de Ru(ID), el Ru(pzth);**
muestra bandas de absorcién intensas tanto en la zona UV (e = 311 nm, £, = 47000
M cm™) como en la region del visible (e = 460 nM, ¢ 1, = 17000 M em™). Estas
propiedades hacen que dichos compuestos sean de un enorme interés para su
aplicacion como materiales sensibles en los sensores de fibra dptica (Demas et al,

1991).

. soar . P3 .
Ademds entre otras caracteristicas, el complejo Ru(pzth);”" posee tres dtomos
de nitrégeno heterociclicos que no estédn involucrados en la coordinacion con el
atomo metalico, como se puede observar en la Figura 16 donde se representa la

estructura tridimensional del compuesto.

Es precisamente la presencia de estos datomos de nitrégeno heterociclicos no
coordinados, la causa de que este tipo de compuestos participen en reacciones acido-
base. El cardcter basico de estos &tomos de nitrdgeno integrados en anillos de pirazina

permite su protonacion (esquema 2), caracterizada por la constante K,

Ka

[Ru(pzth) o(pzthH)]** + H,0 [Ru(pzth);1** + H;0"

ESQUEMA 2
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N 2+ N/ 3

PJ--—.——“--<if__:;7
\

FIGURA 16. Estructura tridimensional del cation Ru(pzth)**

Hemos estudiado el equilibrio acido-base del indicador en el estado
fundamental. En la Figura 17 se muestran los espectros de absorcién de! Ru(pz’ch);2+
en disoluciones acuosas de pH comprendido entre 0 - 13, asi como en disoluciones de
concentracion creciente de H,350, (8 - 85%, p/p), que corresponden a valores de acidez
de Hammett (H,) de hasta -8.3. Estos espectros ponen de manifiesto la existencia de
un equilibrio entre las especies protonadas y la especie no protonada del complejo,

evidenciado por la aparicién de varios puntos isosbésticos.
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FIGURA 1F. Espectros de absorcion UV-VIS del complejo Ru(pzth);** 10° M en funcién
del porcentaje de H2SO4 (p/ p) presente en el medio.
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En la regién de pH comprendida entre 0 - 14, el espectro de absorcién del
complejo de Ru(II) permanece inalterado, lo cual indica la existencia de una unica
especie, que es la forma no protonada. Este hecho se debe fundamentalmente a la
escasa basicidad de la pirazina (pK, = 0.6) que se ve disminuida adicionalmente al
producirse la coordinacién al centro metalico, cargado positivamente. En cambio,
cuando se incrementa ta concentracion de H,SO, entre el 8 - 42% aparecen varios
puntos isosbésticos que corresponden al equilibrio entre las formas monoprotonada y
no protonada de dicho complejo. Mientras que la forma no protonada presenta
maximos de absorcion en la zona UV y visible, situados a 311 Yy 460 nm

respectivamente, la forma monoprotonada absorbe a 335y 511 nm.,

Si seguimos aumentando la concentracién de acido sulfirico hasta ~ 90%,
aparecen nuevos puntos isosbésticos que indican la existencia de nuevas especies
protonadas. Sin embargo, todos estos cambios en el espectro de absorcién son

completamente reversibles si se neutraliza 1a acidez de la disolucisn.

El célculo de la constante de acidez correspondiente al equilibrio entre las
especies no protonada y monoprotonada del complejo en el estado fundamental, se ha
realizado mediante valoracién espectrofotométrica, por espectroscopia de absorcion
UV-VIS. Este método es ideal cuando el valor del pK, es particularmente bajo o alto
(e.g. menor de 2 0 mayor de 11) y esta basado en la determinacién de la relacién de
especies moleculares (moléculas neutras) a especies idnicas, en una serie de

disoluciones con un valor de acidez de Hammett (Ho) conocido (Rochester, 1970).

El procedimiento empleado ha consistido en preparar una serie de disoluciones
acuosas con concentraciones crecientes de dcido sulfurico y siempre la misma
concentracién del indicador (10° M). El porcentaje de dcido sulfurico en la disolucién
se debe conocer con exactitud, ya que los valores del parametro de acidez de
Hammett (H,) sélo estdn tabulados para determinadas concentraciones porcentuales
del 4cido usado (Rochester, 1970). Lo mismo ocurre con las densidades finales de las
disoluciones, que deben ser conocidas con exactitud para asegurar la constancia en la

concentracion del complejo.

De esta manera, se prepararon disoluciones de complejo con concentraciones
de H;50, en el intervalo de 0 - 85% (p/p) y se registro el espectro de absorcién UV-VIS

de cada una de ellas. La representacion grafica de la absorbancia (A) a cualquier
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longitud de onda distinta de la de los puntos isosbésticos, frente al parametro de
acidez H, de Hammett se ajusta a una curva sigmoidal, cuyo punto de inflexidn es el
pK, del compuesto. Para conseguir la maxima exactitud posible en el calculo, se eligen
aquellas longitudes de onda a las que la diferencia entre los coeficientes de absorcidn

molar de las formas acida y bdsica es maxima.

De esta forma, se ha determinado el pK, a partir de las lecturas de absorbancia
a las longitudes de onda de los cuatro maximos observados en los espectros de
absorcién correspondientes a disoluciones del complejo en las que la concentracién de
H,S0, varia entre el 8 - #2% (Figura 17). Para ello, se calculo el punto de inflexion de

las curvas sigmoidales A/H, que se muestran en la Figura 18.

1.8 d
® 460 nm
1.6 m 510 nm
A 311.7 nm
1.4 |4 e o 333.3 nm
_ f"'%-.._

1.0

0.8

0.6

v
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0 ] | )
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FIGURA 18. Representacion grafica de la Absorbancia frente al parametro de
acidez de Hammett (Ho) de diversas disoluciones del complejo Ru(pzthy** 10° M en
H,S0, de concentracion variable (8 - 42%, p/p).

El valor obtenido fue de pK, = -1.9 + 0.1, el cual refleja efectivamente fa
disminucion de la densidad electrénica que provoca en el heterociclo la coordinacion

al atomo metalico.

Aunque en los espectros de absorcion del Ru(pzth);"" se aprecian nuevos

puntos isosbésticos a concentraciones muy elevadas de H,50s, no ha sido posible
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calcular las sucesivas constantes de acidez (pK., y pK.,), debido a que no se logra

acceder a regiones donde predominen las formas di o triprotonada.

b) Propiedades dcido-base del estado excitado.

Dado que nuestro propdsito es construir un sensor de luminiscencia para la
determinacion de pH o la concentracién de CO, (a través de la transduccién de pH), es
fundamental conocer cual es el comportamiento del estado excitado del complejo en

funcidn de la acidez del medio.

En la Figura 19 se muestran los espectros de excitacién y emisién del
Ru(pzth),* en disolucién acuosa equilibrada al aire a temperatura ambiente. Como se
puede apreciar en dicha figura, el complejo presenta una intensa banda de emisién
centrada a 652 nm que corresponde a la desactivacion del estado excitado *MLCT. En

ambos casos los espectros se encuentran sin corregir.

600 1 v 1 T 1 1 1
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FIGURA 19. Espectros de excitacién (Aem = 653, rendijas 10/10) y de emisién (Aex = 463 nm,
rendijas 10/10, filtro en emisién a 530 nm) del Ru(pzth);?* 10° M en disolucién acuosa equilibrada
al aire y a temperatura ambiente. Espectros sin corregir.

Es bien conocido (Demas et al, 1991; Juris et al, 1988) que para este tipo de
compuestos, después de la excitacion se alcanza inicialmente un estado excitado

singlete que se despobla répida y eficazmente por cruce entre sistemas a un estado
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excitado triplete de transferencia de carga *MLCT; (Ja utilizacién de las nomenclaturas
“singlete” y “triplete” debe tomarse en sentido laxo debido a la fuerte mezcla de
estados que provoca la presencia del metal pesado). La desactivacidn del estado MLCT
tiene lugar a través de procesos radiativos Grom™ = 600 - 800 nm) y no radiativos. La
desactivacion también puede ocurrir por una promocién electrénica, térmicamente
inducida, a un estado triplete de energia proxima centrado en el metal (MO), el cual,
a su vez, decae al estado fundamental sin emision. Ademds, debido a la naturaleza
intramolecular de la transferencia de carga metal-ligando, que proviene de una
transicion electronica desde un orbital centrado en el metal (t;) hacia un orbital de
los ligandos (z*), se produce un aumento de la densidad electrénica del anillo de
pirazina correspondiente y se exalta el caracter basico del dtomo de nitrégeno que no

participa en enlaces de coordinacion con el atomo metalico.

Con el fin de realizar un estudio detallado de la variacién de la luminiscencia
del Ru(pzth);"" con el pH del medio, se procedié a realizar una valoracion
espectrofiuorimétrica de una disolucidn acuosa 1 M de NaOH con una disolucion

acuosa 1 M de HCl en presencia de Ru(pzth);** 10 M (Figura 20).
P P g

Para ello, se acoplé al espectrofluorimetro una cubeta de cuarzo para medidas
en flujo, a través de la cual se bombed de forma continua la disolucion sobre la que se
iban adicionando cantidades crecientes de acido, realizandose el espectro de emision
tras cada nueva adicién y midiendo continuamente el pH del medio. La luminiscencia
del Ru(pzth);** disminuye hasta el 1% de su valor inicial cuando el pH varia desde 12
hasta 0. Por otra parte, la curva de valoracién obtenida al llevar a cabo el proceso
contrario (partiendo de una disolucion acida) conduce al mismo resultado, no
observindose descomposicion ni cambio alguno del espectro de absorcion de las
respectivas disoluciones dentro del intervalo de pH estudiado. Idénticos resultados se

obtuvieron empleando otros 4cidos minerales como el dcido perclorico (Figura 21).

El espectro de absorcién del complejo, como ya se menciond en el apartado
anterior, no se modifica en el intervalo de pH comprendido entre 0 y 12. Asimismo,
cuando una disolucién acuosa del complejo que contiene un 42% de H,504 (medio en
el que més del 99% de su estado fundamental esta en forma monoprotonada) se
excita a 511 nm, se observa una débil emisién centrada a 813 nm que corresponde a

la forma monoprotonada. A la vista de estos resultados, parece claro que la
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transferencia proténica tiene lugar en el estado excitado y que, en ella, se ven

involucrados los atomos de nitrégeno no coordinados de la pirazina.

1/l

12

FIGURA 20. Valoracién por luminiscencia de una disolucién acuosa 1 M de NaOH con
otra 1 M en HCI, ambas con una concentracién 10° M de Ru(pzth)s**.

1.0 |
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1/l

0.2 F

0.0 . L . I A | n I

FIGURA 21. Valoracion por luminiscencia de una disolucién acuosa 10 mM de NaOH con
otra 10 mM de HCIO,, ambas con una concentracién 10° M de Ru(pzth)*".
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Con objeto de comprobar si en medio tamponado se reproducia la variacién de
luminiscencia del Ru(pzth)32+ con la acidez del medio observada anteriormente, se
llevaron a cabo distintos experimentos variando la naturaleza, el pH vy la
concentracion de distintas disoluciones amortiguadoras. Para ello, se prepararon

disoluciones reguladoras de fosfato, hidrogenoftalato y acetato (Figura 22).

Se observa, en todos los casos, una dependencia de la intensidad de emision con
el pH de naturaleza sigmoidal, cuyo punto de inflexién coincide con el pK, de los
distintos tampones empleados (7.20, 5.40 Y #4.76, respectivamente) (Perrin et al,
1974).

Asimismo, el grado de desactivacion de la emisién depende de la concentracion
del tampon (Figura 22A) resultando méximo a la mayor concentracién ensayada, 100
mM. Este hecho es importante de cara a la construccion del sensor, ya que permitira
el empleo de un medio tamponado de concentracion notablemente superior a la
utilizada en los dispositivos  anteriores (tipicamente 1-15 mM en tampén
bicarbonato), con la consiguiente mayor simplicidad de construccién ¥ mantenimiento
operativo del terminal sensible, asi como, una mayor reproducibilidad y estabilidad del

Sensor,

Dado que en medio basico la intensidad de emisién del Ru(pzth),** observada
es independiente de la concentracion del tampon y que no ocurre asi en medio 4cido,
se concluye que la transferencia proténica tiene lugar desde la forma acida del

tampdn y que, por tanto, ésta es la auténtica especie desactivadora,

Segun predice la ecuacion de Stern-Volmer (Stern et al, 1919) la emision
luminiscente de un indicador puede relacionarse con la concentracién de una especie
que actua como desactivadora dindmica de su estado excitado, de acuerdo a la
siguiente expresion:

I/I =1+ K [Q]

en donde I, e I son las intensidades de emisidn en ausencia Yy en presencia del
desactivador Q y K,, es la constante de Stern-Volmer que, a su vez, es el producto de la
constante de desactivaciéon bimolecular del estado excitado (k) y del tiempo de vida

del estado excitado en ausencia del desactivador (xo). Por consiguiente, K,, depende de
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la naturaleza y viscosidad del disolvente, de la temperatura y de la naturaleza del

luminéforo.

' 1 v 1 T T T 1 Y
1.0 | : ~~0 -

0.8 ¢+
10 mM a4
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FIGURA 22. (A) Variacién de la luminiscencia normalizada del Ru{pzth)+** en funcién del
pPH v la concentracién de una disolucién amortiguadora de fosfato. (B) Variacién de la
luminiscencia del Ru(pzth)y®* en funcién del pH de disoluciones amortiguadoras de
hidrégenoftalato y acetato.
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Hemos determinado que esta relacion lineal entre el cociente de I,/I y la [Q] se
cumple en el caso de disoluciones del complejo (Figura 23) en las que se mantiene el
pH practicamente constante y se varia la concentracion del acido de Bronsted
presente en el medio. La eficiencia del proceso de desactivacidn esta directamente
relacionada con la fuerza del dcido de Bronsted empleado y viene reflejada por el
valor medido de la constante de Stern-Volmer (X,,). Cuanto mayor es la fuerza del
cido mas eficaz es el proceso de desactivacién y mayor es el valor de dicha constante,

como se pone de manifiesto con los resultados obtenidos (1975, 1570, 300, 190 y 43

M para H;O", H;P0,, hidrégenoftalato, H,PO." y HAc, respectivamente).

70
1o/t = 1 + koro [HA] H,PO,
80 |
]
50 F 4 //_9
—r— 40 8 2; ,/46/5'/'
K "
30 | .
Q 0.001 0.002 0.0C3
1H;0°1 (M}

0 001 002 003 004 005 008 007 008
[HAT (M)

FIGURA 23. Representaciones de Stern-Volmer de disoluciones acuosas del Ru{pzth),*
en presencia de H3POy (a pH 1.5), HAc (a pH 2.8), H.POy (a pH 4.5), hidrégenoftalato (2 pH 4.1)
& HCH (H,0™).

Sin embargo, con algunos écidos de Bronsted cationicos ensayados, como el
TRIS o los iones imidazolio, con valores de pK, de 8.06 y 6.9, respectivamente, se
encontré que la desactivacion es insignificante o practicamente nula. Este hecho
puede atribuirse a las posibles repulsiones electrostaticas entre las dos especies
cationicas, las cuales dificultan el proceso de transferencia del protén. Igualmente se
ha comprobado que las bases conjugadas (fosfato, acetato y ftalato) de los acidos de

Bronsted ensayados no desactivan el estado excitado del complejo.
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Por ultimo, dado que en el caso del complejo Ru(pzth),** el equilibrio acido-
base tiene lugar en el estado excitado, es de esperar que también el tiempo de vida de
emision varie con el pH. Se han llevado a cabo medidas de tiempos de vida de
disoluciones del complejo en agua, en tampon fosfato (50 mM, pH 7.00) y tampén
hidrogenoftalato (50 mM, pH 53.00) equilibradas con Ar y a temperatura ambiente,
obteniéndose valores de 390, 265 Y 65 ns, respectivamente, lo cual corrobora
nuestras hipctesis. Estos datos confirman la naturaleza dindmica de la transferencia
protonica, asi como la posibilidad de emplear este indicador en la construccién de un
sensor de fibra optica para la determinacion de pH y/o CO, (como representante
principal de los gases “acidos” de interés clinico y ambiental), basado en medidas de

intensidad de luminiscencia y/o tiempos de vida .

3.1.3.2. Evaluacién del pK , del estado excitado (pK a ).

Una caracterizacion completa del indicador requiere la evaluacion de la
constante de acidez del estado excitado (pKa'). El punto de inflexién de las curvas de
valoracién de las Figuras 18-20 no refleja, a diferencia de lo que ocurria con los
espectros de absorcion, el pk,” del estado excitado del indicador luminiscente, salvo en
el caso de que las formas écida y basica del mismo tengan el mismo tiempo de vida de

emision (Schulman, 1988).

Una de las formas de calcular este parametro es a partir de la ecuacion
desarrollada por Férster (15) (Ireland et al, 1976), que se basa en la equivalencia
termodinamica de los distintos caminos por los que una especie 4cida (A), en el estado
fundamental, puede alcanzar el estado excitado de menor energia de la base

conjugada (B).

PKa = pKa + 2.1 x 10 [(1/2a)-(1/20)] (15)

Para el caso que nos ocupa, el empleo de dicha ecuacién conduce a valores de
pK, de 2.6 y 4.5 dependiendo de si las longitudes de onda usadas son las de absorcién
0 emisidén, respectivamente. La discrepancia entre ambos valores se debe,
probablemente, a las condiciones restrictivas del ciclo de Forster, que son todavia

mayores cuando se trata de los quelatos de rutenio.
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Una forma alternativa de evaluar el pK, es a partir de los tiempos de vida de

emision (), mediante el empleo de la ecuacion (16):
PKs =pKap + log (talta) (16)

donde pK,, corresponde al punto de inflexion de la curva de valoracidn de una
disolucién de NaOH 1 M con HC! de la misma concentracidn, utilizando Ru(pz’ch);2+

como indicador.

Sin embargo, ha sido imposible determinar el tiempo de vida de la forma
monoprotonada del complejo, ya que, presenta tiempos de vida menores que la propia
resolucién del equipo utilizado (7 ns) y tan sélo se ha podido obtener el valor del PKap

que resulta ser de 3.5.

A la vista de los resultados, no se puede asignar un valor exacto al pK;,
lnicamente se sabe que es ciertamente mayor que el correspondiente al estado
fundamental (pK,) y, por tanto, que ta basicidad del complejo Ru(pzth)gz* es mayor en

el estado excitado.

3.1.3.3. Fundamento de la medida.

Como resumen de lo ya expuesto, se ha llegado a la conclusion de que el
mecanismo por el cual la emision del complejo Rl,a(pzth)32+ es sensible a los H;O o a
los 4cidos de Bronsted es el que aparece en el siguiente esquema, aceptado por otros

autores para compuestos similares (Nazeeruddin et al., 1984

*[Ru(pzth)3]* + DH — *[Ru(pzth)z(pztht)]3+ + D

460 nm 652 nm 511 nm i 813 nm
1
\j
I Ru(pzth)s}z = [Rupzth)2(pzthH)]3+ + D
— ——————— W
ESQUEMA 3

donde DH representa H;0", Este esquema de reaccion se mantiene cuando el complejo esta
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en presencia de una disolucion reguladora (DH/D"), siendo en este caso la forma 4cida

del tampén (DH) la auténtica especie desactivadora.

En su estado fundamental, entre pH 0 y 14, el complejo Ru(pzth),*" se
comporta como una base muy débil, por lo que se encuentra casi exclusivamente en
su forma no protonada; se precisa un medio fuertemente acido (42% de H,50,, como
ponen de manifiesto los espectros de absorcion UV-VIS mostrados en la Figura 17)
para que tenga lugar dicha protonacién. La excitacién electrdnica de la forma no
protonada puede realizarse practicamente a cualquier longitud de onda en el
intervalo comprendido entre 190 - 550 nm, aunque el maximo de absorcién en la
region visible del espectro electromagnético se encuentra a 460 nm (véase Figura
17). En el estado excitado, la basicidad del complejo es del orden de 10° veces
superior (debido fundamentalmente, al aumento de la densidad electrénica sobre los
tres atomos de nitrégeno no coordinados de la pirazina, como consecuencia de la
transferencia intramolecular metal-ligando), de forma que si existen H,0" u otros
acidos de Bronsted en el medio, es capaz de intervenir en una reacciéon bimolecular
con éstos antes de regresar de nuevo al estado fundamental. Por lo tanto, el
Ru(pzth);* en el estado excitado puede protonarse a valores de pH en que no existe la
forma acida conjugada del estado fundamental (probablemente, se trata de una
protonacion irreversible, pues el cortisimo tiempo de vida del estado excitado, una vez

que ha aceptado un ion hidrégeno, impide que se establezca un equilibrio acido-base).

Asimismo, el estado excitado de ia forma no protonada del Ru(pzth)32+, se
desactiva también, por emisién de fuerte luminiscencia a 652 nm (maximo de emisién
sin corregir). Por el contrario la forma monoprotonada del complejo excitado regresa
mucho mas rapidamente a su estado fundamental, con emisién de una débil
luminiscencia a 813 nm (mdximo de emisién sin corregir). Por consiguiente, la
intensidad de emision a 652 nm, serd proporcional a la acidez o concentracién de otro
dcido de Bronsted presente en el medio. Por otra parte, puesto que la protonacién
tiene lugar en el estado excitado, el tiempo de vida de emisién del mismo (en su forma
no protonada) también se ve alterado en funcidn de la concentracion de acido

presente en el medio.

Este principio de medida es totalmente original y distinto a los empleados, hasta
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el momento, en la construccién de sensores de fibra optica para la determinacidn de
pH y/o CO; (véase TABLA VI, seccion 3.1.2.2) (Orellana et al, 1992), cuyo esquema

bésico de funcionamiento se basa en el equilibrio acido-base del estado fundamental

del indicador.

3.1.3.4. Eleccion de la disolucion reguladora y del pH de trabajo.

En un primer intento de evaluar el efecto producido por el CO, sobre las
propiedades luminiscentes del complejo, se llevo a cabo un estudio en disolucion,
previo a la construccion del sensor, del comportamiento del indicador en presencia de
concentraciones variables del analito. Para ello, se midieron los valores de los tiempos
de vida de emisidn de disoluciones acuosas 10° M de Rl.l(p.z’df1)32+ saturadas de Ar, aire
y CO,, obteniéndose valores de 414, 358 y 333 ns, respectivamente, Después de
resaturar la disolucién con Ar se obtiene una recuperacion de la senal inicial del
98.8%. Estos datos ponen de manifiesto la existencia de una dependencia entre la
serial luminiscente del indicador y la concentracion de CO, presente en el medio, lo
cual permitiria (como ya anticipdbamos en las secciones precedentes), el empleo de
este compuesto en la construccion de un optodo para CO, Sin embargo, las
condiciones experimentales en las que llevaron a cabo estas determinaciones parecen
no ser las optimas, puesto que la emision y el tiempo de vida del indicador en
presencia de un 100% del analito, disminuyen tan sdlo un 20% respecto al valor
obtenido en ausencia del mismo. Por esta razén pasamos a estudiar nuevas
disoluciones amortiguadoras, a partir de las cuales, obtuviésemos una mayor
sensibilidad para el analito, de cara a la construccion de un sensor de fibra optica

competitivo con los ya descritos en la bibliogratia,

A la hora de elegir el tampon se han tenido en cuenta varios aspectos. En
primer lugar, se debe trabajar a un pH tal, que todo el acido de Bronsted presente en
la disolucion se encuentre su forma bésica conjugada, de manera que reaccione con el
analito segun se indica en el esquema 4. Por otra parte, el pH del medio debe ser
adecuado para disolver la mdxima cantidad posible de CO,, consiguiendo al mismo

tiempo una cierta concentracién de especie desactivante del indicador excitado.

Considerando los resultados indicados en el apartado 3.1.3.1, se prepararon

disoluciones 10° M del Ru(pzth);** en tampones de distinta naturaleza, estudiando los
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cambios producidos en la emisién luminiscente, después de saturar la disolucién con

100% CO; y 100% Ar en ciclos sucesivos.

hv /. AH ‘\ .
*Ru(pzth) * {CO, ) CO,
v S|
ESQUEMA 4

Se ensayaron disoluciones amortiguadoras de fosfato 100 mM a distintos
valores de pH: 8.4, 7.9 y 7.2, comprobandose que de todos ellos, el medio mas alcalino
es el que proporciona la mayor sensibilidad al CO,, obteniéndose valores del cociente
Io/I (Ip: intensidad de emisidn en presencia de 100 Ar; I: intensidad de emisién en
presencia de 100% de CO,) de 2.35. Los resultados obtenidos con esta disolucién se

muestran en la Figura 24A.

Un hecho que llama la atencién observando dicha grafica es que, a partir del 2°
ciclo de medida, no es posible obtener recuperaciones del 100% de la sefal inicial,
después de resaturar la disolucién con Ar. En principio, este fenémeno podria deberse
a la permanencia en la disolucién de una pequefa cantidad de CO, residual (en forma
de las especies determinadas por el pH final del medio), que no puede ser eliminado

por completo de la fase acuosa.

Aparte del fosfato, también se estudic la posibilidad de utilizar tampon
hidrogenoftalato (HFt)/ftalato (Ft*) cuyo valor de pK., es de 5.41, ya que se ha
comprobado, (véase Figura 21), que la desactivacion del estado excitado del indicador
por los iones hidrégenoftalato es més eficaz que la observada en presencia de H,P0,’,
lo cual nos llevé a tomarlo en consideracion, a pesar del riesgo de trabajar en el limite

de la capacidad amortiguadora del tampén.

Para ello, se prepararon disoluciones del complejo en tampén
hidrégenoftalato/ftalato de concentracion 0.1 M cuyos valores de pH correspondian a

6.52, 7.25 y 7.45, respectivamente. En cada una de ellas, se midié la variacién de la sefal
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FIGURA 24. Efecto del CO; sobre la intensidad de emisién del Ru(pzth)s*" en presencia
(A) de una disolucion reguladora de fosfato 100 mM a pH 84 y (B) en presencia de una

disolucién reguladora de HFt-/Ft>- 100 mM a pH 7.25.
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de emision después de borbotear en la disolucidn sucesivamente una muestra de gas
de 100% Ar - 100% CO, (I, intensidad de emisién en presencia de 100% Ar; I:
intensidad de emision en presencia de 100% CO,), obteniéndose los resultados que

figuran en la TABLA VIL.

TABLA VIIL EFECTO DEL pH DE LA DISOLUCION AMORTIGUADORA HFt /Ft*

(0.1 M) SOBRE LA RESPUESTA DEL Ru(pzth);** 10° M FRENTE A CICLOS
SUCESIVOS 100% Ar - 100% CO ,.

I
pH CICLO1 CICOL/IO 2 CICLO 3
6.52 2.35 238 237
7.25 3.01 2.95 2.93
745 3.12 | _ 3.05 3.05

La eleccion del pH 6ptimo supone llegar a un compromiso entre el grado de
desactivacion obtenido y la capacidad amortiguadora del tampon. A la vista de los
resultados mostrados en la TABLA VII, se ha seleccionado e! pH de 7.25 como el mis
adecuado, por ser aquél al cual el proceso desactivacién/recuperacion ha resultado
mas favorable con respecto a los otros dos probados. A pH menores de 7.25, la
variacién de la concentracion de hidrégenoftalato en el medio es menor y, de ahi que,
la desactivacion se produzca en menor extension. A valores de pH mayores de 7.25 el
grado de desactivacion es ligeramente superior, pero la capacidad amortiguadora del

tampdn es menor, con la consiguiente inestabilidad del pH que ello conlleva.

Por otra parte, los espectros de emisién mostrados en las Figuras 24A y 24B,
demuestran que la eficacia de la desactivacion en presencia de una disolucién saturada
de CO;, es mayor cuando se utiliza una disolucién amortiguadora de hidrégenoftalato
potasico, ya que la emisién del complejo disminuye un 67% de su valor inicial frente a
un 57% en el caso del tampon fosfato. En cuanto a los tiempos de vida de emisidn
obtenidos en presencia de tampon hidrogenoftalato, sus valores, 387 ns (Ar), 332 ns
(aire) ¥ 111 ns (CO,), confirman los resultados obtenidos con medidas de intensidad

de emision.
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Por otra parte, en lo que se refiere a la recuperacion de la senal inictal, el
empleo de hidrégenoftalato de pH 7.25, también favorece dicho proceso, ya que se
han obtenido recuperaciones del 97% frente al 80% alcanzado con tampédn fosfato.
Sin embargo, en ambos casos los sucesivos ciclos 100% Ar - 100% CO, conducen
exactamente a los mismos niveles de emision de la primera purga con CO, y de la
segunda saturacion con Ar. Este fendmeno, como ya anticipdbamos, puede deberse a
un pequefa cantidad de CO, que permanece en la disolucion y que no puede ser

eliminado por completo del medio.

La obtencion de una desactivacién mas eficaz del estado excitado, asi como la
mayor recuperacién de la sefial inicial obtenidas con el empleo de un tampon
hidrégenoftalato/ftalato, han sido las razones que nos han llevado a seleccionar este
sistema regulador como el 6ptimo para la construccion del sensor objeto de este
trabajo. En presencia del tampdn, la intensidad y el tiempo de vida del Ru(pzth);**
tendrdn un valor determinado, debido a su desactivacién _parcial por el
hldrogenof’tale;topresenie en la disolucién. Ahora bien, la disolucién del CO, en dicho
medio producird una variacién en las concentraciones de hidrégenoftalato y ftalato,

de manera que aumentard la concentracién de HFt™ en el medio, produciéndose

consecuentemente una disminucién de la intensidad y tiempo de vida de

luminiscencia, que sera proporcional a la concentracién de CO,.

Por ultimo, resefar que, al igual que ocurre con otros complejos de Ru(Il)
(Demas et al, 1991), se ha comprobado que el O, también desactiva el estado
excitado del Ru(pzth);z*, ya que los valores, tanto de intensidad de emision, como de
tiempos de vida, obtenidos a partir de disoluciones acuosas del complejo equilibradas
al aire son el 83% de los correspondientes a la misma disolucién purgada con Ar. En

medio tamponado se han obtenido resultados similares,

3.1.3.5. Efecto del CO, disuelto sobre la respuesta del indicador.
Modelado tedrico.

Una vez optimizados el tipo y pH de la disolucién reguladora que proporcionan
mayor sensibilidad en la respuesta al CO,, se procedié a realizar un calibrado en

disolucion borboteando gases con un porcentaje variable de CO,. Para ello, se han

medido los valores de intensidad y tiempo de vida de emision de disoluciones del
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complejo Ru(pzth);”” en tampén HFt/F 100 mM y a pH 7.25, saturadas alternativamente

con Ar y con mezclas Ar-CO; de distinto contenido en este ultimo gas,

En la Figura 25 se muestra el calibrado realizado en todo el intervalo de
concentraciones de CO,, en el cual se ha representado el cociente I,/1 (1{1) en funcién
de! porcentaje de CO, presente en la mezcla de gases (donde 1, (1) es la intensidad
(tiempo de vida) de emisién del compuesto en ausencia de CO; e 1 (0) es la intensidad

(tiempo de vida) de emisién en presencia de distintas mezclas Ar{CO,).

3.5 v T

lp/1lo}, To/T(A)

0'5 L | i I\ " I A 1

0 20 40 60 80 100
[CO,l (%)

FIGURA 25. Calibrado realizado en una disolucién de Ru(pzth)?* 10° M en tampén
hidrégenoftalato 0.1 M a pH 7.25, empleando una mezcla de gases CO,/ Ar saturadas con H;O en
funcién de la concentracién de CO, presente en la misma. Condiciones de trabajo (Pr = 718.15
Torr; 21 °C; PVH20(2‘1 °C) = 21.65 Torr). La linea sélida/ punteada corresponde a una union manual

de los puntos experimentales.

Como se observa en esta Figura, no se obtienen relaciones lineales, como cabria
esperar a partir de la representacion de I/1 (1,/7) frente a la concentracién de CO;,

tal y como predice la ecuacion de Stern-Volmer (17) para aquellos casos en los que la

desactivacidn es puramente dindmica.

I/1 = 1o/t = 1+ Ky [Q] an
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Sin embargo, habria que tener en cuenta dos aspectos que explicarian la falta
de linealidad observada en los calibrados de Stern-Volmer: en primer lugar, el
mecanismo que gobierna la respuesta de nuestro indicador hacia el CO,, donde el
verdadero desactivador de la luminiscencia del complejo es el ion hidrégenoftalato y
no el CO,; y en 2° lugar, los equilibrios quimicos en los que se ven involucradas las

especies presentes en la disolucion,

De cara a una completa caracterizacion del mecanismo de respuesta del sensor,
seria deseable encontrar una funcién matemitica que relacione la senal analitica
obtenida con la concentracién de CO,, de forma que se pueda llegar a obtener un
modelo que permita predecir el comportamiento del sensor y la funcién de calibrado
a partir del menor nimero posible de puntos. Para ello, es necesario conocer cémo se

modifica el pH de la disolucién vy, por tanto, la concentracién de la especie

hidrogenoftalato (HFt") (verdadero desactivador) en funcién de la presion parcial de

Puesto que existe una dependencia de las constantes de equilibrio con la fuerza
ionica, antes de plantear ningun equilibrio, calcularemos en primer lugar el valor de la
fuerza i6nica de nuestro medio compuesto de un tampdn hidrogenoftalato/ftalato de

concentracion 0.1 My pH 7.25, empleando la siguiente expresion:
=% 3c(z)* (18)

donde ¢ y z; corresponden a la concentracion y la carga del ion, respectivamente.

Se ha obtenido un valor de n = 0.3 que debera considerarse a la hora de

calcular el valor de las respectivas constantes de equilibrio aparentes.

La cantidad de CO, disuelto en agua depende no sélo de su presion parcial, sino
también de la interaccién con otros solutos presentes en la disolucién (Butler, 1982).
En soluciones acidas (pH < 5) la concentracién de CO, (en mol L'Y) viene determinada

por la ley de Henry:
{CO21 = Ky -Peo, (19)

donde Pc02 es la presion parcial de CO, en atmdsferas y Ky es la constante de Henry,

i H ter A A
la cual varfa ligeramente con la composicion de
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cuenta la fuerza idnica del medio (u = 0.3), Ky vale 0.0316 mol L atm® a 25 °C

(Butler, 1982).

En el caso de disoluciones alcalinas, el CO, hidratado se ioniza para dar iones
hidrégeno, iones bicarbonato e iones carbonato, de acuerdo a las ecuaciones 20) y
(21). La reaccidn de hidratacion del CO; en agua para originar H,CO;, es lenta
comparada con la reaccién de ionizacién del H,CO;, por lo que, si se realizasen
mediciones en la escala de tiempos del orden de milisegundos, se podria distinguir
entre el CO, disuelto y las especies hidratadas. Sin embargo, en el equilibrio la [H,C0;)
es tan s6lo 107 veces la de CO, y, al tratarse de especies no cargadas, ninguna de ellas
tiene especial significacion en el equilibrio 4cido-base, por lo que expresaremos a
partir de este momento de forma abreviada la suma de [H;CO5]1+(CO;} simplemente

como [CO,].

CO; (ac) + H,0 HCOs™ + H;0" k.25 =813« 107 (20)

CO;” + H;0" K, "% = 174 %10 (21)

HCO_;- + Hzo

La dependencia de la concentracién de las distintas especies con el pH vendra
dada por las siguientes ecuaciones, en forma logaritmica:
log [CO.]= log Ky + log Pco, =-1.50 + log Pco, (22)
log [HCO37]= log Ka, + 10g{CO,] - log[H;0"] = (23)
=-7.59 + log Pco, + pH
log [CO3%= log K,, + log [HCO57] - log[H;0"] = (24)
=-17.35 + log Pco, + 2 pH

log [H,COs] = -3 + log [CO,] (25)

Las [CO,] y {H,CO5] son independientes del pH; tan sélo dependen de la presién

parcial de CO,. Las unicas especies cuya concentracion varia en funcion del pH son

HCO;™ y CO,%.

Por otra parte, otros equilibrios posibles son aquéilos en los que se ven
involucradas las especies que constituyen la disolucién amortiguadora. Para obtener

esta disolucidn se disolvié hidrégenoftalato potasico en un volumen determinado de
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agua y, a continuacién y antes de enrasar la disolucion, se ajustd el pH hasta 7.25

mediante la adicion de NaOH.

Hth + HzO

HFt + H3;0" K2 =195x10°  (26)

HFt™ + H,0 Ft + H;0° K, "f-1.26x10° (27)

41

Sabiendo que 0.1 = [H;Ft] + [HFtY + [th’}, a partir de las ecuaciones (26) y

(27) despejando y sustituyendo tendremos:

+ HzFt
0.1 = [HFt] [1 + [H:0) + Ky ]
K™ [H30"] (28)

de donde, despejando la [HFt"] que, de acuerdo a lo indicado en 3.1.3.1.b, se propone

es 1a especie desactivante de! Ru(pzth)f" excitado:

Ol Kagzpt [HBO+]
[H30+]2+K321Ft [H3O+]+K;;2Ft KaTth (29)

[HFt] =

Esta expresidn pone de manifiesto la dependencia de la [HFt"] (desactivador del

estado excitado del indicador) con el pH, que a su vez dependera de la concentracion
de CO, disuelto en el medio. Para el calculo del pH correspondiente a cada presion
parcial de CO,, tendremos que plantear en primer lugar el balance de carga

incluyendo todas la especies iénicas presentes en el medio,

Balance de carga:
[H)+[Na'1+[K'] = [HCO5 )+ 2[COs™ )+ [HFt ]+ 2[Ft¥1+[OH] (BO)

Por otra parte, si consideramos que inicialmente, a pH = 7.25, practicamente

todo el HFt se ha neutralizado con NaOH para dar Ft*', en el equilibrio se cumplird

que:

[Na®) = [K'] = ([Ft¥)+[HFt ]+ [HoFED (3D

Sustituyendo esta expresion en el balance de carga,
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(H Y+ 2([Ft¥)+ [HFt )+ [HoFt]) = [HCO5 Y+ 2[CO5% 1+ [HFE )+ 2[Ft*]+[OH)

de donde se obtiene la condicién proténica:

[H7+ [HFt1+2[H,Ft] = [HCO;]+2[CO:2 T+ [OH] (32)

A partir del diagrama, representado en la Figura 26, se puede concluir que

esta condicion protdnica se cumple en el punto de corte [HFt1=[HCO;], lo cual

implica, que el equilibrio prioritario es el correspondiente a la reaccién:

CO; + HyO + Ft¥ s==== HFt" + HCO;3" K = 0.064

log C

FIGURA 26. Diagrama de predominancia de las especies presentes en disoluciéon en
funcion del pH y de la presién parcial de COu: (—) Peo,= 0.91 atm; (-} Pco,= 0.03 atm.

En el equilibrio, se cumplird que [HFt]=[HCO;7]. Sustituyendo estas concentraciones

por sus valores correspondientes de acuerdo a las ecuaciones (23) y (29) tendremos:

[HFY] = 0.1 K,z [H;07) _ 26x10° Py
[H 30+]2+Ka|;zl:t [H30+] +Ka|;-zF‘t Ka;th [H30+] (3 3)
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Finalmente, introduciendo en la ecuacion (33) los valores correspondientes de

las constantes de equilibrio, podremos calcular el valor de PH correspondiente a cada

presion parcial de CO, y, una vez conocido, se podra calcular [HFt) a partir de Ia
ecuacion (29). En la TABLA VIII aparecen calculados los valores de PH vy [HFt]

correspondientes a los valores de Peo, utilizados para el calibrado representado en la

Figura 25,

TABLA VIIL. CALCULO DEL pH y [HFt] PARA CADA VALOR
DE Pcoz EMPLEADA EN EL CALIBRADO EN DISOLUCION.

[CO;], %? Pco,b pH* [HFt | mM<

3 0.03 6.53 2.3

5 0.05 6.41 3.0

11 0.10 6.23 45

17 0.16 6.13 5.5

25 0.23 6.04- 6.5

40 0.37 5.95 8.4

50 0.46 5.89 o1

60 0.55 585 . 100
100 0.91 5.73 126

" En mezclas CO,-Ar.
" Calculado a partir de ia expresion (P,,,,- Pyp02l %) x (% CO,).

“ Caleulado a partir de la ec. (33).
* Caleulado a partir del pH obtenido y la ec. (29).

En la Figura 27, se representa el cociente Io/T (/1) obtenido al borbotear en
la disolucion amortiguadora mezclas gaseosas con distinto porcentaje de CO,, en
funcidn de la [HFt] teéricamente presente en la disolucidn, calculada en la TABLA VIII
una vez alcanzado el equilibrio. Los resultados obtenidos demuestran la existencia de
una relacién lineal entre 1,/1 (1,/+) y la concentracién de HFt", lo cual confirma la

hipdtesis de que, efectivamente, ¢s el hidrégenoftalato el auténtico desactivador de la
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emision del Ru(pzth),” excitado. Las rectas de ajuste obtenidas en cada caso son:

I,/T = (0.163 £ 0.005)(HFt’]+ (0.93 + 0.04) Y toft = (0.146 + 0.006) [HFt']+

(0.94 x 0.05), con coeficientes de regresion lineal r= 0.999, correspondiendo la
pendiente det calibrado a la constante de Stern-Volmer. Se han encontrado diferencias
significativas entre las pendientes de ambos calibrados para un nivel de confianza del
99%. Como se observa en la Figura 27, el calibrado obtenido representando
intensidad de emisién relativa, queda ligeramente por encima del calibrado de tiempos
de vida, lo cual podria atribuirse a la existencia de un cierto grado de desactivacién

estatica de la luminiscencia.

3.5 4 I ' I ! i 4 T v 1 ! 3 L

l,/)0), T,/T{m)

0'5 L | 4 | - | i L P J i i i
0 2 4 8 8 10 12 14
[HFt™], mM

FIGURA 27. Calibrados de Stern-Volmer, representando I,/1 Y %/1 en funciéon de la
concentracion de hidrégenoftalato.

Los datos experimentales permiten calcular una constante de asociacién entre

el HFt  y el Ftu(pzth);,2+ igual a 18 M™. La K,, obtenida a partir de la grifica de la

Figura 27 (160 M™), es légicamente inferior a la determinada a partir de la
representacion de la Figura 23 (300 M™) debido a la muy superior fuerza iénica a la

que se ha llevado a cabo el primero de los experimentos. Un aumento de la fuerza
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iénica disminuye la velocidad de reaccidn entre especies cargadas netas de signo

opuesto, como predice la teoria de Debye-Smoiuchowsky (Rau et al.,, 1986).

Una vez conseguido nuestro primer objetivo, que consistia en demostrar la
existencia de una dependencia lineal entre el cociente I,/I(r,/x) y [HFt'], el siguiente
paso en nuestro estudio ha sido deducir una expresién matemdtica que permita
relacionar la sefal analitica con la Pco,, de forma que se pueda llegar a obtener una

ecuacion de ajuste para los calibrados representados en la Figura 25. Puesto que,
como ha quedado demostrado, el ion hidrégenoftalato es la especie que desactiva la

luminiscencia del estado excitado del Ru(pzth);*’, la ecuacion de Stern-Volmer se

puede escribir de la siguiente forma:

I/1 = toft = 1 + Ky, [HFtT]

y, como en el equilibrio se cumple que [HFt 1=[HCO; 1, sustituyendo en la expresién

anterior, queda expresada la ecuacion de Stern-Volmer en funcién de la Peo,-

Io/T = toft = 1 + Kgy [HCO3 1= 1 + Ksv 2.6x10°° Peo,
[H;07] (34

Finalmente, introduciendo en la ecuacion (33) los valores de las constantes de
equilibrio correspondientes, despejando la [H307] y sustituyendo en (34) resulta la

siguiente ecuacién de ajuste (35):

Io/I= tw/t = 1 +K (1.0x10711X - 1.35x10™° X?)
= TalT = v
T (-5.1x1011 X +(2.6x1021 X2 + 3.1x10-19 X)*"?]

donde X representa la Pco,.

Para comprobar la validez del modelo propuesto, se han comparado los valores
experimentales correspondientes al calibrado realizado con medidas de tiempos de
vida (Figura 25), con los valores proporcionados por la ecuacién tedrica (35),

obteniéndose los resuitados representados en la Figura 28, que se ajustan a la
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resultados ponen de manifiesto la prictica coincidencia de los calibrados tedrico y
experimental, lo cual demuestra la validez del modelo propuesto para describir el

comportamiento del optodo de CO,.

To/ T (calc.)

0 d I L ! L |

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3

To/ T {exp.)

FIGURA 29. Comparaci6n de los valores teéricos (obtenidos segiin ecuacion 35) y de los
valores experimentales (Figura 25) correspondientes a los calibrados basados en medidas del
tiempo de vida de emisién.

3.1.4. DETERMINACION DE CO, MEDIANTE UN SENSOR BASADO
EN MEDIDAS DE INTENSIDAD DE LUMINISCENCIA.

3.1.4.1. Preparacién de la fase sensora.

a) Inmovilizacién del indicador

Una vez concluido el estudio en disolucién, se procedié a inmovilizar el
indicador en un soporte sélido adecuado para la construccién del sensor de fibra

dptica. De lo expuesto en el apartado 3.1.3, resultaba evidente la necesidad de incluir

en el terminal sensible, el indicador disuelto en la disolucién amortiguadora HFt™/Ft*",

necesarta para el funcionamiento del Ru(pzth);** como indicador de CO,. Se
ensayaron distintos procedimientos de inmovilizacion: a) preparacion de una

emulsién del indicador, disuelto en tampon, en silicona; b) preparacion de un sol-gel
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con el indicador “atrapado”; ¢} inmovilizacién electrostdtica del indicador en una

resina de intercambio idnico.

De todos ellos, el tercero fue el que proporcioné mejores resultados y mayor

sensibilidad (en el caso del sol-gel no se obtuvo respuesta at CO,).

El complejo se inmovilizé por ello, electrostaticamente seglin se indicé en el
apartado 2.3.1. Concretamente, se han probado dos intercambiadores catidnicos tipo
Sephadex, polimero que se suele emplear como relleno (fase estacionaria) en las
columnas cromatograficas para la purificacion de compuestos, el carboximetil-
Sephadex” C-25 y el sulfopropil-Sephadex” C-25, cuya diferencia reside
fundamentalmente en la naturaleza del grupo enlazado a la matriz de poli-
(carboximetil)-dextrano. Estas resinas son estables a pH > 2 y al hincharse en agua se
produce un aumento de 30 veces su volumen, permitiendo que moléculas de elevado
peso molecular (> 200000) tengan acceso a los grupos funcionales internos (Slama-

Schwok et al., 1981).

La inmovilizacion del Ru(pzth);2+ en sulfopropil-Sephadex no dio buenos

resultados, ya que se produjo una desorcién del complejo al poner la resina en

contacto con la disolucion reguladora HFt'/Ft* 0.1 M a pH 7.25 utilizada para la

construccion del terminal sensible. Sin embargo, cuando se empleé carboximetil-
Sephadex, no se observé este fenémeno y la absorcion del complejo a partir de la
disolucién acuosa de partida, segun el procedimiento indicado en el apartado 2.3.1,
resulté ser cuantitativa, por lo que se eligié este soporte polimérico para la

inmovilizacién del complejo.

b) Eleccién de la membrana permeable al CO,.

La mayoria de los sensores para gases incorporan en su disefio una membrana
semipermeable que separa la fase reactiva de la corriente gaseosa (Wolfbeis, 1991).
Esta membrana tiene como misién, en primer lugar prevenir el arrastre de la fase
indicadora por efecto de la corriente gaseosa y, en segundo lugar, aumentar la
selectividad del sensor. En el caso de los sensores de CO,, la membrana actua como
una barrera impidiendo el paso de los protones y de cualquier ion interferente

presente en la disolucion. A la hora de seleccionar el material polimérico adecuado
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han de tenerse en cuenta factores tales como la solubilidad y permeabilidad de los

gases en el polimero.

Tradicionalmente, la silicona ha sido el material polimérico mas ampliamente
utilizado como membrana semipermeable en los sensores de CO,. Ello se debe a la
elevada permeabilidad y solubilidad que presenta este polimero hacia los gases en
general y, en particular, hacia el O, y el CO,. En nuestro caso, segun se indica en el
apartado 2.4.1.1, ei gel con el Ru(pzth);z* adsorbido se deposita sobre un pocillo de
metacrilato, el cual se cubre con una membrana de silicona para aumentar la
estabilidad mecianica y la selectividad del dispositivo. Hemos ensayado membranas de
silicona comerciales de distinta procedencia (véase TABLA IX) con objeto de evaluar
cudl es la que proporciona un mejor funcionamiento del optodo particularmente, en
lo que se refiere a los tiempos de respuesta ya que este parametro est4 gobernado por

el coeficiente de difusion del CO, en el material polimérico en cuestidn.

Los valores representados en la TABLA IX corresponden a los tiempos
requeridos para alcanzar un 90% (tyo) de la respuesta total del optodo frente una
mezcla gaseosa que contiene un 20 % de CO, cuando la concentracién de este gas
varia entre 0 - 20%, ty (directo), y cuando pasamos de 20 - 0%, ty, (inverso). Los
resultados indican una clara dependencia del tiempo de respuesta del sensor con el

tipo de membrana utilizada.

Aunque en los tres casos se trata del mismo material, silicona, las membranas
no tienen el mismo espesor ni exactamente la misma composicién (esta ultima se
desconoce ya que se trata de marcas registradas). Es un hecho conocido que el grado
de entrecruzamiento de un polimero, asi como, la presencia de distintos aditivos o
plastificantes en su composicién, pueden modificar considerablemente el coeficiente

de permeabilidad del mismo (Yasuda et al, 1981).

En nuestro caso, no habiéndose observado diferencias significativas en cuanto a
la respuesta del sensor en funcién del tipo de membrana utilizada, seleccionamos para
experimentos posteriores la membrana Sylastic® Sheeting (Ciba Corning), membrana
utilizada, por otra parte, en electrodos comerciales de CO,, por ser ésta la que

proporcionaba los menores tiempos de respuesta, tanto para la reaccién directa (0-20%

CO,) como para la reaccion inversa (20 - 0% CO,).
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3. Resultados v discusion,

TABLA IX. EFECTO DE LA MEMBRANA UTILIZADA EN COMBINACION CON EL
OPTODO, SOBRE LOS TIEMPOS DE RESPUESTA (DIRECTO E INVERSO) DEL
SENSOR A UNA MEZCLA GASEOSA QUE CONTIENE UN 20% DE CO ,.

Membrana ton (directo),  ten (inverso),
miin HEin
Ciba-Corning Sylastic® Sheeting,. 2.5 3.0
(Ciba Corning)
Sylas;tic® Sheeting, Medical Grade 3.0 6.0
{(Dow Corning).
Silicona (General Electric Co.) 5.0 7.0

¢) Caracteristicas espectrales del reactivo inmovilizado.

En la Figura 29 se han representado los espectros de excitacion y emision
obtenidos con el optodo de CO, tras disponer el complejo Ru(pzth);*" inmovilizado en
carboximetil-Sephadex en la célula de flujo, seguin se indica en el apartado 2.4.1.1, en
presencia de aire y a temperatura ambiente. Los espectros de luminiscencia se

encuentran sin corregir en ambos casos.
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FIGURA 29. Espectros de excitacién (A.m = 653, rendijas 10/10) y de emision (Aexe = 463 nmM,
rendijas 10/10, filtro en emisién a 530 nm) del Ru(pzth)** disuelto en tampdn HFt /Ft2 0.1 M, pH
7.25, inmovilizado en CM-Sephadex, equilibrado al aire y a temperatura ambiente. Espectros sin
cotregir.
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3. Resultados y discusion

Observando estos espectros y comparandolos con los obtenidos en disolucién
acuosa (Figura 19) se deduce que la posicion de los maximos de excitacién (463 nm)
y emision (653 nm) del complejo no se modifica por el hecho de encontrarse éste
inmovilizado sobre un soporte sélido, lo cual se debe sin duda a la naturaleza de las
fuerzas electrostiticas por las cuales el complejo se encuentra retenido en el soporte.
Hay que precisar que, en el caso del complejo inmovilizado, se ha observado una cierta
emision por debajo de 550 nm, originada por la placa de poli(metilmetacrilato) sobre

la que se deposita el gel con el fin de realizar las medidas.

Por otra parte, en las Figuras 30 y 31 se muestran las curvas de extincién de
la luminiscencia correspondientes a una disolucién 10° M de Ru(pzth)32+ en tampodn
HFt'/Ft 0.1 M y pH 7.25, y del complejo inmovilizado en Sephadex, respectivamente,
equilibrados con Ar en ambos casos. Conviene destacar que los tiempos de vida de

emision obtenidos en ambos casos (438 ¥ 293 ns, respectivamente a 20 °C) son muy

distintos, siendo el de} complejo inmovilizado inferior al obtenido en disolucién.

104

N ; s n
oo as 1o 18 20 25 a0 as

FIGURA 30. Curva de extincién de la luminiscencia del Ru(pzth)s?* 10° M en disolucion
acuosa de tampén hidrégenoftalato 0.1 M, pH 7.25, equilibrada con Ar (iee = 337 nm,
hoom = 652 nm).
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FIGURA 31. Curva de extincion de la luminiscencia del Ru(pzth);** inmovilizado
en CM-Sephadex, equilibrado con Ar (fex = 337 nm, Jem = 653 nm).

Como sugieren Masschelein y col. (Masschelein et al.,, 1991) esta desactivacion
de la luminiscencia producida aparentemente por la resina, se debe probablemente a
un efecto sinérgico originado por la combinacion de interacciones electrostaticas en
el sitio de intercambio, asi como interacciones con la propia matriz del Sephadex,
presumiblemente a través de los 4tomos de nitrégeno libres del ligando. Estas ultimas
pueden ser de dos tipos: a través de un equilibrio dcido-base y/o a través de enlaces
de hidrdgeno. La resina puede inducir cambios locales del pH alrededor de la zona de

intercambio, dando lugar a una disminucién del mismo.

Este efecto de “acidez local” ha sido observado en el caso de aminas
incorporadas en Nafién (Szentirmay et al, 1985). La segunda posibilidad es que la
desactivacion provocada por el Sephadex, tenga su origen en la formacion de enlaces

de hidrégeno favorecida por ciertas conformaciones de las cavidades.

Una combinacion de estos factores podria explicar el menor tiempo de vida

(293 ns) que presenta el Ru(pzth)f" cuando se encuentra inmovilizado, con respecto
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Una combinacion de estos factores podria explicar el menor tiempo de vida
(293 ns) que presenta el Ru(pzth);™" cuando se encuentra inmovilizado, con respecto
al obtenido en disolucién (438 ns). Asimismo, estos resultados experimentales ponen
de manifiesto la gran aplicabilidad para la construccién de optodos de las técnicas
basadas en la medida de tiempos de vida de emision, que son capaces de revelar
informacién adicional que no puede ser obtenida con medidas de intensidad de
emision.

Por otra parte, se comprueba que se obtiene un decaimiento estrictamente
monoexponencial de la emision tanto si el complejo se encuentra en disolucion como
si se halla inmovilizado en el Sephadex. Este comportamiento se ha observado para
otro tipo de complejos de Ru(Il} (e.g. Ru(bpy)gb, donde bpy: bipiridina) en soportes
analogos (Ireland et al, 1976). La obtencidn de decaimientos monoexponenciales es
indicativo de la presencia de una unica especie luminiscente en ambos medios y, en el
caso del indicador inmovilizado hace referencia a la homogeneidad del microentorno
local que encuentran las distintas moléculas de Ru(pzth)gz* adsorbidas sobre el

soporte.

La aparicion de un decaimiento monoexponencial de la emisién, facilita
notablemente la construccion de un sensor de fibra dptica basado en la variacion del
tiempo de vida de emision del estado excitado del Ru(pzth);*™ en presencia de CO,.
Estos sensores presentan, entre otras, la ventaja de la independencia del tiempo de
vida de emisién con la cantidad de lumindforo inmovilizado, de manera que cualquier
posible fotodescomposicién o pérdida del mismo no afecta a la respuesta del optodo,
aumentando el tiempo de vida util del sensor y su utilidad para la construccion de

optodos dedicados a la monitorizacion medioambiental.

3.1.4.2. Caracteristicas analiticas del sensor.
a) Calibrado.

El calibrado del sensor de CO, se realizé de acuerdo al procedimiento indicado
en el apartado 2.4.1.1. En la Figura 32 se muestran los perfiles de respuesta del
sensor a distintas mezclas Ar-CO, saturadas de vapor de agua (gases humedos) y con
un contenido en este ultimo gas que varia entre el 0 - 100%. Como se observa en

dicha Figura, aproximadamente el 75% de la respuesta total del sensor se alcanza para
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aquellas mezclas con un contenido en CO, menor det 25%. El sensor de fibra Sptica
basado en el empleo de Ru(pzth);"" presenta un intervalo de respuesta mayor que
otros fluorosensores para CO., en los que la sefial alcanza el 75% de su valor maximo
con tan sélo un 10% de CO, (Wolfbeis et al.,, 1988; Kawabata et al., 1989) o un 4.5%
de CO, (Opitz et al., 1984).
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FIGURA 32. Respuesta del sensor a distintas mezclas Ar-CO;. (Pr =711 Torr, 20°C).
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FIGURA 33. Calibrado realizado con el sensor de fibra optica empleando una mezcla de
gases Ar/CO; saturadas con agua en furcion del % CO, presente en la misma. (Py = 712 Torr, 20 °C).
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En la Figura 33 se muestra el calibrado, basado en medidas de intensidad de
luminiscencia, obtenido con el sensor en todo el intervalo de concentraciones de CO..
Para ello, se ha representado el cociente 1,/1 (donde I, es la intensidad de emision en
presencia de Ar e I representa la intensidad de emision en presencia de distintas

mezclas Ar/CO,) en funcién del porcentaje de CO; presente en la mezcla.

b) Precision y limite de deteccion.

La precision del sistema, basado en medidas de intensidad de luminiscencia se
evalué en términos de la desviacion estdndar relativa de la sefal de emisién
normalizada, para ocho determinaciones analogas de muestras con un 6, 25y 100%
de CO, empleadas en el calibrado con gases htimedos. Los resultados obtenidos se

recogen en la TABLA K.

TABLA X. ESTUDIO DE LA PRECISION DEL SENSOR CALCULADA
PARA MEZCLAS GASEOSAS CO ,/Ar SATURADAS CON H .0
CON UN 6, 25 Y 100% DE CO ,, RESPECTIVAMENTE.

[€O:1, % I/  RSD.%
w=8
6 18 - 30
25 128 . 17
100 160 S an

El limite de deteccién se calculé a partir de diez determinaciones del cociente
I,/1 correspondiente al blanco, en este caso Ar puro y aplicando el criterio
recomendado por la IUPAC (Winefordner, 1983). Como I, se tomd la media de diez
valores del blanco y como I diez lecturas diferentes del mismo. La desviacion estandar
de dichos cocientes (Sp) resulto ser de 5.0 x 10°. Multiplicando por 3 este valor y
llevandolo a nuestra ecuacién de calibrado, se ha obtenido un valor para el limite de

deteccidn que corresponde a un 0.4% de CO;.

¢) Estudio de interferencias.

Es bien conocido que, en general, el 0, desactiva muy eficazmente el estado
excitado de los complejos polipiridilicos de Ru(ID) (Demas et al, 1991; juris et al.,

1988). En el caso del Ru(pzth)f*, se ha podido comprobar en una serie de estudios
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previos en disolucién (apartado 3.1.3.4) que, tanto la intensidad de emisién, como el
tiempo de vida del estado excitado del complejo se ven afectados por la presencia de O,.
Asi, los valores de estos parametros obtenidos a partir de disoluciones acuosas del
compiejo equilibradas en aire (21% 0,) son el 83% de los obtenidos en el caso de que
las disoluciones estén equilibradas con Ar (0% Q). Puesto que el O, es un gas muy
comun, que se encuentra presente tanto en la atmdsfera como disuelto en agua, se
procedié a comprobar si el efecto interferente observado en disolucion se mantenia
una vez que el indicador se encuentra inmovilizado en Sephadex y separado del medio

externo a través de la membrana de silicona.

Para el estudio de interferencias, se emplearon mezclas de gases (Ar-C0O,-0,)
con un porcentaje constante CO, y porcentajes variables de O,, midiéndose el efecto
del mismo sobre la relacién I/I, donde I, representa la intensidad de emisién en
presencia de un 100% de Ar e I es la intensidad de emision en presencia de las
distintas mezclas (Ar-C0O,-Q,). El criterio para considerar interferencia se fijo en 2s
siendo s la desviacion estdndar de las sehales obtenidas en ausencia del elemento

interferente. Los resultados obtenidos se muestran en la TABLA XI.

TABLA XI. SENSIBILIDAD RELATIVA DEL OPTODO DE CO ..

[CO:l, % CO:/0:  Sensibilidad relativa,

e -

s 13 e

T4 1007

5 . 110

75 13 98.5
i | 1:4 100
1:5 111

15 13 94.5

1:4 : 982

1:5 1R
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Segun se deduce de los datos experimentales, a partir de relaciones CO,/0, de
1:5, el O, interfiere en la determinacion de CO, con el sensor optico descrito a todas
las concentraciones de CO, ensayadas. La membrana de silicona no constituye ningun
obstdculo para que el O, difunda a través de ella, desactivando la luminiscencia del
indicador inmovilizado, ya que este material es permeable no sélo al CO,, sino también
al 0,, con coeficientes de permeabilidad para ambos gases de 1090 y 203 mol m s* N'!

(a 25°C), respectivamente.

Para aumentar la selectividad del optodo, eliminando o minimizando la
interferencia debida al oxigeno se pensé en sustituir la membrana de silicona por otro
material alternativo que fuera menos permeable al 0, como es el caso del
politetrafluoroetileno (PTFE); sin embargo la pequefia respuesta obtenida frente al
CO;, asi como los elevados tiempos de respuesta, debidos fundamentalmente a la

menor permeabilidad de este material al CO,, nos llevaron a desechar esta idea.

La presencia de otros gases existentes en muestras de interés médico o
fisiolégico tales como el 6xido nitroso y/o halotano, han demostrado no modificar la
sefial obtenida con este tipo de complejos a niveles muy superiores a los encontrados
normalmente en dichas muestras (Wolifbeis, 1986). Por ello, y debido a la complejidad
experimental que implica este tipo de interferentes no se ensayé su efecto sobre el

optodo.

Con respecto a otros gases susceptibles de desactivar oxidativamente el estado
excitado del Ru(pzth)32+, tales como el Cl, y el 50;, su presencia podria interferir en
tas determinaciones de CO,. Sin embargo, al igual que en el caso anterior, las
dificultades experimentales y la escasa probabilidad de encontrarlos en el medio a

analizar han desaconsejado su analisis.

Finalmente, se ha estudiado la posible interferencia en disolucion de otros
dcidos volatiles como el HAc, encontréandose que su presencia (incluso en relaciones
tan elevadas como 1:100) no afecta a la sensibilidad del sistema. Ello se debe, con toda
seguridad, a la permeabilidad selectiva hacia el CO, que presenta la membrana de
silicona. Por otra parte, debido a la total impermeabilidad de la membrana a las
disoluciones acuosas, todos aquellos iones, desactivadores, o especies neutras disueltos

en ellas que no puedan penetrar en el polimero no afectan a la respuesta del sensor.
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d) Tiempo de respuesta.

En la Figura 34 se representa la sefial de emision obtenida con el sensor de
CO; en funcién del tiempo, cuando la concentracion de CO, en el gas de medida varia
entre 0-100% y viceversa. El tiempo requerido para alcanzar el 90% de la sefal total
(ts0) resultd ser de 2 minutos para la reaccion directa (0 - 100% CO,) y de 3 minutos

para la reaccién inversa (100 - 0% CO,).
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FIGURA 34. Respuesta del optodo a un ciclo 0 - 100% COz y viceversa (Pr = 715 Torr, 20 °C).

Aunque en principio pueda parecer que el tiempo de respuesta del sensor es
elevado, estos valores son comparables e incluso menores que los obtenidos con la
mayoria de los sensores de fibra dptica para CO; descritos hasta la fecha (~ 1-20
minutos dependiendo del volumen de la fase reactiva)'; asi como los observados en el
caso de los electrodos de CO; que no difieren significativamente de estos ultimos

(Jensen et al,, 1972; Carbon Dioxide Electrode Model 95-02, 1986).

Estos valores son una consecuencia de los factores que afectan principalmente
al tiempo de respuesta de un sensor de CO;;: la difusién del gas a través de la
membrana semipermeable y, posteriormente, a través de la capa sensible, asi como la

lenta cinética de la reaccién de hidratacién del CO, (Kern, 1960).

apel fundamental en el funcionamiento del

o
S
©
S
o
=
o
=3
&
)
=B
o
-
A
Y
.
T
@
o,
oo
s
3

sensor, permitiendo unicamente la difusion de los gases a su través y aumentando por
tanto la selectividad del mismo. Ahora bien, precisamente esta etapa es uno de los

factores que mas influyen sobre el tiempo de respuesta del sensor ya que, si se

! Sin embargo, Mills y col. (Mills et al,, 1992) han descrito membranas sensibles al COz con tgo=3-7 s.
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burbujean los gases directamente sobre una disolucién acuosa del complejo, los
cambios en la senal se producen con mayor rapidez. Por ello, en la practica (como ya
se menciond en el apartado 3.1.4.1.¢) se debe seleccionar una membrana que permita
una gran permeabilidad al analito y que presente el minimo espesor posible. Se ha
comprobado ademés que, tanto la respuesta del sensor dptico, como el tiempo

requerido para producirse ésta son independientes del caudal de gas empleado.

Otro factor determinante del tiempo de respuesta es el espesor o volumen de
la fase sensible, de forma que cuanto mayor sea éste, mayor serd el tiempo de
respuesta del sensor, ya que serd necesario equilibrar un volumen mayor antes de
alcanzar el equilibrio. En nuestro caso utilizamos un volumen de fase reactiva de 60
ul ya que, aunque se probaron vollimenes menores, éstos dieron peores resultados en
cuanto a nivel de sefal, reproducibilidad y facilidad de construccién del terminal

sensible.

Aunque los factores mencionados anteriormente influyen sobre la velocidad de
respuesta de los optodos de CO,, quizé el auténtico factor limitante sea la lenta

cinética de la siguiente reaccion:

H,CO3

€O, + H,0

donde las constantes de velocidad para las reacciones directa e inversa, a 25 °C, y

asumiendo una cinética de pseudo-18¢ orden, tienen valores de 0.040 s* y 30 s,
respectivamente (Gutfreund, 1967; Bauer et al., 1980). Ademas, Peng y col. (Peng et

al, 1992) han demostrado, mediante una serie de experimentos cinéticos, que la

reaccion de hidratacién del CO, en medio alcalino, CO,(ac) + OH (ac) — HCO; (ac)

: I I -1 .
encuentra una barrera de activacién adicional de 55.4 KJ mol” que no existe cuando la
misma reaccidn tiene lugar en fase gaseosa, por lo que se supone inducida

probablemente por efectos de solvatacidn.

Por otra parte, la notable diferencia observada en los tiempos de respuesta del
senos en sentido directo e inverso (30 s y 3 min, respectivamente) pueden atribuirse,
al igual que ocurre en el caso de otros sensores dpticos para la determinacion de CO;
(Lubbers et al, 1983; Opitz et al, 1984; Zhujun et al, 1984; Wolfbeis et al, 1988;
Munkholm et al, 1988 Kawabata et al, 1989) a las diferentes constantes de

velocidad de ambos procesos, indicadas anteriormente.
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Asi pues, mientras que los procesos de difusion del analito pueden acelerarse
empleando membranas més permeables y fases reactivas de menor espesor, la lenta
reaccion de hidratacién del CO,, es un problema que aun no ha sido abordado de

forma eficaz en la construccion de optodos para la cuantificacion de este analito.

3.1.4.3. Reduccion del tiempo de respuesta del sensor. Empleo de la

enzima anhidrasa carbodnica.

Posiblemente, una de las mayores limitaciones que presentan los sensores de
CO, de cara a su aplicacién para la monitorizacidn en continuo, son los elevados
tiempos de respuesta que presentan con relacién a los obtenidos para otros sensores
de gases, por ejemplo los optodos de O, (Gehrich et al, 1986; Opitz et al, 1987;
Litbbers, 1992).

En un intento por mejorar las caracteristicas de nuestro sensor, se estudio la
utilizacion de la enzima anhidrasa carbénica en combinacién con el sensor éptico,
como ya habfan sugerido, por su parte, algunos autores, (Opitz et al, 1976;

Heitzmann, 1985; Libbers, 1992) para disminuir el tiempo de respuesta de! optodo.

La anhidrasa carbdnica juega un papel fisioldgico fundamental, ya que cataliza
la hidratacidn del CO, in vivo, permitiendo un répido intercambio de este gas en los
eritrocitos y alvéolos pulmonares (Lindskog et al, 1971; Bauer et al,, 1980; Dogson

et al, 1991). Se trata de una metaloenzima extremadamente activa, que es capaz de

catalizar la interconversion de CO, y HCO;" con constantes de velocidad para las

reacciones respectivas de 10° y 6x10° s'l, a 25 °C (Bauer et al, 1980; Zheng et al,
1992). La clave de la excelente actividad catalitica mostrada por la enzima se debe a la
presencia en su estructura de un ion Zn** coordinado a tres histidinas y a un grupo
hidroxilo a pH bdsico; mientras que a valores bajos de pH el 4° ligando es una
molécula de H,0. El esquema 5 muestra, de forma simplificada, el mecanismo

catalitico,

La teoria mas aceptada respecto al comportamiento enzimatico sefiala que la
anhidrasa carbonica rebaja la energia de activacién necesaria para la hidratacion del
CO, en disolucién acuosa, proporcionando un ambiente relativamente anhidro, ya que

el centro activo de la enzima estd situado en una regién hidrofébica (Dewar et al,
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1985; Bohr, 1988). El CO, se almacena en la cavidad hidrofoba de la proteina de

forma que el ataque nuclesfilo por parte del OH™ unido al Zn se ve enormemente

favorecido.
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Dadas las excelentes propiedades cataliticas de la anhidrasa carbonica y, por
tanto, la posibilidad de actuar sobre uno de los factores limitantes del tiempo de
respuesta del optodo para CO,, se procedid a la preparacion de fases sensibles al CO,,
en ausencia y en presencia de la enzima disuelta en la fase reactiva, comparandose los
resultados obtenidos en cada caso. A continuacién, pasaremos a describir con mas

detalle los aspectos mas relevantes de este estudio.

a) Optimizacién de los factores que afectan a la respuesta enzimatica.

La preparacion de las fases sensibles al CO,, se llevo a cabo siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 2.3.1, adicionando las unidades necesarias de la
enzima anhidrasa carbonica disuelta en tampon fosfato del pH adecuado. La fase
reactiva se sitia en el extremo de la fibra dptica siguiendo el procedimiento indicado
en el apartado 2.4.1.1. Se estudié, en primer lugar, la influencia de algunas variables
que pueden afectar a la respuesta enzimatica: pH, actividad enzimdtica y

temperatura.
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Con el fin de determinar el pH optimo para la realizacion de las medidas, se
llevo a cabo un estudio de la respuesta del sensor en funcién del pH de la disolucion
reguladora incluida en la fase reactiva que contiene la enzima, Hay que mencionar
que, para las medidas en presencia de la anhidrasa carbénica, fue necesario sustituir el
tampon hidrégenoftalato empleado hasta el momento (por ser el que proporcionaba
una mayor sensibilidad en la respuesta), por tampon fosfato, ya que, segun la
bibliografia el primero ejerce un efecto inhibidor sobre la actividad de la enzima

(Tauber, 1949).
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FIGURA 35. Calibrados realizados con el sensor de fibra optica en presencia de anhidrasa
carbénica (1 mg mL-1}a pH 7.2, 7.9y 8.5 (Fosfato, 0.1 M).

La Figura 35 muestra los calibrados obtenidos con el sensor de fibra 6ptica
que incorpora la enzima anhidrasa carbdnica, en el intervalo de concentraciones
comprendido entre 5 - 50% de CO, para tres valores diferentes de pH (7.2, 7.9 y 8.5).
Como se puede observar, la maxima respuesta se consigue cuando el pH del tampon
corresponde a un valor de 8.5. Este mismo resultado se reproduce exactamente en
ausencia de la enzima, lo cual estd de acuerdo con el mecanismo de funcionamiento
del sensor. Al aumentar el pH aumenta la cantidad de ion dihidrogeno fosfato,
presente en el medio desactivandose més eficazmente el estado excitado del complejo
Ru(pzth);*" que en presencia del anion monohidrégeno fosfato que es la especie

mayoritaria el pH inicial.
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En lo que respecta al tiempo de respuesta, la dependencia de la actividad de la
enzima anhidrasa carbonica con el pH es bien conocida (Bauer et al, 1980). La
velocidad de la reaccion de hidratacién del CO,, catalizada por la enzima, muestra un
perfil sigmoidal a valorves altos de pH; mientras que para la reaccién inversa, se
observa este mismo comportamiento a valores bajos de pH, estando situado el punto
de inflexién en torno a 7 en ambos casos. De los tres valores de pH ensayados (7.2, 7.9
y 8.3), seleccionamos el de 8.5 por ser el que proporciond los menores tiempos de
respuesta (40 s) y de recuperacion (~ 2 min) frente a sucesivos ciclos 0-100% CO,.
Estos tiempos son muy inferiores a los obtenidos (2.5 y 6 min, respectivamente) bajo

las mismas condiciones experimentales, pero en ausencia de enzima.

En segundo lugar, se procedid a estudiar el efecto de la actividad enzimdtica
sobre el tiempo de respuesta del sensor para lo cual, se mantuvo constante el pH de la
fase reactiva a un valor de 8.5. Se varié la concentraciéon de enzima presente en la
capa sensible en el intervalo comprendido entre 0 - 1.0 mg mL’ midiéndose, a continuacion,

la respuesta de los correspondientes sensores a sucesivos ciclos 0 - 100% CO,.

7.0

6.0 ® 0-100 X CO,

+ 100-0 ¥ CO,
5.0
4.0

3.0

tgn !mln)

2.0

1.0

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

concentracién (mg mL™"}

FIGURA 36. Tiempos de respuesta y de recuperacion del optodo de COz en funcidén de la
concentracion de enzima presente en la fase sensible (n =5).

Los resultados obtenidos, representados en la Figura 36, indican que, tanto el
tiempo de respuesta directo como inverso del sensor, disminuyen a medida que se

incrementa la actividad enzimatica en la fase indicadora, hasta alcanzar un valor

149



3. Resultados v discusion

constante correspondiente a una concentracion de anhidrasa carbonica de 0.5 mg mL™,
Vaiores superiores no conducen a una reduccion de los tiempos de respuesta del
sensor, probablemente por estar trabajando en exceso de actividad enzimatica, por lo
que, como situacion de compromiso entre tiempo de respuesta y cantidad de enzima
requerida, se selecciond el valor mencionado anteriormente de 0.5 mg mL’ para
posteriores experimentos. En estas condiciones se consiguid reducir los tiempos de
respuesta del sensor aproximadamente en un 50% con respecto a los obtenidos en

ausencia de la enzima.

Finalmente, se evalud el efecto de la temperatura sobre ia respuesta det sensor
enzimdtico. La Figura 37 muestra la respuesta del biosensor a una mezcla gaseosa
que contiene un 5% de CO;, en el intervalo de temperaturas comprendido entre
15 - 40 °C. A efectos de comparacién, todas las curvas han sido desplazadas hasta un

origen comun, aplicando el factor de conversién adecuado.
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FIGURA 3F. Respuesta del sensor en presencia de 0.5 mg mL-! de anhidrasa carboénica
frente a una mezcla gaseasa con un 5% de COy, en funcién de la temperatura.

Es evidente que {a mayor rapidez (ts = 50 s) en la respuesta del sensor se
obtiene a la méaxima temperatura ensayada, lo cual indica una mayor actividad
enzimatica. Sin embargo, la dependencia inversa de la solubilidad del CO; en la fase
reactiva con la temperatura (Bauer et al, 1980) da lugar a una notable disminucion

de la sensibilidad del biosensor a medida que ésta aumenta. Por ello, se selecciond un
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valor de temperatura de 20 °C para la realizacién de las medidas, ya que es la que

proporciona la mejor combinacion de sensibilidad y tiempo de respuesta del optodo.

b) Estudio del tiempo de respuesta del sensor.

Una vez optimizados los pardmetros fundamentales que influyen sobre la
respuesta de la enzima anhidrasa carbénica, se procedio a comparar los tiempos de
respuesta obtenidos, en todo el intervalo de concentraciones del analito, con sensores

de CO,, en ausencia y en presencia de la enzima. Los resultados se muestran en la Figura 38.
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FIGURA 39. Tiempos de respuesta directo (A) e inverso (B) obtenidos con sendos optodos
de CO;, en ausencia y en presencia de anhidrasa carbénica (0.5 mg mL-1) en la fase indicadora.
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A partir de la observacion de dicha grafica, se demuestra que la incorporacion
de la enzima anhidrasa carbonica en la composicion de la fase indicadora da lugar a
una notable reduccion en los tiempos de respuesta del optodo de CO,. Este hecho se
debe, sin duda, a la capacidad de la enzima para catalizar ambos sentidos de la
reaccion de hidratacion del CO,, que es una de las etapas limitantes del anélisis de CO,

con sensores quimicos.

Las diferencias observadas en los tiempos de respuesta de los respectivos
sensores son mas acentuadas en el caso de la respuesta a altas concentraciones de
CO,; asf, para un 100% del analito, el tiempo de respuesta se reduce de 2 minutos a
40 segundos, mientras que el tiempo de recuperacion pasa de 6 a 2 minutos. Sin
embargo, y a pesar de la reduccidn, no es posible equiparar los tiempos de respuesta
directo e inverso del biosensor, ya que se trata de una caracteristica intrinseca de
todo sensor de CO,, cuyo origen se encuentra en las diferentes velocidades de reaccion
de los procesos de difusion del gas hacia/desde la fase reactiva (Gehrich et al, 1986;
Opitz et al, 1987). Por otra parte, aunque menores, los tiempos de respuesta del
sensor de CO, en presencia de la enzima siguen siendo superiores a los obtenidos para

los optodos de oxigeno (Opitz et al., 1987; Libbers, 1992; Mills et al., 1993), debido

fundamentalmente al mayor espesor o volumen de las fases sensibles empleadas en los
sensores de CO, que provocan un aumento del tiempo necesario para alcanzar el
equilibrio.

3.1.5. DETERMINACION DE CO, MEDIANTE UN OPTOSENSOR
BASADO EN MEDIDAS DE LUMINISCENCIA CON RESOLUCION
TEMPORAL.

La utilizacién del tiempo de vida de emisién como magnitud medible permite,
entre otras ventajas, obtener un dispositivo de superior estabilidad de medida y vida
atil (véase apartado 1.4.7.1). No obstante, y a pesar de las ventajas mencionadas
anteriormente, la mayoria de los sensores opticos para CO, descritos hasta la fecha
(ver apartado 3.1.2.2) emplean exclusivamente la intensidad de luz emitida como
magnitud medible ya que, al estar basados en un equilibrio dcido-base en el estado
fundamental del indicador (colorimétrico o fluorescente), el tiempo de vida de

emision no varia con el pH del medio. Sin embargo, como ya anticipamos en la seccion
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3.1.3.4, el empleo del Ru(pzth);**como indicador luminiscente sensible al pH/P¢,
P P % 2

permite utilizar como principio de medida la determinacion del tiempo de vida del
estado excitado y simultdnea o alternativamente, la intensidad de luminiscencia para
la monitorizacion del analito, ya que su respuesta a éste se basa en la protonacién del

estado excitado del indicador, competitiva con su emision de luz,

3.1.5.1. Efecto de la cantidad de indicador inmovilizado.

Con el fin de comprobar la independencia de la respuesta del optosensor de la
concentracidn de indicador, se prepararon 3 optodos de CO, que diferian en la
concentracién de complejo inmovilizado (1.0 x 107, 5.0 x 107y 2.5 x 10° M) en la
fase reactiva, midiendo a continuacidn la respuesta relativa del sensor (to/) hacia una
mezcla gaseosa con un 5% de CO,. Los tiempos de vida de emisién obtenidos con el
sensor resultaron ser independientes de la cantidad de indicador inmovilizado, lo cual
confirma la superioridad de los sensores basados en tiempos de vida frente a los de
intensidad de emision. Como ya se menciond en el apartado 1.4.7 de esta Memoria,
una de las ventajas que presenta esta técnica de medida, es su independencia de la
concentracién del fluoréforo en la fase sensible, dentro de un amplio intervalo. Es
por ello que, los sensores basados en la medida de este pardmetro son, en general,
dispositivos de mayor estabilidad y vida util ya que la pérdida de reactivo (debido a

la fotodescomposicién o al “lavado” de la fase sensible) no afecta a la medida.

3.1.5.2. Efecto de la temperatura.

La luminiscencia es una propiedad que se ve afectada por la temperatura, de
forma que, generalmente, disminuye al aumentar la misma. Este hecho se puede
explicar considerando el aumento de la energia cinética de las moléculas, que favorece
las colisiones entre las mismas y con el disolvente aumentando, por tanto, la
probabilidad de que tengan lugar fendmenos de relajacion vibracional y rotacional
(ambos procesos no radiativos), o bien la existencia de otros fenémenos competitivos

de naturaleza no radiativa.

En el caso de los complejos polipiriditicos de Ru(ID), el efecto de la temperatura
se ha atribuido a su posible desactivacion, por una promocién térmicamente inducida,

desde un estado triplete de transferencia de carga (*MLCT) hasta otro estado excitado
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de energia superior centrado en el metal (*MC) el cual, a su vez, decae al estado

fundamental sin emision (Demas et al, 1991),

En ausencia de procesos de desactivacion bimoleculares, el tiempo de vida de
emision (1) se define como el inverso de la suma de las constantes cinéticas de todos
los procesos competitivos por los que transcurre la desactivacion del estado excitado
(ecuacidén 36) (Juris et al, 1988; Demas et al, 1991): emision de luminiscencia (k.),
desactivacion no radiativa (k,) y promocion térmicamente inducida a un(os)

estado(s) excitado(s) de contenido energético superior no emisor(es) (k).
1/T=kob5=kr+ knr+kte = ko+kte (36)

En el caso que nos ocupa, los procesos de promocién térmica se pueden reducir
a uno sélo, cuya dependencia con la temperatura sigue un comportamiento de tipo

Arrhenius (ecuacion 37):
kie = A exp(-AE/RT) G

donde A es el factor preexponencial, AE la energia de activacién experimental y R la

constante universal de los gases.

Sustituyendo el valor de k., en la ecuacion (36), se obtiene la ecuacion (38),
que expresa la dependencia existente entre el tiempo de vida de emisién y la

temperatura:

1/t = ko+ A exp(-AE/RT) (38)

Se han realizado una serie de experimentos cuyo objetivo es estudiar cémo
afecta la temperatura a la luminiscencia del Ru(pzth);** cuando éste se encuentra en
disolucion e inmovilizado. Para ello, en primer lugar, se midio el tiempo de vida de
emisién del Ru(pzth);*” en una disolucién tampodn hidrégenoftalato 0.1 M a pH 7.25
saturado con Ar, en el intervalo de temperaturas comprendido entre 277 y 321 K.
Como se puede observar en la Figura 39, se produce un importante descenso en el
tiempo de vida del indicador al aumentar la temperatura. Los puntos experimentales

(t = 1/K) representados en la Figura 39 se ajustaron con éxito a la ecuacion (38), lo
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que corrobora la validez del modelo empleado, obteniéndose valores de ko, =

(1.39 + 0.04) x 10°s ", A/s" = (2.4 + 1.3) x 102 y AE = (3.0 + 0.1) x 10 cm .
y

650 Y 1 ' T Y T ‘ T - Y

600 | T = 1/{A+[Brexp(-C*1.44/T}}
550 |- C = 3006: B = 2376; A = 0.00139
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FIGURA 39. Variacién del tiempo de vida de emisién de Ru(pzth)s** (105 M) disuelto en
tampon hidrégenoftalato 0.1 M, pH 7.25, equilibrada con Ar, en funcién de la temperatura. La
linea sélida representa el mejor ajuste de los datos experimentales a la ecuacion (38).

T [ns)
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Cuando se llevaron a cabo experimentos similares midiendo la variacién que
experimenta el tiempo de vida de luminiscencia del indicador inmovilizado en
Sephadex, con la temperatura, se obtuvieron los resultados representados en la
Figura 40. Se obtiene un comportamiento muy similar al observado en disolucién
acuosa, y al igual que en el caso anterior, la ecuacién (38) también representa un
buen modelo para predecir el comportamiento del sensor con la temperatura. El
ajuste de los datos experimentales a dicha ecuacién proporciona valores de los pardametros
ko= (1.67 £ 005)x 10°s", Afs" = (3.9 + 1.5) x 10" y AE = (2.5 £ 0.2) x 10° cm'™.

Asimismo, a partir de estos valores y los obtenidos en disolucién, hemos

calculado a través de la expresion (39); la eficiencia del proceso de promocién térmica

(¢»3MC) desde el estado excitado *MLCT al *MC, obteniéndose valores de 0.40 y 0.46 (a

293 K) para el indicador en disolucién acuosa y absorbido en Sephadex,

respectivamente,
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= cr - Aexp (AE/RT
¢3MC = ke, [ Tki = ¥ L ) (39)

De esta forma, podemos concluir que la inmovilizacién del Ru(pzth);** en
Sephadex conduce en cierta forma a una menor fotoestabilidad del indicador, ya que
rebaja el nivel energético del estado excitado *MC responsable de la fotolabilizacién
del ligando, por lo que la barrera energética (AE) entre los estados MLCT y *MC
disminuye ligeramente aumentando, por tanto, la probabilidad de los procesos de
desactivacion térmicamente inducidos. Esto nos lleva a la conclusion de la necesidad
de controlar en todo momento la temperatura de trabajo, con el fin de obtener

resultados exactos y precisos de la concentracion de CO,.
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FIGURA 40. Variacién del tiempo de vida del complejo Ru(pzth)s™ inmovilizado en CM-
Sephadex y equilibrado con Ar, en funcion de la temperatura. La linea sélida representa el mejor
ajuste de los datos experimentales a la ecuacién (38)..

3.1.5.3.Caracteristicas analiticas.

a) Calibrado.

El calibrado del sensor se llevé a cabo siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado 2.4.1.2. Aunque no es frecuente cuando un lumindforo se encuentra

inmovilizado sobre un soporte solido, se han obtenido cinéticas de la extincién de la
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luminiscencia del mismo estrictamente monoexponenciales en todo el intervalo de
concentraciones de CO,, lo cual indica, una vez mas, la homogeneidad del
microentorno local correspondiente a cada molécula de Ru(pzth)gz* adsorbida en el
soporte en las condiciones utilizadas para la preparacién del terminal sensible, A 20 °C,
el tiempo de vida del indicador inmovilizado es 293 ns en presencia de un 100% de
Ar, mientras que éste disminuye hasta 165 ns después de saturar la fase sensible con

un 100% de CO- .

00 na I 15 20 Y o5 10
Time/16%s Time/16%a
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FIGURA 41. Perfiles cinéticos de la extincion de la luminiscencia del Ru(pzth)s®*
inmovilizado en CM-Sephadex, en presencia de tampén hidrégenoftalato 0.1 M, pH 7.25, a
(20.0¢ 0.2 °C) y Pr = 710 Torr {hge = 337 nm; hgn= 653 nm) (a) equilibrado con Ar y (b)
equilibrado con 100% CO,.

En la Figura 42 hemos recogido la superposicion de las representaciones de
Stern-Volmer correspondientes a la desactivacién de la luminiscencia del Ru(pzth);”
inmovilizado en CM-Sephadex, en funcién del %CO., en mezclas gaseosas CO,/Ar,
obtenidas con el sensor basado en medidas de tiempos de vida y de intensidad de
emision. Estos calibrados son idénticos dentro del error experimental y siguen el

mismo habito que los obtenidos en disolucién acuosa (Figura 25), si bien, a diferencia

de lo que ocurre en disolucion (véase apartado 3.1.3.5), la respuesta del Ru(pz‘ch)aZ+
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inmovilizado al CO, estd modulada, ademas, por la presencia de un segundo tampoén

(grupos carboxilato del Sephadex) en la capa sensible del terminal.
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FIGURA 42. Comparacién de calibrados obtenidos con los sensores de fibra 6ptica para
CO»basados en medidas de intensidad de emision y tiempos de vida de emision de luminiscencia
del Ru(pzth)s?* inmovilizado en CM-Sephadex. (Pt = 710 Torr, 20 °C).
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posibilidad de efectuar medidas de intensidad de emisién o tiempos de vida con el

sensor de fibra éptica indistintamente, segun convenga en cada momento.

La sefial normalizada de! sensor, se ajusta a una regresion lineal en el intervalo
de concentraciones comprendido entre 0 - 12% de CO,, obteniéndose la siguiente

ecuacion con un coeficiente de regresion lineal de 0.9991:

‘Eo/‘t = 10/1 = (0013 x 0001) % C02 + (0.999 * 0008)

b) Precisién y limite de deteccidn.

La precision del sistema dptico de medida basado en medidas de tiempos de
vida de luminiscencia se evalud en términos de la desviacion estandar relativa (RSD)
de la sefal de emisidn normalizada para siete determinaciones analogas de muestras
con un 5, 25 y 100% de CO. empleadas en el calibrado con gases humedos,

obteniéndose valores de RSD igual a 1.9, 1.2 y 1.7%, respectivamente. Estos valores
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son inferiores a los obtenidos con el sensor basado en medidas de intensidad de
emision (vease apartado 3.1.4.2), lo cual confirma la mayor precisién del optodo

basado en medidas de tiempos de vida de emision.

En cuanto al limite de deteccién, se calculé a partir de diez determinaciones
del cociente 1./t correspondiente al blanco, en este caso Ar puro, y aplicando el
criterio recomendado por la IUPAC (Winefordner, 1983), resultando un valor iguat al

0.4% de C02

3.1.7. APLICACION ANALITICA DEL SENSOR DE CO, A MEDIDAS
EN FASE GASEOSA.

Para comprobar la utilidad del sensor desarrollado para la determinacion de
CO, en muestras reales se procedio al analisis de esta especie en una mezcla gaseosa
N2/CO; con un contenido certificado del 9.90% en el analito. Se emplearon gases
saturados de vapor de agua, tanto para la obtencion del calibrado como para la
medida de la muestra, y se ajusté el intervalo de concentraciones comprendido entre
el 0-15% de CO, a una regresion lineal, para la obtencién de la recta de calibrado. Los
resultados obtenidos (TABLA XII) demuestran que no existen diferencias significativas
entre el valor obtenido con los sensores de intensidad y tiempos de vida de emisién y

el valor real a un nivel de confianza de! 95%.

TABLA XII. COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN £L ANALISIS DE
UNA MEZCLA GASEOSA CERTIFICADA CON LOS OPTODOS DE CO,. (Ru(pzth);>* 10*M,
tampon fosfato 0.1M, pH = 8.5, 0.5 mg mL! de anhidrasa carbénica; P = 711 Torr, 20 °C).

“° " 'Valor Certificado ~Semsor¥ Semsorit- -
i | o m=5 (=5
%Co: 990 - 96104 S 100£01

“ sensor basado en medidas de intensidad de emision.
b . ) . .
Sensor basado en medidas de tiempos de vida de emision.

3.1.7. APLICACION ANALITICA DEL SENSOR DE CO, A MEDIDAS
EN DISOLUCION ACUOSA.

El optodo de CO, basado en medidas de intensidad de luminiscencia se ha

aplicado a la determinacion del contenido de bicarbonato en aguas minerales
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comerciales. Para Hevar a cabo los analisis se preparé una recta de calibrado con
concentraciones crecientes de bicarbonato, siguiendo el procedimiento indicado en el
apartado 2.4.1.2 de esta Memoria. A continuacion, se procedié al analisis de las
muestras de agua de distinta procedencia, previa dilucién de las mismas con tampon
citrico/citrato 0.1 M y pH 5.0. Los resultados obtenidos para cinco determinaciones
analogas de cada muestra se recogen en la TABLA XIII. Las muestras se analizaron de
forma paralela con un electrodo comercial de CO, (Orion), empleando las mismas

condiciones experimentales que para el optodo.

TABLA XIII. DETERMINACION DE HCO ;” EN MUESTRAS DE AGUA MINERAL, °

AGUA V. nominal  Sensor CO: Electrodo CO: Dilucion
Fontemilla 307.4 3M1+11 314 +10 : T1:4
Contrex 384.3 238+ 11 ' 227 +5 14
Fontvella 1311 1327 1293 . 1:2
Soldn de 283.0 292 +9 285+ 2 125
Cabras '

a .. A - - - . . s
Cada resultado, expresado en ppm, es la media de 5 determinaciones con su desviacion
estandar.

Como se deduce de los datos recogidos en la TABLA XIII, los resultados
obtenidos por ambos métodos resultan totalmente comparables a un nivel de
confianza del 95%, lo que pone de manifiesto la bondad de la nueva técnica analitica
puesta a punto que utiliza el sensor de fibra dptica, Unicamente para el caso de una
muestra de agua (Contrex) de elevado contenido salino, se han obtenido resultados
dispares por ambos métodos, y a su vez muy distintos del valor nominal, lo cual se
debe, muy probablemente, a la elevada fuerza iénica de esta muestra que da lugar a
diferencias de presién osmotica a ambos lados de la membrana de silicona que separa

la fase sensible de la muestra y que utilizan tanto el optodo como el electrodo de CO,.

Se descarté el empleo del optodo de CO, en presencia de la enzima anhidrasa
carbénica para la medida de muestras liquidas, debido a la deriva de la linea base
observada cuando se analizan muestras de bajo contenido idnico (el mismo efecto ha

sido observado en los electrodos comerciales de CO,). Este efecto se atribuye a la
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diferente concentracidn de las soluciones externa (muestra) e interna (fase reactiva)
teniendo en cuenta que la fase reactiva contiene el gel idnico, la enzima y un tampon
muy concentrado (0.1 M). Ello provoca el paso de vapor de agua a través de la
membrana de silicona (por un proceso de osmosis), con la consiguiente dilucién y

deriva de la linea base.
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3.2. SENSOR DE FIBRA OPTICA PARA LA
DETERMINACION DE OXIGENO.

3.2.1. INTERES ANALITICO DE LA DETERMINACION DE O ,.

3.2.1.1. Interés medioambiental.

La presencia de oxigeno disuelto es fundamental para la vida de las poblaciones
animales y vegetales de cualquier medio acuatico. Su supervivencia depende de la
capacidad del agua para mantener ciertas concentraciones minimas de esta sustancia
vital. Los peces necesitan niveles mas elevados, los invertebrados niveles intermedios y
fas bacterias los mads reducidos. La concentracion de oxigeno en una disolucidn
saturada del gas varia con la temperatura, con la altura, y con la fuerza idnica del
medio, pero el nivel minimo no debe ser inferior a las 6 ppm para el mantenimiento

de la vida en el medio acudtico

La presencia de esta moiécula disuelta en el agua es absolutamente necesaria
para que las aguas permanezcan potables y sin olores, ya que los procesos biolégicos
naturales de depuracion de aguas requieren oxigeno. Gracias al fendmeno de
autodepuracion, las aguas superficiales de las regiones con bajas densidades de
poblacién e industria no presentan, generalmente, problemas de contaminacién. Por
el contrario, en zonas fuertemente urbanizadas o industrializadas, los lagos,
lagunas, rios, etc., presentan frecuentemente una gran carencia de oxigeno. La falta
de oxigeno en el agua superficial se origina debido a que la capacidad de
reoxigenacion natural se torna insuficiente a causa de vertidos industriales
incontrolados o de fertilizantes procedentes de riego de terrenos agricolas, aguas de

lluvia, etc.

El estancamiento o la circulacién lenta del agua cargada de materia orgénica,
hace que las bacterias aerobias presentes en la misma, la utilicen como alimento,
consumiendo el O, disuelto. Eventualmente, si el aporte de 0, no es el adecuado, el
agua se hace anaerobia, desarrolldndose una flora bacteriana diferente, con bacterias

reductoras que convierten los elementos de compuestos organicos en sus hidruros

respectivos: CH,, NH; y H,S en lugar de especies oxidadas como CO,, NO;™ y SO,%.
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Inyectar oxigeno puro en el agua en dosis adecuadas y mantener la concentracién de
oxigeno disuelto dentro de ciertos intervalos (valor optimo 3 & 4 ppm), permite
conservar las condiciones aerédbicas y por lo tanto, evitar los efectos negativos

ocasionados por la falta de oxigeno.

Un concepto importante cuando se habla de la depuracién de aguas es la
“Demanda Bioquimica de Oxigeno” (DBO), un pardmetro que proporciona una
estimacion de la calidad del agua, con relacién a su contenido en 0,. Se define como
“la cantidad de O, necesaria durante los cinco primeros dias para descomponer la
carga residual del agua, a 20 °C, bajo accién bioldgica de microorganismos aersbicos”.
No obstante, la medida de la DBO presenta el inconveniente de requerir tiempos
largos de medida y baja reproducibilidad. En la actualidad se ha reemplazado la
medida de la DBO por la prueba de la “Demanda Quimica de Oxigeno” (DQO) que
consiste en el empleo de un poderoso agente oxidante, una disolucién de K,Cr,0, en
H250, que acelera la reaccién de oxidacion finalizando la prueba en menos de 3 horas,
pudiéndose relacionar el consumo de K,Cr,0; con la cantidad de 0,,

3.2.1.2. Interés clinico.

Desde una perspectiva médica, la determinacién en continuo de la Po, €s un

pardametro de importancia critica en el tratamiento y diagndstico de problemas
cardiorespiratorios, examenes de pulmon, en respiracion artificial y anestesiologia

(Kaplan et al.,, 1989).

La determinacion de la Po, se basa en la determinacion electroquimica del O,

que difunde a través de la membrana permeable a los gases e impermeable al paso de
iones, en un tampon electrolitico que se encuentra dentro de un electrodo de Clark.
En los ultimos afios se han desarrollado y evaluado métodos no invasivos para medir

la Po, a través de la piel que han resultado muy utiles (Huch et al, 1983). Estos

monitores transcutdneos permiten una determinacion continua del estado de
oxigenaciéon de una persona, lo cual resulta fundamental en ciertas ocasiones, por
ejemplo, en el control de los neonatos que sufren alteraciones respiratorias. Una
pequefa proporcion de los gases presentes en la sangre puede difundir desde el lecho

capilar hacia la superficie de la piel. i calentamos la superficie de la piel, permitiendo
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que el flujo sanguineo local aumente al maximo, la Po, transcutdnea (Poztc) puede

correlacionarse con la Po, arterial.

Actualmente, la determinacién de la Po, transcuténea se realiza empleando

electrodos en miniatura de igual disefio que los anatizadores de gases. En este caso, en
el interior del electrodo se dispone un elemento calefactor que mantiene la
temperatura entre 42 - 43 °C reduciendo con ello el efecto de! flujo sanguineo local

sobre la Po,. La exactitud de estas determinaciones serd funcion de la vascularizacion

de la dermis y de la actividad metabolica de las capas dérmicas y epidérmicas. Se ha

detectado una falta de correlacion entre las medidas de la Po,tcy los valores de la Po,

arterial determinada in vitro y ocasionados por causas tales como: baja presién
sanguinea, problemas de perfusidn, etc, Con el fin de superar estos inconvenientes, en
la ultima década se han realizado numerosos esfuerzos dirigidos al desarrollo de
tecnologias invasivas que permitan la obtencién de dispositivos miniaturizados para
su implante intravascular (Eberhart et al, 1980). En este sentido, los optodos
pueden convertirse, en un futuro mas o menos proximo, en una alternativa real a los
metodos tradicionales de anilisis de gases en sangre, gracias a su pequefio tamario,

flexibilidad espacial y ausencia de conexiones eléctricas,

3.2.2. REVISION BIBLIOGRAFICA DE LOS METODOS ANALITICOS
PARA LA DETERMINACION DE O ,.

3.2.2.1. Métodos eléctricos.
a) Electrodo de Clark,

Se trata de un dispositivo amperométrico bipolar, integrado por un
microelectrodo de Pt que sirve de catodo y un dnodo de Ag/AgCl, sumergidos ambos
en un electrolito de KCI; el sistema se separa del medio a estudiar por una membrana
de Teflon” permeable al O, (véase Figura 43). Al aplicar un potencial de polarizacién
al electrodo, el O, difunde a traves de la membrana y se reduce en el catodo, segun la

reaccion:

02+2H30+29- HzOz""ZOH-

b

H,0, + 2 € 20H
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La corriente debida a la reaccidn electroquimica es proporcional a la cantidad
de O, reducido y, por lo tanto, a su concentracion. La magnitud de la corriente
medida viene determinada por el espesor de la membrana, la velocidad de difusién del
0, a través de la membrana y el tamaho del catodo. Presenta el inconveniente de que
consume O, y se contamina ficilmente por H,S, proteinas y diversos compuestos
organicos por lo que posee una estabilidad limitada y requiere una frecuente

recalibracion.

Ag/AgCi

Oz+4d e we—a 4 O Electrolito

L] 1 .
0, Membrana permeable

FIGURA 43. Esquema de un electrodo de Clark.

b) Célula de O, de Mackereth.
Esta constituida por dos electrodos metilicos, uno de Ag y otro de Pb, inmersos
en una disolucién saturada de HCO;™ separada de la muestra por una membrana de

polietileno. En definitiva, se trata de una célula galvanica, que no precisa de ningun
potencial externo, en la que se mide la corriente correspondiente a la muestra, a un
estandar (muestra saturada de aire), y a un blanco (muestra tratada con sulfito

sédico para eliminar el Op). Las reacciones que tienen lugar en el electrodo de Ag son:
O,+ 2H,0+ 4 e == 4 OH
y en el electrodo de Pb:
Pb+ 4 OH === PbO,+2H,0+4¢e
o

2Pb+ 4 0OH —= 2Pb(OH), + 4 ¢
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La velocidad de difusion del O, a través de la membrana depende generalmente
de la temperatura (el error puede compensarse introduciendo un termistor en el

circuito de medida y situandolo cerca de los electrodos).

3.2.2.2. Métodos volumétricos.

El método iodométrico o de Winkler (Skoog et al, 1989) supone el
tratamiento de la muestra con exceso de Mn(II), ioduro potasico e hidréxido sédico. El
hidréxido de Mn(ID) (blanco) producido es oxidado répidamente por el O, para formar

Mn(OH); (marrén), segun la reaccion:
4 Mn(OH); (s) + O; + 2 H0 —= 4 Mn{(OH); (s)

Al acidificar, el hidréxido de Mn(II) se disuelve y oxida el I" a I;:

ZMn(OH); + 2T + 6 H" —== 2Mn*" +1, + 3 H,0

El I, es entonces valorado con una disolucién patrén de tiosulfato:
2- - 2-
I, + 2 5,0, == 271 + 5406

El punto final de la valoracion se puede detectar visualmente, utilizando
almidén como indicador o bien utilizando métodos electroquimicos. El buen resultado
del método depende de la rapidez y cuantitividad de la reaccién con el O,, y de la
eliminacion de interferencias de otras especies reductoras que puedan estar presentes

en el medio, como nitrato y sulfito. Este método es tedioso, lento y poco selectivo .

3.2.2.3. Métodos opticos.

La oximetria clinica ha sido el método més utilizado para medir la saturacién
de O, en sangre (Kaplan et al, 1989) o porcentaje de hemoglobina total que ha
fijado 0,. El método se basa en las diferencias observadas en los espectros de
absorcion de la oxihemoglobina (HgbO;) y la desoxihemoglobina (Hgb). En general,
una muestra de sangre se analiza a dos longitudes de onda diferentes, una a la que se
observa una gran diferencia en la absorbancia entre la Hgb y la HgbO,, y otra,
denominada “punto isosbéstico”, a la cual la absorbancia es idéntica para ambas

formas. La medicién del punto isobéstico proporciona la cantidad total de
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hemoglobina presente y la absorcién a la otra » depende de la diferencia de

concentracion entre las dos formas de hemoglobina.

En la actualidad, la oximetria in vivo se realiza utilizando una fibra éptica
para transmitir la luz desde el oximetro, a través de un catéter, hasta la sangre del
paciente en la arteria pulmonar. En el interior de la arteria, la luz choca con la
hemoglobina sanguinea (Hgb), en los glébulos rojos; parte de la luz es reflectada y
recogida de nuevo por la fibra dptica (la misma u otra distinta) y llevada al
fotodetector que mide la cantidad de luz reflectada a distintas , enviando los

resultados a un procesador.

3.2.2.4. Sensores de fibra dptica.

El desarrollo de sensores dpticos para la determinacion de O, en continuo ha
merecido un gran esfuerzo durante los ultimos anos debido al gran interés que

representa su determinacion, tanto a nivel clinico como ambiental.

Las ventajas que ofrece la utilizacion de los sensores de fibra dptica frente a
los metodos convencionales, como el electrodo de Clark (Hitchman, 1978) son
multiples: la ausencia de consumo de O, en la medida, su inercia frente a cambios de
flujo, agitacion, presencia de burbujas o elevadas presiones externas, lo cual ha
facilitado su empleo para determinaciones de este gas en aguas marinas o

subterrdneas.

a) Qptodos basados en medidas de reflectancia.

Kapany y col. (Kapany et al, 1964) describieron el empleo de un catéter de
fibra optica para la determinacién de O, in vivo en animales. Su funcionamiento se
basa en el desplazamiento de la banda de Soret de absorcion de la hemoglobina
cuando ésta se asocia con el O,. Los resultados obtenidos fueron satisfactorios, si bien
las curvas de calibrado medidas para distintos animales resultaban muy diferentes,
responsabilizando de este fenomeno a la variabilidad de las propiedades opticas de la

sangre.

Zhujun y col. (Zhujun et al., 1986) construyeron otro sensor basado en este
mismo principio, inmovilizando desoxihemoglobina en una resina de intercambio

Lo o . PR R SR S . n n Filaas A i, iHFirvmmad~
catiénico, que se sittia en el extremo comun de un haz de fibras opticas bifurcado
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utilizando una membrana de PTFE. El cociente de intensidades reflectadas a 435y
405 nm se utiliza para medir la presién parcial de O, entre 20 y 100 bar. El tiempo de
vida util del dispositivo resulté ser de dos dias a temperatura ambiente debido a la
rapida oxidacién de la hemoglobina inmovilizada. Ademas, su respuesta depende del

pH, de la presencia de CO, y de otros gases oxidantes, acidos o basicos.

Chung y col. (Chung et al,, 1995) han descrito recientemente un sensor para
la determinacion de 0, disuelto, basado en el empleo de mioglobina (Mb)
encapsulada en una matriz de vidrio por el procedimiento sol-gel. El sensor mide la
velocidad de cambio del espectro de absorcion de la desoximioglobina encapsulada

durante los 5 primeros minutos de exposicién al O,.

b) Optodos basados en medidas de luminiscencia.

La mayoria de los sensores luminiscentes para la determinacién de O,, estan
basados en medidas de desactivacion dinémica de la luminiscencia (fluorescencia
o fosforescencia) de un luminéforo por el O, molecular. El O, molecular desactiva
muy eficazmente la fosforescencia de las moléculas organicas y la luminiscencia de los
complejos metalicos de coordinacion (Pfeil, 1971). Dependiendo de la naturaleza del
sustrato, la reaccidn de desactivacién bimolecular puede suceder por transferencia de
energia, por transferencia electrénica o por ambos (Winterle et al.,, 1976; Lin et al,
1976).

La transferencia de energia es un proceso fisico por el cual una molécula en
estado excitado transfiere su energia de excitacién a otra en estado fundamental.
Desde el punto de vista de la molécula que absorbe luz, la transferencia de energia
conduce a la desactivacién de su estado excitado, siguiendo un proceso de Stern-
Volmer. La limitacion a la transferencia de energia entre una especie dadora y el O, es
que la molécula de O, debe tener un estado excitado situado por debajo del nivel
energético del estado excitado del dador. Ademis, el tiempo de vida del dador excitado
electrénicamente debe ser suficientemente largo para que las dos especies puedan
colisionar. Ambos requisitos se cumplen generalmente en el caso de los complejos de

Ru(ID) dei tipo RulL,.

Por otra parte, la transferencia electrénica supone el traspaso de un electrén

a o desde el luminéforo, al tiempo que sucede la oxidacién o reduccion de otra especie
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en disolucion. En el caso del O,, el proceso que tendria lugar es una reduccién, dando

como resultado el anién superédxido 0, ™.

Obviamente, en el caso de los sensores basados en este principio, no se
consume O, durante el proceso de medida, lo cual supone una gran ventaja sobre los
sensores amperométricos. Los distintos fluorosensores para la determinacion de O,

descritos hasta el momento se pueden clasificar en varios grupos:

« Sensores basados en el empleo de hidrocarburos aromdticos. Los
hidrocarburos aromaticos policiclicos representan un grupo de compuestos cuya
fluorescencia es eficazmente desactivada por el O, (Miller et al., 1943). De todos ellos,
el pireno y, en menor extension, el acido pirenobutirico son quizas los mas atractivos,
debido a que presentan tiempos de vida de emision superiores a 100 ns. El
inconveniente de estos compuestos es que tanto las 1 de excitacion (340 nm) como las
de emisién (390/440nm) requieren la utilizacion de lamparas que emitan en el UV y

de fibras opticas de cuarzo para evitar pérdidas de radiacion,

Bergman desarrolls en 1968 (Bergman, 1968) un fluorosensor de O; que
emplea un hidrocarburo aromatico policiclico altamente fluorescente, el
fluorantreno, inmovilizado en vidrio poroso (Vycor). Cuando el reactivo se excita con
luz UV, emite radiacién que resulta desactivada en un 63.5% al pasar de N; a O,. Ei
empleo de polietileno y silicona como soportes del indicador hace que la desactivacion
dindmica de la emision no resulte tan efectiva como en disolucién. También se han
utilizado como indicadores en la construccién de sensores de oxigeno, pireno, acido
pirenobutirico (Miller et al, 1943), benzoperileno (Kroneis et al, 1983), 9,10
difenilantraceno (Shah et al, 1988) y dibutirato de perileno (Fitzgerald, 1982;
Peterson et al., 1983; Peterson et al., 1984).

En general, se ha observado que el empleo de soportes para inmovilizar el
indicador hace que la desactivacién dindmica de la luminiscencia no sea tan efectiva
como lo es en disolucion. Algunos sensores con fluoréforos inmovilizados en silicona
han encontrado aplicacién en la construccion de catéteres invasivos (Cardiovascular
Devices; Gehrich et al, 1986; Miller et al, 1987), como transductores en la
determinacion de metabolitos (Liibbers et al,, 1975; V3lk et al,, 1980; Libbers et al.,
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1983) en combinacién con reacciones enzimdticas en las que participan oxidasas,

oxigenasas, o indirectamente, deshidrogenasas.

Una aplicacion interesante de los sensores de O, es la determinacion
simultinea de este gas y un anestésico, el halotano (Wolfbeis et al, 1985) cuya
interferencia en el analisis de O, en sangre es bien conocida. El sistema de medida
empleado estd compuesto por dos fibras dpticas con dos terminales sensibles
diferentes. En uno de ellos se dispone una capa de indicador sensible al halotano,
decacicleno disuelto en silicona o una mezcla de ftalato de dioctilo y poliisopreno y,
en el otro, se situa una fase reactiva similar pero recubierta con
politetrafluoroetileno que actua como barrera impermeable al halotano. Et sensor
permite la determinacién de halotano, 0, 0 ambos a la vez con una precision del £ 5%
para halotano y + 3.5% para O, y con limites de deteccion de 01% y 0.4%,

respectivamente.

Otro tipo de optodos para la determinacion de O,, descritos en la bibliografia,
que emplean hidrocarburos aromiticos polinucleares, son aquéllos basados en la
transferencia de energia desde una molécula “dadora” (cuya fluorescencia se
desactiva eficazmente por el O,) a una especie “aceptora” (que resulta menos
desactivada por este analito). Sharma y col. (Sharma et al, 1988) han descrito un
sensor, basado en este principio, en el que se utiliza pireno como dador y perileno
como aceptor. La banda de emisién fluorescente del primero solapa con la banda de
absorcién del segundo, de forma que cuando el sistema se irradia a 320 nm, se
observa una intensa fluorescencia a 476 nm, donde el pireno por si mismo no
absorbe. Los autores postulan la existencia de un exciplejo (complejo de transferencia
de carga en el estado excitado) que se desactiva por el O, muy eficazmente. De esta
forma, se ha desarrollado un sensor de fibra dptica que incorpora los dos fluoréforos
en una matriz polimérica situada en el extremo de la fibra dptica. El intervalo de
respuesta del sensor es de 0-150 Torr con una precisién de 0.5 a 3 Torr y el limite de

deteccion es 0.5 Torr de O,.

« Sensores que emplean complejos metdlicos. Otro importante grupo de
indicadores, usados recientemente con gran éxito en la construccion de optodos de O,
son los complejos luminiscentes de Ru(II) con ligandos a-diimina tales como 2,2

bipiridina, Ru(bpy);*"; 1,10-fenantrolina, Ru(phen);®* y  4,7-difenil-1,10-
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fenantrolina, Ru(dip);**. Concretamente, estos compuestos presentan excelentes
propiedades para su empleo como indicadores sensibles al O, (Kalyanasundaram,
1992) entre las que podemos citar: (1) tiempos de vida elevados en disolucion (0.2 -1 ms),
lo cual permite la construccién de sensores basados en la medida de este parametro;
(2) longitudes de onda de excitacién y emisién en el visible, lo cual permite el empleo
de fibras opticas de plastico y fuentes de radiacién baratas; y (3) grandes

desplazamientos de Stokes entre la excitacién y la emision.

Se han ensayado numerosos soportes para la inmovilizacion de dichos
compuestos de cara a la construccion de sensores de fibra optica para la
determinacién de 0,. Normalmente, los indicadores se disuelven en una matriz
polimérica que actua, no sélo como “disolvente”, sino también como una barrera
impermeable a ciertas especies como cationes de metales pesados o ciertos aniones
que pueden desactivar la luminiscencia de los complejos de Ru(ID). Un factor a tener
eh cuenta en la construccion de las membranas sensibles al 0, es la baja solubilidad de
los complejos de Ru(Il) en un polimero hidréfobo, de forma que en las membranas
preparadas utilizando estos polimeros, al cabo de cierto tiempo, se observa una
cristalizacion de las moléculas de indicador que pueden disponerse en la superficie
polimérica formado finas ldminas. Por ello, en la mayoria de las membranas
construidas hasta el momento, el complejo se adsorbe en gel de silice ¥y
posteriormente, el conjunto se dispersa en silicona (Wolfbeis et al, 1986; Bacon et
al, 1987; Lippistch et al, 1988; Wolfbeis et al, 1988; Moreno-Bondi et al, 1990;
Carraway et al., 1991; Sacksteder et al., 1993; Huarui et al,, 1995: Hartmann et al,
1995; Holst et al., 1995). Li y col. (Li et al, 1993) han demostrado que la intensidad
de luminiscencia y el grado de desactivacion de los complejos de Ru por el O,, depende
de la concentracion de los mismos presente en el polimero de silicona y que, tanto el
procedimiento, como los disolventes empleados durante el proceso de inmovilizacidn,

resultan criticos a la hora de evaluar la respuesta del sensor.

Por otra parte, Meier y col. (Meier et al, 1995) han propuesto un método
alternativo de inmovilizacion que consiste en la encapsulacién de los complejos de Ru
en zeolitas y su posterior dispersién en polimeros de silicona. Las membranas

resultantes muestran unos tiempos de respuesta aceptables (entre 6 - 10 s), son
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termoresistentes y presentan una sensibilidad y estabilidad superior si se comparan

con las membranas preparadas a partir de gel de silice.

Recientemente, algunos autores han descrito un procedimiento para la
preparacion de fases sensibles al 0, que permite la disolucién directa de complejos
tipo Ru(bpy);*, Ru(phen);*", Ru(dip);*" en cloruro de polivinilo (PVC) (Klimant et
al, 1994) acetato de celulosa (McMurray et al., 1994) o silicona (Klimant et al,
1995). En los ultimos dos casos se produce la formacién de pares idnicos entre el
complejo seleccionado y un anién de tipo organico como el tributilfosfato, o bien un
anion que presente una larga cadena alifatica (tipo  dodecilsulfato o
trimetilsililpropanosulfonato), y que son solubles en la matriz de silicona. La
respuesta al O, sin embargo, sigue sin ser completamente lineal ya que ademas del
luminéforo disuelto, aparecen agregados del mismo cuyo rendimiento cudntico de
emision es menor. Si comparamos la respuesta de estas membranas con las que
incorporan gel de silice como relleno, la intensidad de emisién obtenida es mayor
debido a que la concentracién de indicador presente en las mismas es superior como
consecuencia de su mayor solubilidad. Por otra parte, presentan tiempos de
respuesta cortos (1 s en fase gas y 40 s en fase acuosa) y gran estabilidad a largo

plazo (varios meses cuando se almacenan en disolucién acuosa).

Algunas de estas membranas se han aplicado a la construccién de biosensores,
como el desarrollado por Preininger y col. (Preininger et al, 1994) para la
determinacion de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO). El biosensor incorpora
un microorganismo, Trichosporon cutaneum, inmovilizado en poli(vinilalcohol) y el
complejo Ru(dip);** como transductor de 0, atrapado en una pelicula de PVC. Los
valores de la DBO obtenidos con el biosensor resultaron comparables en los ensayos

realizados por el método convencional.

Rosenzweig y col. (Rosenzweig et al., 1995) han construido un microsensor
de fibra éptica para la determinacion de O, tanto en fase gaseosa como en disolucién.
La fase sensible del optodo esta constituida por el complejo Ru(dip);** atrapado en un
polimero de acrilamida covalentemente enlazado al extremo de una fibra optica por
polimerizacion fotoinducida. El sensor es completamente reversible y requiere

volumenes de muestra tan pequefios como 100 fL. Asimismo, muestra una excelente
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sensibilidad, con limites de deteccion absolutos de 10" moles de 0;, lo cual mejora

en un factor de 10° los valores obtenidos con los optodos existentes hasta la fecha.

Por otra parte, también se ha estudiado la posibilidad de incorporar los
complejos de Ru(ID) en matrices de vidrio, utilizando la técnica del sol-gel (Matsui et
al, 1991). McCraith y col. (McCraith et al., 1993; O’Keeffe et al,, 1995) han utilizado
esta técnica de inmovilizacion para desarrollar sensores de fibra optica basados en el
empleo de Ru(bpy);” y Ru(dip);"" y medidas de onda evanescente para la
monitorizacion de O,. Para el desarrollo de estos sensores resulta critico optimizar y
controlar cuidadosamente los distintos pardmetros que afectan al proceso de
inmovilizacidn, ya que éstos influyen notablemente en el tamatio de poro y, con él en,

la respuesta del sensor al analito.

La presencia de oxigeno en el medio afectara no sélo a la intensidad de emision
de fluorescencia de un compuesto, sino también al tiempo de vida de su estado
excitado. Los tiempos de vida relativamente largos de los complejos de Ru(Il) hacen
posible el empleo de la espectroscopia de emisidon con resolucién temporal para el
anilisis de oxigeno empleando sensores de fibra dptica. Se han utilizado membranas
sensibles al O, que emplean silicona como soporte y Ru(dip)f"“ (Bacon et al, 1984; Li
et al, 1993; Draxler et, 1995) o Rubpy)s”® (Lippitsch et al, 1988) como
indicadores. Sin embargo, la heteréééﬁréiaéawaerl” microentorno del luminéforo
inmovilizado, da lugar a la aparicién de decaimientos de la emisién multiexponenciales
y representaciones de Stern-Volmer curvadas hacia abajo. Para explicar estos
resultados, Draxler y col. (Draxler et al, 1995) proponen un nuevo modelo que
considera la interaccion del indicador con el entorno no uniforme originado por las

regiones vecinas del polimero.

Recientemente, se ha descrito el empleo de complejos neutros de platino del
tipo [PH(L(CN);] (L= 4, 7-difenil-1,10-fenantrolina ¢ 4,4’-di-tert-butil-2,2"bipiridina)
para la construccién de sensores de oxigeno (Lee et al, 1993; Li et al, 1992). El
espectro de emisién de estos compuestos en una membrana de silicona presenta un
linico maximo para bajas concentraciones de analito, apareciendo un segundo pico
para elevadas concentraciones del mismo, debido a la formacion de dimeros, Estas
membranas son muy estables y no se observa degradacion fotoquimica. Asimismo, Xu

y col. (Xu et al, 1996) sugieren el empleo de complejos polipiridilicos de Os(II)
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como indicadores sensibles al O, en lugar de los complejos de Ru(ID). Aunque los
primeros presentan tiempos de vida inferiores a los segundos, lo cual origina una
menor sensibilidad al O, de los sensores correspondientes; sin embargo los complejos
de Os(I) presentan bandas de absorcion mas desplazadas hacia el rojo con respecto a
sus analogos de Ru(ID), lo cual permite el empleo de laseres de diodo de alta potencia
y bajo coste como fuentes de excitacion. Ademds, los complejos de Os presentan una

estabilidad fotoquimica superior .

Alternativamente, se han descrito en la bibliografia sensores luminiscentes
para la determinacion de O, basados en la desactivacién de la fosforescencia a

temperatura ambiente.

Zakharov y col. (Zakharov et al,, 1989; Zakharov et al., 1990) han descrito el
empleo de una serie de lumindforos (tripaflavinas, acrilflavinas y acridinas)
inmovilizados sobre gel de silice, celulosa o intercambiadores idnicos, para la
construccion de sensores fosforescentes para O,. Desafortunadamente, la mayoria de
estos colorantes son fotolabiles y trazas de agua o amonio interfieren en su respuesta,
desactivando de modo practicamente total su fosforescencia. Para conseguir sensores
de O, mds sensibles basados en la desactivacion de la fosforescencia de estos
compuestos es necesario trabajar a temperaturas del orden de -70 °C o inferiores, lo

cudl es extremadamente tedioso y limita el campo de aplicacién de estos dispositivos.

Diaz-Garcia y col. (Diaz-Garcia et al, 1995) han preparado un sensor
fosforescente a temperatura ambiente que muestra una excelente sensibilidad para
el O, en fase gaseosa, aunque su empleo en disolucion acuosa esta limitado por los
largos tiempos de respuesta y la baja sensibilidad que presenta. Asimismo, se ha
estudiado la posibilidad de utilizar complejos metalicos de Ferrén (AI(IID), Ga(IlD),
In(IID), Nb(V) y Zr(IV)) y oxinatos de plomo para la construccién de sensores opticos
para O, (Pereiro-Garcia et af, 1991; Liu et al, 1994), ya que estos compuestos
emiten fosforescencia a temperatura ambiente cuando se inmovilizan sobre un
soporte solido o se estabilizan en medios organizados en disolucién (micelas,

vesiculas),

El indicador fosforescente Eritrosina B, ha sido utilizado por algunos autores
como material sensible al O, (Badia et al, 1995). Las fases sensoras, constituidas por

el indicador inmovilizado covalentemente sobre una resina funcionalizada con grupos

181



3. Resultados y discusion.

amino, han resultado particularmente adecuadas para la determinacién de O, en fase
gaseosa y a concentraciones muy bajas. El sensor presenta un limite de deteccion de

0.6 ppm, uno de los mas bajos descritos hasta la fecha.

Las metaloporfirinas (concretamente Pt y Pd-porfirinas) también se han
utilizado con éxito en la construccién de sensores para O, (Papkovsky et al, 1991;
PapKovsky et al, 1995; Hartman et al, 1996) que, a su vez, se han aplicado como
transductores en la construccion de biosensores (PapKovsky et al,1991; PapKovsky et
al., 1993; PapKovsky, 1995b). Los complejos de Pt-porfirina presentan largos tiempos
de vida de fosforescencia y grandes separaciones entre las longitudes de onda de
excitacidn y emision maximas (mas de 100 nm). Por otra parte, no se observa
fluorescencia en la regién del espectro VIS-NIR, por lo que se hace més sencilla la

monitorizacion de la seral fosforescente,

¢) Sensores guimioluminiscentes.

" “Freeman y col. (Freeman et al, 1981) han desarroliado un sensor basado en
ta quimioluminiscencia originada por la oxidacién de los tetraaminoetilenos que
carecen de grupos arométicos, la cual es directamente proporcional a la presion
parcial de O,. En el dispositivo empleado para las determinaciones, la sefial analitica se
obtiene al difundir el O, a través de una membrana de teflén y reaccionar con el
reactivo quimioluminiscente, una solucién al 10% en hexano de la 1,1’,3,3’-tetraetil-
2,2’-biimidazolina. El limite de deteccion para O, en fase gaseosa es de 1 ppm y los

tiempos de respuesta son del orden de 10 - 20 s.

Otros sensores quimioluminiscentes hacen uso del reactivo luminol, el cual se
ha inmovilizado en un hidrogel como paso previo a la construccion de un sensor para
la determinacion de O, y NO, (Collins et al, 1995). El sensor es capaz de detectar
niveles de O, de hasta 2.4 ppm.

En resumen, los Ultimos avances realizados en el disefio de nuevos sensores de

fibra optica para O, permiten obtener las siguientes conclusiones:

1. Los complejos de Ru(1D), especialmente el Ru(clip)g2+ han demostrado ser los
mejores indicadores para la monitorizacién de este analito, debido a sus bandas

intensas de absorcién y emisién en el visible, largos tiempos de vida y elevada
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constante de Stern-Volmer para la desactivacion del estado excitado por el O,.

Finalmente, presentan elevada fotoestabilidad.

2. La silicona es el polimero mas adecuado para la obtencidn de las membranas
sensibles, debido a su elevada permeabilidad y solubilidad al analito, asi como su

estabilidad fisico-quimica y su biocompatibilidad.

3. El proceso de desactivacion bimolecular entre el estado excitado del
indicador y el O, es esencialmente dindmico tanto en presencia como en ausencia de

material de relleno sobre el que se adsorbe el indicador.

4. La sensibilidad de las membranas depende de la composicién exacta y
forma de preparacion de las fases sensibles obtenidas con el mismo indicador y

soporte polimérico.

5. €| mecanismo exacto de la desactivacion de los compuestos de

coordinacion de Ru(Il) por el O, molecular no se conoce con precision.

El trabajo realizado en esta Tesis Doctoral en sensores de fibra éptica para O,
se ha centrado, a la vista de los resultados recogidos en la bibliografia, en los

siguientes puntos:

a) Estudio sistematico del efecto del material de relleno adicionado a la
silicona, sobre las caracteristicas fotofisicas del indicador y su desactivacion
bimolecular por el O,. Existe una gran disparidad en los diferentes trabajos publicados
sobre el tema, respecto a la composicion de laas membranas y el papel jugado por los

distintos componentes en la sensibilidad final al O,.

b) Estudio del mecanismo de desactivacion del complejo con el O, en medio
(micro)heterogéneo estableciendo una correlacién con su comportamiento en medio

homogéneo.

) Obtencién de un sensor de fibra dptica para O, para la realizacion de
medidas, tanto en fase gaseosa como en medio acuoso, que sea estable, robusto,
sensible y de respuesta rdpida para su aplicacion a muestras reales, donde los

electrodos de O, plantean problemas.
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3.2.3. DETERMINACION DE O, MEDIANTE UN SENSOR BASADO
EN MEDIDAS DE LUMINISCENCIA.

3.2.3.1. Preparacion de la fase sensora.

2+

a) Propiedadeq espectroscdpi

FIGURA 4. Estructura tridimensional del complejo Ru(dip):?*.

El complejo tris(4, 7-difenil- 1, 10-fenantrolina)rutenio(II), abreviadamente
Ru(dip),"", posee unas caracteristicas muy adecuadas para su utilizacion como
indicador en la construccién de optodos de 0,. Entre ellas podemos citar las
siguientes: (1) un elevado tiempo de vida del estado excitado (5 ps); (2) una
constante de desactivacién bimolecular por el O; elevada (k; = 2.4 x 10° L mol’s™)
(Bacon et al, 1987); y (3) una mayor hidrofobicidad que otros complejos de Ru
utilizados como indicadores en sensores de O, (Carraway et al, 1991). Todo ello,
hace que sea uno de los complejos polipiridilicos de Ru(Il) mds empleados en la

construccidn de sensores de O,.

En la Figura 45 se muestran los espectros de excitacion y emision, sin corregir,
de una disolucion de Ru(dip);*" 10° M en cloroformo, equilibrada al aire y a

temperatura ambiente.
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FIGURA 45. Espectros de excitacién (Aem = 620 nm) y de emision (e = 460 nm, filtro en
emision a 530 nm) del Ru(dip)s* en cloroformo, equilibrado al aire.

b) Eleccién del soporte polimgrico para la inmovilizacién del indicad

Se estudiaron distintos tipos de materiales de relleno para inmovilizar el
indicador (ge! de silice, gel de silice modificada Cy3y CPG), con el fin de comprobar
cual de ellos permitia obtener membranas que presentasen una mayor sensibilidad e
intervalo de respuesta frente al analito. Los soportes con el indicador inmovilizado se
se dispersan en silicona, extendiéndose posteriormente hasta obtener membranas de
espesor definido. Este polimero ha demostrado ser uno de los mas adecuados para la
construccién de sensores de O,, como se menciond en el apartado 3.2.2.4, gracias a su
elevada permeabilidad y solubilidad a este gas (Wolfbeis, 1991), asi como a sus
excelentes propiedades dpticas y mecdnicas, que permiten preparar con él
membranas muy finas y resistentes. Sin embargo, las siliconas comerciales incorporan
en su formulacién gel de silice como carga para favorecer su curado y resistencia.
Diversos autores han observado (Klimant et al, 1992), que la presencia de gel de
silice tiene un efecto muy importante sobre la sensibilidad frente al O, de las
membranas obtenidas con complejos metilicos. Por tanto, resulta muy importante
para la construccién del optodo, conocer exactamente la cantidad de carga adicionada
al polimero, desestimandose, por esta razén, el empleo de siliconas comerciales, para

la construccion de los sensores, ya que la cantidad de carga adicionada en sus
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formulaciones es un secreto de patente. Todo ello nos ha llevado a utilizar una

silicona no comercial, sin carga de gel de silice, preparada especialmente para este
fin.

La Figura 46 muestra los espectros de emision (sin corregir), correspondientes

al Ru(dip);”* inmovilizado en los distintos soportes y disperso el conjunto en silicona.
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FIGURA 46. Espectros de emisién normalizados, (sin corregir por la respuesta
instrumental y corregidos por el blanco) de las membranas de silicona que contienen Ru(dip):®*
adsorbido en: silicona libre de gel de silice (-), CPG ( - -), gel de silice Cis (---), gel de silice (-+)
(hexe = 460 nm).. T = 20 °C.

La emision luminiscente de los complejos polipiridilicos de Ru(II) puede verse
afectada significativamente por los cambios producidos en la polaridad del
microentorno y/o el caracter dadorfaceptor del medio. Este hecho se debe a
importantes variaciones producidas en la distribucién electrénica de carga de los
mismos tras la excitacion (Carraway et al, 1991). Sin embargo, y a pesar de todos los
factores mencionados anteriormente, la luminiscencia del Ru(dip);** es poco sensible
a la naturaleza del soporte utilizado en la inmovilizacién (ver Figura 46), Este hecho
se debe a la presencia en la molécula del complejo de 6 anillos de fenilo que ejercen
un efecto de pantalla sobre el lumindforo, protegiéndole de las posibles

perturbaciones del microentorno (Carraway et al., 1991).
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Los calibrados de Stern-Volmer correspondientes a las membranas sensibles de

Ru(dip);** construidas en presencia de los distintos soportes son los que aparecen en

la Figura 47.
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FIIGURA 4F. Calibrados de Stern-Volmer de membranas sensibles al Oy preparadas a
partir de Ru(dip)s** adsorbido en diferentes soportes y disperso en silicona (Aex = 460 nm, Aoy, al
maximo de emisiéon correspondiente; relacién indicador/soporte 1:375 p/p; relacion
soporte/silicona 1:4 p/p). CPG (e), gel de silice (+), gel de silice Cy5 (W), silicona sin soporte { %),
Figura insertada: Calibrado de O, correspondiente a la membrana de silicona sin soporte, en el
intervalo de concentraciones comprendido entre 0 - 100% Oy, T = 20 °C.

Para la misma cantidad de indicador inmovilizado (indicador/soporte 1:375
(p/p), el comportamiento de las distintas membranas en su respuesta hacia el O, se
correlaciona bien con la naturaleza y polaridad del soporte sélido, obteniéndose la
mayor sensibilidad hacia el analito para las membranas construidas a partir de gel de
silice y CPG. Este fenémeno refuerza la idea, descrita por otros autores (Carraway et
al, 1991), de que la desactivacion de la emisién luminiscente por el O, molecular
ocurre fundamentalmente por la difusion del gas hacia la superficie del soporte sdlido
(al menos en aquellos sélidos porosos que adsorben O, y otros gases); por tanto,
cuanto mayor es el nimero de grupos polares presentes en el mismo (gel de silice >
CPG > Cy5 > silicona), mayor es su afinidad por el 0, y mayor es la eficacia del proceso

de desactivacion.
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Cuando la adsorcidon de O, por parte del soporte sélido es pequena o nula (caso
de las membranas de gel de silice C;s y silicona sin soporte), la sensibilidad de la
membrana indicadora hacia el analito se ve reducida de forma drastica (Figura 47).
En consecuencia, tanto la gel de silice modificada C5, como la silicona sin carga
resultan soportes poco adecuados para la inmovilizacién del complejo y su posterior

aplicacion al desarrollo de membranas sensibles al O,.

Xu y col. (Xu et al, 1994) han demostrado recientemente que es posible
obtener una elevada respuesta hacia el O, inmovilizando el complejo Ru(dip);2+ en
una matriz de poli(dimetilsiloxano) sin carga de gel de silice (con cocientes de I./I de

10 para una Py, = 140 Torr). Nuestros resultados no son comparables con los

obtenidos por estos autores, lo cual se debe, fundamentalmente, al diferente
procedimiento utilizado en la preparacién de las membranas. En su caso, se procede
en primer lugar al curado de las membranas (con y sin carga) y a la posterior
adsorcion del complejo a partir de una disolucion en cloruro de metileno. De esta
forma, la cantidad de complejo inmovilizado es considerablemente menor que la
obtenida con nuestro procedimiento, que consiste en dispersar por completo el
indicador en la silicona antes de proceder al curado de la membrana. La mayor
concentracién de indicador en la membrana da lugar a la existencia de una mayor
cantidad de complejo (ya sea adsorbido o precipitado) que no es accesible ai O, cuya
luminiscencia no es desactivada por el analito. Asimismo, al aumentar la cantidad de
complejo inmovilizado aumentard la probabilidad de que se produzca la
autodesactivacion de la luminiscencia del Ru(dip);*" por transferencia de energia.
Ambos factores dan lugar a una disminucion en la sensibilidad de la respuesta hacia el
0,.

Por otra parte, en los calibrados de Stern-Volmer obtenidos con las distintas
membranas (Figura 47) se observa, en todos los casos, una desviacién de la linealidad,
incluso para la membrana preparada a partir de silicona en ausencia de soporte sélide
(ver inset Figura 47). Este hecho, observado por otros autores, (Sacksteder et al,
1993; Xu et al, 1994 Hartman et al, 1995) se atribuye a la wnaturaleza
microheterogénea del medio en el que se encuentra el lumindforo, de forma que
moléculas de Ru(dip);”* inmovilizadas en posiciones no equivalentes muestran

distinta accesibilidad al O,, con lo que la constante de Stern-Volmer resultante sera el
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(a)

fe) {d)

FIGURA 48. Microscapia de fluorescencia del Rul(dip)=™ inmovilizado en (a) silicona (40
aurnentos). (b} gel de silice Oy (10 aumentos); (c) CPC (10 aumentos) y (d) pel de silice (10
aumentos).
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3. Resultados y discusion.

promedio ponderado de las distintas constantes obtenidas en cada caso (Demas et al,
1981). Este efecto se comprueba a partir del estudio del tiempo de vida de emision del
complejo inmovilizado, ya que en todas ias ocasiones se han obtenido decaimientos
multiexponenciales que son el reflejo de la existencia de molécutas de complejo en

distintos entornos.

El analisis mediante microscopifa de fluorescencia de las distintas membranas,
nos ha proporcionado datos reveladores acerca de la homogeneidad de las mismas, asi
como de la posible cristalizacion o agregacién del indicador, cuando éste se
inmovilizé directamente en silicona. Asi, a partir de estos estudios se concluye (véase
Figura 48) que las membranas preparadas en presencia de gel de silice, a pesar de su
heterogeneidad, resultan mds uniformes que las obtenidas con CPG, debido al menor
tamafo de particula. Por otra parte, se comprueba la existencia de agregados en la
membrana de Ru(dip)g2+ inmovilizado directamente en la silicona en ausencia de
soporte, lo cual explicaria la curvatura del calibrado de Stern-Volmer y la pequefa
respuesta hacia el O, (Xu et al, 1994). Asimismo, un cierto desorden espacial en la

estructura del polimero podria contribuir a este efecto (Hartmann et al, 1995).

3.2.4. OPTIMIZACION DEL PROCESO DE INMOVILIZACION EN
GEL DE SILICE.

3.2.4.1. Efecto de la cantidad de indicador inmovilizado.

Para estudiar el efecto de la concentracién de indicador sobre la respuesta del
sensor, se prepararon membranas con una cantidad constante de gel de silice (75

mg), y se varid la cantidad de complejo inmovilizado sobre la misma (Figura 49).

El incremento de la sensibilidad del optodo, al aumentar la cantidad de
indicador presente en las membranas, puede explicarse considerando principalmente

dos efectos:

1) La existencia de cierta contribucion de procesos de desactivacién estética
de la luminiscencia, al aumentar la cantidad de complejo inmovilizado en la gel de

silice para la misma concentracion de Q; (véase esquema 6).

2) Puede ocurrir que las posiciones menos accesibles al O, sean las primeras

en ocuparse por el complejo, debido a su distinta hidrofobicidad. De acuerdo con esto,
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la sensibilidad al O, seria inferior a menor concentracion de Ru(dip)32+ inmovilizado,

lo que explicaria la menor respuesta obtenida con estas membranas.

g0 | B 075 mg
. o 0.20 mg

50 1 v 0.05 mg

4.0

1,/1

[V DT S SO VTS Y ST S SR S S W S

0 25 50 75 100 125 150

— [T e
poz \TUI i

1
1
FIGURA 49. Efecto de la cantidad de Ru(dip)s** inmovilizado en 75 mg de gel de silice,

sobre la respuesta del sensor al Oz, {hexe = 460 nm, Aem= 613 nmy; relacion gel de silice/ silicona 1:4):
0.75 mg (M), 0.20 mg (@), 0.05 mg (#). T=20°C

*02 + RUL3

02 + RUL; 02 - Ru‘.g*

hv' l j hv hy' ‘tI v

02 + RUL3 S Oz - RUL3

ESQUEMA 6. Desactivacion de la luminiscencia de un complejo de tipo RuLs por el Oz.

3.2.4.2. Efecto de la cantidad de gel de silice presente en la membrana.

Se prepararon distintas membranas sensibles, manteniendo constante la
proporcién indicador/gel de silice (1:375 p/p) y variando la cantidad de gel de silice

incorporada a la silicona.

192



3. Resultados y discusion.
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FIGURA 50. Efecto de la cantidad de gel de silice presente en la membrana, sobre la
respuesta del sensor de Oz (Aex= 460 nm, Aem= 613 nm) a una relacién constante indicador/gel de
silice (1:375, p/p} y a una relacién variable de gel de silice/silicona: 50 mg/0.2 g (+), 25 mg/0.2 g (®).
T=20°C

Como se observa en la Figura 50, un aumento de la cantidad de gel de silice
presente en la membrana origina un incremento de la sensibilidad de ésta frente al
analito, ya que aumenta la cantidad de O, que puede ser adsorbido por el soporte. Por

tanto, ésta es una variable que debe ser controlada con sumo cuidado.

El proceso de desactivacion de los complejos de Ru(Il) por el O se ha
demostrado que se produce entre particulas coadsorbidas (Demas et al, 1981). Al
aumentar la cantidad de gel de silice presente en la membrana aumentar4, por tanto,
la cantidad de O, adsorbida por la misma, si bien el volumen de este gas adsorbido por
gramo de adsorbente serd el mismo para una presién parcial y una temperatura
determinadas. Segun esto, la velocidad del proceso de desactivacion seria la misma
independientemente del contenido en gel de silice presente en la membrana, puesto

que en todos los casos la relacién gel de silice/indicador se ha mantenido constante.

No obstante, si la velocidad del proceso de adsorcién/desorcion es mayor que la
velocidad de desactivacién del estado excitado del complejo de Ru, cabria la posibilidad

de que el O, migrara de una particula a otra aumentando, en un momento dado, la
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concentracion efectiva del analito, lo cual se traduciria en un aumento de la eficacia

de desactivacion.

3.2.5. CARACTERISTICAS ANALITICAS.

3.2.5.1. Calibrado. Ecuacion de ajuste.

Como resultado de la falta de linealidad observada en los calibrados de Stern-
Volmer obtenidos con las membranas en presencia de gel de silice (véase Figuras 49 y
50), se procedio a la busqueda de un modelo matematico que fuera capaz de predecir

la respuesta del sensor hacia el O,.

En la bibliografia han aparecido numerosas ecuaciones de ajuste para los
optodos de Oj; sin embargo Carraway y col. (Carraway et al, 1991b) concluyen, a
partir de experimentos realizados con complejos polipiridilicos de Ru adsorbidos en
gel de silice, que el modelo que mejor predice la respuesta del sensor es el que
considera unicamente la desactivacién dinamica de la luminiscencia por el O,
adsorbido. En este modelo no se tiene en cuenta ni la contribucién de la posible
desactivacion estatica de la luminiscencia, ni las colisiones con las moléculas de O, en

fase gaseosa.

Se obtiene un buen ajuste de los datos experimentales correspondientes a los
calibrados mostrados en las Figuras 49 y 50 si se utiliza como modelo una isoterma
de adsorcién de Freundlich para calcular la concentracién de O, adsorbido en la

superficie del soporte (40).
Io/1=1 + Ko [Oglats = 1 + Ky [0daam e "= 1+ m P (40)

donde [Os].4em es la méxima concentracién de analito presente en la superficie del
soporte (presumiblemente una monocapa) para una temperatura y tipo de gel de
silice determinada, P es la presion de equilibrio en fase gaseosa, a engloba a una serie
de constantes, n es un parametro empirico relacionado con la magnitud del proceso
de adsorcién de O, y K,, es la constante de Stern-Volmer. En la TABLA XIV se recogen
los valores de los pardmetros obtenidos tras el ajuste de los datos experimentales
correspondientes a los calibrados de las Figuras 49 y 50 (en funcién de la cantidad de

indicador y de gel de silice presentes en la membrana sensible) a una ecuacion de tipo ({1-0).
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TABLA XIV. PARAMETROS DE AJUSTE A LA ISOTERMA DE ADSORCION DE FREUNDLICH
(ecuacién 40) DE LOS DATOS EXPERIMENTALES OBTENIDOS CON EL SENSOR DE 0,.
(Figuras 49 y 50).

Indicador/Gel de  Gel de stlice, mg®  m, Forr In r
stlice, (p/p)
1:375 25 0.06 0.78 0.998
1:375 50 0.07 0.86 0.999
1:100 50 0.08 0.84 0.999
1:1500 50 0.18 0.58 0.999

i Disperso en 0.2 g de silicona.

3.2.5.2. Precisidn y limite de deteccion.

Para evaluar la precision del sistema se seleccioné una membrana con la
siguiente composicion: relacion indicador/gel de silice 1:375 (p/p) y gel de
silice/silicona 1:2.6 (p/p). La precisién se calcula en términos de la desviacion estandar
relativa para 5 determinaciones andlogas de muestras empleadas en el calibrado con
gases con un contenido en O, de 10, 55 y 70%, obteniéndose valores de 0.9, 1.1 y 3.0 %,

respectivamente.

El limite de deteccion se calculé a partir de 10 determinaciones del cociente
I,/I correspondiente al blanco, en este caso Ar puro, y aplicando el criterio
recomendado por la IUPAC (Winefordner, 1983), tomando como I, la media de 10
determinaciones del blanco y como I, 10 lecturas diferentes del mismo, obteniéndose

un valor para el limite de deteccidn que corresponde a 0.3 Torr de O,.

3.2.6. APLICACION ANALITICA.

3.2.6.1, Determinacion de O, en un proceso de fermentacién aerobia.

La determinacion del O, consumido durante un proceso de fermentacién
lactica tiene un elevado interés, ya que este pardmetro se encuentra directamente
relacionado con el crecimiento bacteriano producido en el medio y, por consiguiente,
puede ser una indicacion del deterioro de la leche. El crecimiento de dichas colonias
provoca el deterioro de la leche por la acumulacién de 4cido lactico, en el caso de

haber sido mantenida a temperatura ambiente, y por la accion de las proteasas y
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lipasas extracelulares producidas por las bacterias tolerantes al frio (psicotrofas), si ha
sido refrigerada. Considerando la gran complejidad de una muestra como la leche, en
la que se producen innumerables reacciones secundarias, que dan origen a multiples
subproductos de reaccion durante el proceso de fermentacidn, se opté por iniciar los
estudios empleando un medio de cultivo menos complejo, constituido por las bacterias

Pseudomoenas Fluorescens .

Para realizar las medidas se ha empleado un espectrofotémetro portétil de
fibra dptica, que dispone de una sonda en cuyo extremo se sittia un terminal roscado
que contiene la membrana sensible al O,. Este equipo dispone de una lampara de
tungsteno-halégeno que emite radiacién de forma continua, lo cual podria suponer un
serio inconveniente para mediciones a tiempos largos (dias), ya que aumenta la
posibilidad de fotodescomposicién del indicador y por tanto limitando la aplicacion del
optodo a aquellas situaciones que no requieran periodos de medida muy prolongados.
Para superar esta limitacion, se adapté un “cortador de haz” en el canal de excitacién
del equipo que permitia reducir considerablemente el tiempo de iluminacion del

reactivo inmovilizado.

a) Calibrado en disolucién.

Con objeto de calibrar el sensor de O,, para ser utilizado posteriormente en las
medidas en un fermentador piloto, se procedi6 a disefiar una mini-cuba en la que se

reproducen las condiciones de medida del sistema real (Figura 51).

La membrana de O, seleccionada para realizar los experimentos responde a la
siguiente composicion: relacién indicador/gel de silice 1:375 (p/p) y gel de
silicefsilicona 1:2.6 (p/p). Dicha membrana se introduce en una pieza tubular de
acero inoxidable que posteriormente se acopla al terminal roscado de la fibra dptica.
De esta forma, el optodo se sumerge en el interior de la mini-cuba que contiene un
medio de cultivo cuya composicion se detalla en la TABLA XV y que se encuentra
termostatizada a 7 °C, la misma temperatura utilizada posteriormente en el sistema
real. En esta disolucion se burbujean de forma continua hasta el equilibrio, mezclas de
gases con distinto contenido en O. (O - 20%). A continuacién se registran los espectros
de emision del complejo Ru(dip)f' inmovilizado en la membrana, tomandose como

referencia (I la senal obtenida a A = 480 nm, que es independiente de la
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concentracién de analito en el medio, para compensar la posible deriva de la limpara.
En la Figura 52 se ha representado el cociente (I,/1)/{I/Iy) en funcién del porcentaje de
O, en mezclas O,/Ar, burbujeado en la disolucion (Pr = 713.20 Torr). Los datos
experimentales se ajustan a una ecuacion del tipo (/T (1T = 1 + m[0,1°, como ya
mencionamos en el apartado 3.2.5.1. El valor de I, correspondiente a la seral en
ausencia del analito, se obtuvo sumergiendo el terminal sensible en una disolucién

saturada de sulfito sddico.

N S

FIGURA 51. Mini-cuba empleada para el calibrado del optodo de O; en disolucién acuosa.

TABLA XV. COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO
EMPLEADO PARA CALIBRAR EL OPTODO DE O ,.

MgS0s 02g/L
NH(CI 0.65g/L
K:HPO, 0.86 g/L

CaCl, 1% pH=70

Acido piravico 11 g/L
Tampén BES 10.7 g/L

|
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6 [
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FIGURA 52. Calibrado del sensor de O; realizado en una mini-cuba que contiene el medio
de cultivo (filtro de banda ancha 400 nm, filtro de corte en emisién 475 nm, Pr = 713.20 Torr,

T =7°C)... El ajuste de los datos experimentales responde a una ecuacién del tipo: (li/Ig)/(I/1s) =1+ m[O;]*

b) Medidas en un fermentador piloto.

Una vez calibrado, el optodo para la monitorizacion de O,, se esterilizé con una

corriente de oxido nitroso introduciéndose, a continuacién, en una cuba de

fermentacion de 2 litros de cépﬁz;;:ridieildr, a través de un puergogié acero rprarrrfrJrvisfo de una
junta térica. El fermentador se rellené con un cultivo de bacterias Pseudomonas
Fluorescens en el medio indicado en la TABLA XV. Durante todo el proceso de medida,
la temperatura del fermentador se mantuvo a 7 °C. La cuba lleva incorporado un
electrodo de Clark comercial que permite medir la variacién de la concentracidn de O,
en la disolucién durante el proceso de fermentacién. A medida que progresa el
crecimiento de la colonia de bacterias, se produce una disminucién de la
concentracion de O, en el medio, como se puede apreciar en la Figura 53, donde se
representan las respuestas obtenidas con ambos sensores (electroquimico y 6ptico)
durante un periodo de incubacion de??.horas S

En la Figura 54 se ha representado la recta de regresion obtenida al comparar
las respuestas proporcionadas por el electrodo de Clark y el sensor de fibra dptica
entre las 24 y las 72 horas de incubacién. La ecuacion de la recta es: y = (090 £ 0.1) x +

(0.1 £ 0.3); r = 0.998, lo cual indica que la pendiente y la ordenada en el origen no
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FIGURA 55. Detalle de la cuba de fermentacién y del dispositive de medida,
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difieren significativamente, a un nivel de probabilidad del 95%, de los valores “ideales”

de 1 y O, respectivamente. Por tanto, no existen diferencias significativas entre ambos

métodos.
25 T T T T 0.0
sensor dptico
20 0.02
15 0.04
O, (%) 10 0.06 1/lg

5 0.08
0 0.10

| I i L 0.12

0 15 30 45 60 75
tiempo {(h)

FIGURA 53. Respuesta del electrodo de Clark y del sensor de fibra éptica sumergidos en
un cultivo de bacterias Pseudomonas Flucrescens, en la cuba de fermentacion en funcién del
tiempo de incubacion, T =7 °C.
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FIGURA 54. Comparacion de las respuestas del electrodo de Clark y del sensor de fibra
dptica a la variacion del contenido en O; en el fermentador durante un periodo de incubacion de
75 horas. La linea que une los puntos corresponde a la recta de ajuste por minimos cuadrados.
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3.2.6.2. Monitorizacion del nivel de O, disuelto en el proceso de
tratamiento bioldgico de una estacion depuradora de aquas residuales

(E.D.A.R).

Los procesos de tratamiento bioldgico de una EDAR suponen la degradacion o
metabolizacion de la materia orgdnica presente en el agua residual mediante la
actuacion de microorganismos (Belhateche., 1995). t} O, disuelto juega un papel
fundamental en estos procesos, ya que es imprescindible para la eliminacién eficaz de
la materia organica existente en el efluente urbano, mediante la accién de las
bacterias aerobias presentes en el tanque de aireacion. Por esta razén, la
monitorizacion continua, en tiempo real e in situ de la concentracion de esta especie
quimica (2 - 4 mg/L) es uno de los capitulos més importantes en el contexto del
control del proceso bioldgico de una EDAR. Una falta de informacion al respecto
puede repercutir tanto en la calidad del tratamiento (con efluentes fuera de
normativas) como en el consumo de energia de la planta (menor o mayor del

reqguerido).

El control coherente de la aireacién y, por tanto, de los niveles de O, disuelto
en la balsa de tratamiento bioldgico de una EDAR, puede proporcionar no solamente
un tratamiento mas eficaz del agua residual, sino que ademas permite conseguir un
sustancial ahorro econémico dentro del conjunto de puntos comprendidos en la
explotacion de la planta depuradora. En la actualidad, estd ampliamente divulgado el
sistema de control de energfa por medio de la monitorizacion en continuo de las
medidas de O, disuelto y la generacion de las correspondientes sefiales de control a
partir de la superacidn de uno o dos puntos de consigna previamente programados.
Los niveles programados de O, disuelto permiten mantener al reactor bioldgico en un
umbral (entre 2 - 2.5 ppm) impidiendo que descienda a valores de deficiencia de 0, y,
asimismo, tampoco se permite que la concentraciéon de O, supere valores que

pudieran representar un derroche de energia.

En la prictica, el criterio que se sigue en una EDAR para conseguir el maximo
ahorro de energia es situar el nivel de aireacion en una posicién tal que la capacidad
de tratamiento se esté desarrollando con suficiente margen como para que no quede
sorprendida por una repentina sobrecarga (depende del tipo de EDAR) y, por otro

lado, que tampoco esté excesivamente holgada de capacidad de tratamiento.
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Los sensores electroquimicos de oxigeno utilizados actualmente en estaciones
EDAR en todo el mundo, si bien gozan de suficiente precisién, adolecen de un corto
tiempo de vida (por las condiciones particulares de trabajo a las que se ven
sometidos) y de moderada fiabilidad en la respuesta, lo que obliga a una constante
calibracion y a su sustitucion frecuente. Dadas las excelentes caracteristicas (en
cuanto a precision y robustez) mostradas por el optodo de O, descrito en la presente
Memoria, asi como la disposicion en el grupo de investigacién de un instrumento
portatil para la medida con senderos de fibra dptica, decidimos realizar una serie de
medidas preliminares de la concentracion de oxigeno disuelto en el tanque de
tratamiento bioldgico de una estacion depuradora de aguas residuales. Para ello,
hemos contado con el generoso ofrecimiento del Canal de Isabel II de Madrid, que ha
puesto a nuestra disposicion para el ensayo la EDAR de Soto de Gutiérrez situada en
las proximidades de Madrid y que recoge las aguas residuales de los términos

municipales de S. Martin de la Vega, Ciempozuelos y Valdemoro.
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4 Sensor de fibra 8ptica 4 4
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< 3 139
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~ 1 .
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\ N =~
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FIGURA 56. Comparacion entre las medidas de oxigeno realizadas con el sensor de fibra
Gptica en continuo (—), y las tomadas por los operarios de la EDAR “Soto de Gutiérrez” (Madrid)
utilizando un electrodo de oxigeno comerciai (~--).

Al igual que en el caso del fermentador, las medidas con el optodo de O, se

llevaron a cabo registrando los espectros de emisién del complejo Ru(dip),™*

inmovilizado en la membrana, tomando como referencia (Ip) la sefal obtenida a A = 480 nm,
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que resulta independiente de la respuesta del sensor, para compensar la posible deriva
de la lampara. La I, correspondiente a la sefal en ausencia de O,, se obtuvo
introduciendo el sensor de fibra éptica en una disolucién saturada de sulfito sddico.
Los resultados obtenidos con el optodo de O, se han comparado con los
proporcionados utilizando un electrodo de O, comercial (electrodo Danfoss type
EMCO-I) con el que normalmente se realizan las medidas de los niveles de O, disuelto
en la estacion depuradora, obteniéndose la representacién que muestra la Figura 56

para un periodo de medida de 48 horas.

Como se observa en la grafica, las medidas preliminares realizadas utilizando el
sensor luminiscente de fibra dptica resultan muy prometedoras, ya que se observa
comportamiento muy similar en las respuestas obtenidas con ambos sensores. Sin
embargo, de cara a la utilizacién in situ del sensor de fibra dptica, se han de resolver
algunos problemas relacionados con las fluctuaciones de temperatura, sobre todo
entre el dia y la noche, que pueden originar cambios en la sefal luminiscente del
complejo de rutenio, Actualmente se estd trabajando en el desarrollo de una sonda
optica de temperatura que, una vez integrada en el terminal sensible en combinacion

con el optodo de O, permita corregir estas variaciones.
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FIGURA 57, Detalle del terminal sensible v del montaje experimental utilizado en las
medidas con el sensor de [ibra optics en ls balsa de tratamiento hinlagico de una depuradora.
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3. Resultados y discusion

3.3. BIOSENSOR DE FIBRA OPTICA PARA LA
DETERMINACION DE COLESTEROL LIBRE.

Una vez estudiado y caracterizado el sensor de O, el siguiente paso en nuestro
estudio ha sido su acoplamiento con elementos biolégicamente activos, concretamente
con enzimas de tipo oxidasa, para el desarrollo de biosensores en flujo. En este
contexto, se ha disefiado y caracterizado un sistema para la determinacion de
colesterol libre, utilizando como elemento de reconocimiento molecular la enzima

colesterol oxidasa.

3.3.1. PAPEL BIOLOGICO E IMPORTANCIA CLINICA DEL
COLESTEROL.

Los lipidos son biomoléculas insolubles en agua que presentan una solubilidad
elevada en disolventes organicos como, por ejemplo, el cloroformo. Estos compuestos
tienen diferentes funciones bioldgicas: sirven como moléculas combustibles, como
almacenes de energia altamente concentrada y como componentes de las membranas.
Los lipidos que aparecen como constituyentes de las membranas son el colesterol, los

fosfolipidos y los glicolipidos.

El colesterol es probablemente uno de los lipidos mas estudiados del organismo
humano y su determinacion, uno de los andlisis mas frecuentemente utilizados en el
diagndstico de las perturbaciones del metabolismo graso (Willet, 1994; Yalpani,
1996). Es un tipo de lipido o grasa compleja, cuyo nombre sistemético es 5-colest-en-3-ol,

y que presenta la siguiente estructura:

CH3

HO

FIGURA 5F. Estructura de la molécula de colesterol.
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Se trata de un componente esencial de todas las células animales e interviene
en la formacion de hormonas esteroideas, vitamina D y los dcidos biliares. Sin
embargo, en determinadas situaciones debidas principalmente a factores externos
como la dieta o a factores genéticos, el nivel de colesterol en sangre puede aumentar
por encima de los valores deseables (hasta 200 mg/dL), incrementandose de forma

considerable el riesgo de contraer enfermedades cardiovasculares.

Los valores de colesterol en sangre dependen de muchos factores: la edad, el
sexo, la actividad fisica y, de forma muy importante, la dieta. Si hay que establecer
un limite superior alto, debemos decir que para un adulto de 40 afios la cifra de
colesterol total en sangre no debe sobrepasar las cantidades de 200 a 220 mg{dL, ya
que, a partir de este valor estd demostrado que aumenta el riesgo de enfermedad
arterioesclerdtica coronaria. De hecho, hoy dia, ya se acepta que las cifras entre 200 y
240 mg/dL deben tratarse siguiendo la dieta adecuada. Para valores superiores,
ademds de la dieta, deben emplearse agentes farmacoldgicos que rebajen las cifras de

colesterol.

TABLA XVI. VALORES DE REFERENCIA DE COLESTEROL EN SUERO .

Clasificacion Colesterol total LDL Colesterol
(mgrdL) (mg/dL)
Niveles deseables: <200 <130
Niveles frontera 200-239 130 - 159
" riesgo

T(Zak et al., 1990; Noble, 1993)

Las principales fuentes del colesterol sanguineo son las siguientes:

« Dos terceras partes proceden de nuestro propio organismo a partir de la
sintesis intracelular, fundamentalmente en el higado.

« Una tercera parte proviene de la ingesta de grasas saturadas y colesterol en la dieta.

L2
—
2
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La molécula de colesterol es insoluble en la sangre, por lo tanto, para su
transporte en el plasma sanguineo y distribucién en el organismo es necesario
solubilizarlo mediante las debidas “cubiertas” o “envolturas” proteicas. Estos
compuestos de colesterol y grasas rodeadas por cubiertas de proteinas se denominan
lipoproteinas. Dentro de ellas, la proporcién de ambos componentes puede variar

notablemente pudiendo clasificarse en los siguientes grupos:

* Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), con pocas proteinas,
colesterol alto y sobre todo muy alto contenido en triglicéridos, un tipo de grasa muy

pernicioso que favorece el desarrollo de la arteriosclerosis,

» Lipoproteinas de baja densidad (LDL), con moderada cantidad de proteinas
y todavia alto contenido colesterol y otras grasas. La lipoproteina LDL es la forma

habitual de suministro de colesterol a los tejidos.

 Lipoproteinas de alto peso y densidad (HDL), con gran cantidad de
proteinas y, en general, moderado o bajo contenido de colesterol y grasas. Su funcién
es captar colesterol de la célula y transportarlo hasta el higado para desde alli, ser

eliminado a través de la bilis.

Las causantes del dafio arterial son las VLDL y las LDL que provocan o
conducen a la arteriosclerosis. Por contra, las de alta densidad (HDL), previenen o
evitan el desarrollo de esta enfermedad. Se trata de los ya conocidos tipos de
colesterol: el “pernicioso”y el “benefactor”. Cuando determinamos, sin especificar, el
colesterol sanguineo, nos referimos al nivel de colesterol total indiscriminadamente es

decir, sin detallar los distintos tipos ligados a las distintas proteinas.

Las enfermedades coronarias son la primera causa de mortalidad en los paises
occidentales e industrializados, siendo responsables de un elevado indice de
absentismo laboral, invalidez, asi como de un elevado coste socio-econémico (Fortman
et al, 1993). En Estados Unidos y otros paises avanzados, tras improbos esfuerzos en
campatias de educacién sanitaria, de prevencion y alerta sobre los factores de riesgo,
la curva de incidencia ha experimentado un claro y continuo declinar con marcado
retroceso en el nimero de casos. Sin embargo, las enfermedades coronarias aun
persisten como importantisima causa de padecimiento, incapacidad y muerte. Diversos

estudios epidemioldgicos, han permitido demostrar la relacion existente entre ciertos



3. Resultados v discusion

factores de riesgo cardiovasculares y el desarrollo de arteriosclerosis. Entre estos

factores de riesgo se encuentran los siguientes:

« Hiperlipidemias. Niveles altos de colesterol y grasa en sangre son la

principal causa de las cardiopatias coronarias.

« Hipertension arterial. Se puede prevenir a través del bajo consumo de sal,
la disminucién de peso, el ejercicio fisico y el tratamiento farmacologico si fuera

necesario.

« Tabaco. Produce diversos efectos nocivos sobre el sistema cardiovascular
que conducen al desarrollo de arteriosclerosis, como el vaso-espasmo arterial

persistente y la disminucién de los niveles de HDL.
« Diabetes.
« Obesidad. Disminuye los niveles de HDL y aumenta los de triglicéridos.
« Sedentarismo. Disminuye los niveles de HDL y predispone a la obesidad.

o Sexo. La mujer antes de la menopausia tiene menor riesgo cardiovascular
por la proteccién hormonal, debido a que los estrégenos disminuyen los niveles de

LDL y aumentan los de HDL.
» Edad avanzada. o

« Factores genéticos y hereditarios .

3.3.2. REVISION BIBLIOGRAFICA DE LOS METODOS ANALITICOS
PARA LA DETERMINACION DE COLESTEROL.

3321 Métodos analiticos quimicos y enzimaticos para la

determinacion de colesterol.

Dada su extraordinaria importancia en medicina clinica, conocida desde hace
tiempo, el colesterol es, sin duda, alguna el lipido del organismo humano que ha sido
estudiado con mayor profundidad, habiéndose descrito multitud de métodos para su
determinacion. £l conocimiento de la quimica involucrada en los diversos métodos de
analisis de colesterol, asi como, el reconocimiento de sus limitaciones resultan de

fundamental importancia en la seleccién del método mas adecuado para su empleo en

214
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el laboratorio. Con mucha frecuencia, las consideraciones realizadas tienen en cuenta
factores como simplicidad, velocidad, conveniencia y, por otro lado, exactitud y
precisién. En la actualidad, prosiguen las investigaciones en muchos laboratorios para
encontrar técnicas mas rapidas, factibles de automatizar, que proporcionen una

mayor exactitud y permitan trabajar con menores volumenes de muestra.

Los métodos para analisis de colesterol recogidos en esta revision bibliografica

pueden clasificarse en dos grandes grupos:

+ Métodos quimicos o cldsicos.

» Métodos enzimaticos.

a)_Métodos guimicgs.

En la bibliografia se han descrito multitud de métodos para la determinacion
de colesterol (Kaplan et al, 1989; Zak et al, 1990) pero, esencialmente, estin
basados en modificaciones de alguna de las siguientes reacciones, conocidas desde

hace ttempo:

- Reaccion de Liebermann-Burchard .
- Reaccidn dcido-sal férrica.

- Reaccion dcido p-toluensulfénico (p-TSA).

Generalmente se establecen diferencias entre procedimientos de una unica
etapa y de varias etapas (TABLA XVID). Estos ultimos conllevan la extraccion y
aislamiento del colesterol y la correspondiente reaccion indicadora, mientras que, en
los procedimientos que transcurren en un solo paso no es necesaria una preparacion
previa de la muestra. Los métodos de una sola etapa no poseen, evidentemente, la
especificidad caracteristica de los de extraccion (pueden generarse errores positivos
y/o negativos debido a la presencia de proteinas, vitaminas A, C y D, turbidez y
diferencias de cromogenicidad del colesterol libre y los ésteres de colesterol), pero su
ventaja es que el procedimiento de ejecucion es senciflo y rdpido con escasa

manipulacion de la muestra y por lo tanto son adecuados para la automatizacion.

Respecto a los métodos de varias etapas, se pueden clasificar en 3 grupos
atendiendo al numero de etapas a las que se ve sometida la muestra durante el

tratamiento previo:



TABLA XVII. METODOS QUIMICOS PARA EL ANALISIS DE COLESTEROL EN SUERO.

METONO CEASTICACTON PRINCIPIO COMENTARIOS

1. Lzebermann-Bmchard De 1 2 3 é 4 Extmwnén l:lnel colestemi reacaén con  Muy comin  * Mayor intensidad de color para

 #cido sulfarico y dnhidndo acético para colesterol esterificadp que para
etapas formar . 4¢ido  colestahexaeno  sulfonico colesterol libre.
' (A, 410 1n); precipitacion de colesterol * Requi 1 i
! e Lihsanbs il equiere un control riguroso de
no-esterificado con digiton edicion las condiciones experimentales.

del colesterol  remanente -y calculo de -
colestel‘()l hbre Total- Fsterificado = lere

. 2. Acido-sal de hierro De 2 etapas . (_bndlcmnes ‘de reaccibn similares a No frecuente * M4s sensible que el método de
> : métode 1, pero se afade Fe™ para dar - L-B.

cation tetraenilico (Amay, 563 ). _ * Colesterol libre v esterificado
. ' dan el mismo color.

* Interferencia de la bilirrubina,

3. «‘iﬂidﬂ_P'mImmlfﬁ"iC" De3etapas idem metodo 2; el p-TSA reacciona con  Infrecuente  + Mas simple que el procedimiento
' ' derivado de colesterol para  formar deL-B.
CromSforo {Amax, 550“1“) _ * Colesterol libre v esterificado
dan el mismo color.
* La bilirrubina interfiere de forma
significativa.

UOISHISID A SOPRINSdY ¢
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» Métodos de dos etapas. Suponen la extraccion previa del colesterol en fase
orgdnica y posterior medida mediante la reaccién indicadora correspondiente. Este
pretratamiento elimina muchos cromdgenos inespecificos que pueden interferir en el

ensayo.

o Métodos de tres etapas. Estos procedimientos incluyen, ademds de la
extraccion del colesterol, una etapa de saponificacién que hidroliza los ésteres de
colesterol. Con ello se consigue una extraccion mds completa en ciertos disolventes
asi como una mayor especificidad en la determinacién ya que, en este caso, la

reaccion coloreada tiene lugar con una unica variedad de colesterol.

» Métodos de cuatro etapas. Estos métodos ademas de las ya mencionadas
etapas de extraccion, saponificacion y desarrollo del color, incluyen una etapa de
precipitacién del colesterol con digitonina, la cual forma un complejo de tipo 1: 1 con
el analito. Sin embargo, la precipitacion con digitonina no garantiza la especificidad de
la determinacién por cuanto los estanoles, que integran aproximadamente un 5% de

los esteroles séricos, tambien precipitan con este reactivo.

Los métodos quimicos han sido ampliamente utilizados en test de rutina
(Malavolti et al, 1985), pero debido a la baja especificidad y a la necesidad, en
muchas ocasiones, de realizar pretratamientos de las muestras, se han sustituido

rapidamente por métodos de tipo enzimatico.

b) Métodos enzimdticos.

En la actualidad, podemos decir que los métodos enzimiticos para la
determinacién de colesterol han reemplazado a los métodos quimicos o clasicos. Tanto
es asi que con su mayor utilizacion y estudio, los métodos enzimaticos pueden llegar a
convertirse en los métodos de referencia preferidos en las determinaciones de

colesterol por varias razones:

« El procedimiento enzimitico transcurre en una sola etapa y, por tanto, puede

ser automatizado.
« A diferencia de los métodos quimicos, no emplean reactivos corrosivos.

« Son métodos practicamente libres de interferencias, gracias a la especificidad

de las enzimas.
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» Satisfacen los criterios de exactitud y precisién exigidos.

Los métodos enzimaticos para colesterol utilizan en una primera etapa la
colesterol esterasa (ChE) para hidrolizar los ésteres de colesterol presentes en el

suero, dando colesterol libre y dcidos grasos libres.

ChE
Esteres de colesterol + H,0 —— Colesterol + Acidos grasos

En una segunda etapa, se utiliza la enzima colesterol oxidasa (ChOD) que en
presencia de oxigeno oxida el colesterol (libre mas el generado en la etapa anterior) a

Colest-4-eno-3-ona y perdxido de hidrégeno.

Colesterol + 0, $POP, Colest-4-eno-3-ona + H 202

En esta reaccion, la concentracidn de colesterol puede determinarse
indirectamente mediante el seguimiento del consumo de oxigeno o la produccion de

peroxido de hidrégeno.

3.3.2.2. Biosensores.

Las reacciones catalizadas por las enzimas colesterol esterasa (ChE) y

colesterol oxidasa (ChOD) (véase apartado 3.3.2.1.b) constituyen la base de los

1975)y, por tanto, también de los biosensores.

En la bibliografia, se proponen distintos esquemas de deteccién de este analito
empleando biosensores. Algunos se basan en la monitorizacién del consumo de
oxigeno y otros en la medida del H,0, producido durante la reaccién enzimatica
catalizada por la colesterol oxidasa. Ambos analitos se pueden cuantificar empleando
métodos electroquimicos o métodos opticos, lo que ha dado lugar al desarrollo de

biosensores eléctricos y biosensores dpticos.

a) Biosensores electroguimicos.

Se han descrito diversos sistemas para la determinacién de colesterol basados
en la utilizacidon de electrodos enzimaticos, tanto en sistemas en flujo continuo como
en dispositivos tipo sonda (TABLA XVIII). En la mayoria de los casos, se mide el H,0,

generado en la reaccion de la ChOD por medio de un electrodo convencional de Pt
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(Karube et al,, 1982; Masoom et al., 1985; Dong et al,, 1993; Trettnak et al, 1993,
Yao et al., 1994; Besombes et al., 1995).

TABLA XVIIL. CARACTERISTICAS DE LOS BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS PARA
ANALISIS DE COLESTEROL APARECIDOS EN LA BIBLIOGRAFIA.

Analito Medio Medida Deteccion  Inferv. Lineal  Referencia

7 e ) _ _ (mg/dl) 7
Colesterol total ~ Fosfato pH =8, Ampemmertrma 100 466 Kambeetal.

50 mM; 5% Triton. CHO 1982
Colesterol Libre  Fosfato pH=7,  Amperomeétrica {}.-2*85_'_ - Masoometal,;
0.1 M; 4% Triton; (H205) 1985
5% isopropanol ' : BN
Colesterol total ~ Fosfato pH=75,. Amperométrica - 0.1-270  Yaoetal, 1988
0.1 M; 2% Triton o I
Oy e
Colesterol Libre  Tampén Britton-  Amperométrica = 2.0-173  Dong etal, 1993
Robinson; 5% {H:X:) S T U
Triton; 4% aleohol .~ S
isoamiligo/lﬁ% -
Colesterol total Acido citrico-fosfato ~Amperométrica - - 0,077~38  Motonakaetal,,
Colesterol Libre  Fosfato pH =7, Ampergmétrié;i .7 02-9. . Trettnak et al,,”
01 M; 1% Triton #&HO% . --1993
Colesterol total ~ Fostato pH = 6.8, Ampemmaﬁmf_ 0-39 C]:umb]ma etak,
10 mM; 0.2% Triton BRI 1993
Colesteral Libre Gliciit&pﬂ 88, - Amperomem 2.3 }92?— . Markasetai."*
: CBIM A% Tritery: - . (RO - 1994~
- etanot - ' : . e

Colﬁtﬂﬂlzbre 7 -Fosfafo p.H.=_=7.5;- Amf)érﬂﬁiéﬁi(:a:. - 5-299 | Yaﬂe‘t‘ai.riﬂ%
il 0AM;075% Triton (HhOw) L o S

Coles_temlltéfal- Fosfato pH=7,- Amperomélrica . 9.938-58 Charpenﬁeret

' | 0.1 M?ﬂf’ﬁ&%“fri-tén.“ @0 j_ .. o aL 1995
Colesterol total - FosfatopH =7,  Amperométrica 0.77-58 Besombeseta}.
0.1 M; 0.65% Triton (H0:) B I -1995 T

Colesterol total  Cloroformo/Hexarnio - Am#'e it
(1:1) : T (On)

0-192 - Halletal;199T

En otros casos, se han utilizado electrodos especificos para el H0, que

incorporan la enzima peroxidasa (HRP), la cual cataliza la reaccion de descomposicion
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del H,0,, generando una corriente eléctrica en el electrodo (Yao et al, 1988,
Crumbliss et al., 1993; Charpentier et al., 1995). Sin embargo, estos biosensores son
poco selectivos ya que la oxidacién del H,0, en los electrodos convencionales
requiere la aplicacion de potenciales elevados y, por tanto, la presencia de otras

especies electroactivas en el medio puede originar interferencias.

La incorporacion de mediadores redox en la composicion del electrodo,
incrementa la selectividad de estos dispositivos, ya que aceleran la oxidacion del H,0,.
En estos casos, la concentracidn de colesterol se determina monitorizando la corriente
originada por la reoxidacién del mediador (Markas et al, 1994; Motonaka et al,
1993).

Aunque la mayoria de los electrodos enzimaticos para colesterol se basan en la
deteccion amperométrica del H,0, (ya que, generalmente su medida plantea menos
problemas), también se han descrito algunos sistemas basados en la deteccion del 0,
consumido en la reaccidn de oxidacion del colesterol catalizada por la colesterol
oxidasa (Hall et al, 1991). En este caso, el electrodo para el andlisis de colesterol
opera en medio organico (hexano-cioroformo), donde no existen problemas de

precipitacidn del analito.

b) Biosensores dpticos: Biorreactores v Biosensores de fihra dntica

Bajo la denominacion de biorreactores se incluyen dispositivos, tanto para la
determinacién de colesterol libre, como colesterol total que incorporan las enzimas
ChOD y ChE inmovilizadas y empaquetadas en una microcolumna o reactor

enzimatico integrado a su vez en un sistema de flujo.

Al igual que en el caso de los electrodos enzimiticos para colesterol, el sistema
de deteccion mas empleado consiste en la monitorizacién del H,0,, en este caso por
métodos Opticos, fundamentalmente espectrofotométricos y Iluminiscentes (véase

TABLA XIX).

Se han utilizado diferentes reacciones en las que interviene el H,0, dando
lugar a un croméforo como reacciones indicadoras para la determinacion indirecta de
colesterol. Asi, por ejemplo, Fernandez-Romero y col. (Ferndndez-Romero et al,
1987) han propuesto un método para la determinacién de colesterol total en suero
basado en las reacciones catalizadas por la ChkE y ChOD y la consiguiente deteccidn
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espectrofotométrica del H,;0,, empleando la reaccién de Trinder, que constituye la
base de los test enzimaticos de rutina actualmente disponibles en el mercado para el

analisis de colesterol. A continuacién se muestra un esquema de la reaccién

indicadora.
; H
0 + 2H)0p = -
H;C-N"" ™

En este caso, la reaccién entre el H,0,, la 4aminofenazona y el fenol, da lugar
a unh derivado de imina que puede ser detectado espectrofotométricamente midiendo

la absorbancia a 500 nm.

Por otra parte, Braco y col. (Braco et al, 1992) han desarrollado un sistema
de analisis en flujo en medio organico, el cual incorpora un reactor con las enzimas
ChOD y HRP coinmovilizadas sobre vidrio de poro controlado (CPG). La deteccién se
lleva a cabo espectrofotométricamente. Al oxidarse (en presencia de HRP) la p-anisidina

disuelta en el portador se origina un compuesto coloreado que absorbe a 458 nm.

Krug y col. (Krug et al, 1994) han empleado el sistema indicador formado por
el 2,2%-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) para el desarrollo de un
método FIA para el andlisis de colesterol total. En este caso, el H,0, procedente de la
oxidacion enzimatica del colesterol reacciona con el ABTS, en presencia de la enzima
peroxidasa, dando lugar a un catién radical metaestable que absorbe a 423 nm,
Aunque el cation sufre dismutacion, ésta es demasiado lenta y no afecta a las medidas

cinéticas basadas en estudios de la velocidad inicial.

A pesar de ser los mds utilizados, los métodos espectrofotométricos basados en
la deteccion del H,0, presentan el inconveniente de la irreversibilidad de las
reacciones indicadoras, las cuales dan lugar a un croméforo que no puede ser

regenerado. Por esta razon, el indicador se emplea normalmente en disolucion, ya

o]
[
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que, en caso contrario si se procede a la inmovilizacién del mismo, el sensor servira

para un unico uso.

TABLA XIX. CARACTERISTICAS DE LOS BIOSENSORES OPTICOS PARA ANALISIS DE

COLESTEROL DESCRITOS EN LA BIBLIOGRAFIA.

Analito Medio Medida Deteccion Intero. Lineal  Referencia
(mg/dL) ’
Colesterol Fosfato pH =7, Espectrofotom. 20-192(C.L) Krug etal., 1992
libre/total 01 M; 3.85% Tritony (H20n) 38 - 308 (C.T)
12.8% isopropanol
Colesterol libre 10° M Espectrofotom. 0.383-7.0 Braco et al.,
p-anisidina/ tolueno (H205) 1992
Colesterol total  TrisHClpH=7,  Espectrofotom. 1-30 Fdez-Romero et
: 0.5 M; 4% Triton; (H20:) al., 1987
10% isopropanol
Colesterol total Fosfato pH =7, Espectrofotom.. 4-33 Krug et al., 1992
0.1 M; 4% Tritony (H:00)
~13% isopropanol R o
Colesterol libre Fosfato pH = 7, Fluorescencia 7.7 -115 Trettnak et al.,
0.1 M; 4% Triton; (O2) 1990
10% isapropanol _
Colesterol total Fosfato pH =8, Fluorescencia 0.2-10 Fdez-Romero et
0.5 M; 1.5% Brij-35; (H:02) al., 1987
10% isopropanol
Colesterol libre Hexano/Cloroforme . Fosforescencia 2-154  Valencia-Gonzdlez
594 (V/V) (02) et 31., 199'4
Colesterol libre BoratopH =7, - Quimioluminisc, 0-24 Petersson et al.,
2 mM; 3% Triton (H:0,) 1986
Colesteml Itbre Borato pH = 8, 0.1 M; Quimioluminisc. 96 x 10* 096 Blum et al., 1987
_ 0.4% Triton (H:0:)

Por otra parte, también se han descrito algunos sistemas basados en la
deteccion del H,0, mediante medidas de fluorescencia/fosforescencia. Asi por

‘ejemplo, Fernandez-Romero y col. (Fernandez Romero et al, 1987) proponen un

sistema constituido por un reactor enzimatico (ChE y ChO inmovilizadas en CPG)
integrado en un sistema de andlisis en flujo y deteccion fluorimétrica del H,O;
producido. El 4cido p-hidroxifenilacético forma, en presencia del H,0;, un dimero
fluorescente con una estructura rigida cuyo maximo de emision esta situado a 415

nm. Pero, al igual que mencionamos en el caso de los métodos espectrofotométricos,

1
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se trata de una reaccion irreversible, por lo que el indicador ha de emplearse en

disolucion, limitando la aplicabilidad del dispositivo resultante.

La reaccion que tiene lugar responde al siguiente esquema:

(i1,COOH "H,COOH  CH,COOH

+ 1-1202 —E&P—P 2

[}

Ol

En este sentido, el empleo de métodos de deteccion basados en medidas de
desactivacion de la fluorescencia por el O, podria superar algunas de estas
limitaciones por las ventajas inherentes que presenta esta técnica, ya que, los procesos
de desactivacion de luminiscencia no originan cambios estructurales de la molécula
del fluoréforo y, por tanto, es posible la regeneracion del mismo. Otra alternativa
podria ser la monitorizacién de los cambios en la fluorescencia intrinseca de la
enzima ChOD durante su interaccién con el sustrato. Sin embargo, aunque la ChOD es
una flavoproteina, ésta presenta una fluorescencia muy débil (Kenney et al, 1979)
por lo que las medidas basadas en este principio dan lugar a una pobre sensibilidad y

no son muy Utiles de cara a su aplicacién en la construccién de biosensores.

valencia-Gonzalez y col. (Valencia-Gonzadlez et al, 1994) han sido los
primeros en describir un sistema en flujo para andlisis de colesterol basado en
medidas de fosforescencia. El dispositivo consta de un reactor enzimatico o
minicolumna que contiene la enzima ChOD inmovilizada por adsorcion sobre vidrio de
poro controlado. El O, consumido durante la oxidacién enzimatica del colesterol, se
detecta a través de los cambios en la sefal de fosforescencia de un quelato metalico
sensible al O, que se encuentra inmovilizado sobre una resina de intercambio
anidnico. El biosensor, que opera en medio orgénico (hexano/cloroformo) se ha

aplicado con éxito al analisis de colesterol en muestras de alimentos.

Petersson y col. (Petersson et al, 1986) han desarrollado un sistema de
andlisis en flujo miniaturizado con deteccion quimioluminiscente para la
determinacion de colesterol libre entre otros analitos de interés clinico. Para ello, han

empleado la reaccion descrita por primera vez por Albrecht en 1928 (Albrecht et al,
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1928) en la que el luminol es oxidado por el H,0, (en presencia de un catalizador)
produciéndose una momentanea emision de luz (quimioluminiscencia) a 425 nm. En
este caso, el reactor enzimatico relleno con la ChOD inmovilizada en CPG y
empaquetada en una microcolumna de PVC, se acopla dentro de un sistema FIA de
microcircuitos integrados que también incorpora la valvula de inyeccién y el detector.
El sistema resulta especialmente atractivo para aplicaciones clinicas por su elevada
sensibilidad y frecuencia de andlisis (90 muestras por hora), portatibilidad

simplicidad y bajo coste.

Blum y col. (Blum et al, 1987) también han aprovechado la elevada
sensibilidad que proporciona la reaccion quimiocluminiscente de oxidacidn del
luminol por el H,0, (en presencia de HRP), como sistema de deteccidn para el analisis
de colesterol libre. La inmovilizacién de la enzima peroxidasa (HRP) se lleva a cabo
sobre membranas de poliamida preactivadas (tipo Biodyne®), mientras que la enzima
ChOD se emplea en disolucion. El dispositivo resultante muestra una excelente
sensibilidad al analito, obteniéndose calibrados con un intervalo de linealidad
comprendido entre 2.5x10°® - 2.5x10° M para un tiempo de integracion de 150 s. No
obstante, el sistema presenta una precisidn baja (8%) si se compara con los valores
requeridos en los ensayos clinicos de colesterol (3%) (Koch et al, 1988) y, a pesar de
su excelente sensibilidad, se observa una emisidn luminiscente de fondo debida al

luminol que incrementa los limites de deteccién alcanzados.

Por otra parte, Mike y col. (Mike et al, 1992) han empleado la enzima
colesterol oxidasa junto con bis-(2,4,6-triclorofenil) oxalato (TCPO) como sustrato
para la deteccién quimioluminiscente del H,0, producido durante la oxidacion
enzimatica del colesterol. El dispositivo estd compuesto por un sistema de analisis en
flujo donde se integra una minicolumna que contiene ChOD inmovilizada
covalentemente sobre CPG. El inconveniente del método reside en que el Triton X-
100, presente en las disoluciones para facilitar la interaccién entre el analito y la
enzima, puede contener cantidades significativas de perdxidos complejos originados
durante la fotoxidacion (Chang et al, 1980; Ashani et al, 1980). Estos reaccionan
con el TCPO, dando lugar a un notable aumento de la emision de fondo que
enmascara la sefial analitica (especialmente para bajas concentraciones de colesterol).

Los autores proponen un método para eliminar esta interferencia que consiste en
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trabajar a una temperatura de 37 °C ya que, de esta forma, se acelera la cinética de la
reacciéon entre el TCPO-H,0, reduciendo considerablemente el ruido debido a la

interaccidon TCPQO-Triton X-100.

En los ultimos afos, también se han adaptado las medidas enziméticas de
colesterol a la tecnologia de fibra dptica, apareciendo los primeros optodos
enziméticos para este analito. Aunque existen contados ejemplos en la bibliografia,
podemos destacar el desarrollado por Trettnak y col. (Trettnak et al, 1990) que
consiste en la determinacién en continuo de colesterol libre, utilizando un optodo de
0, como transductor. La membrana enzimatica estd constituida por ChOD
inmovilizada covalentemente en nylon. Los cambios en el nivel de O, que se producen
durante la reaccidn enzimdtica se siguen mediante la desactivacion de la
fluorescencia de una molécula sensible al O, (decaciclenc) inmovilizada en una
membrana de silicona y dispuesta en el extremo de una fibra éptica. El sensor
muestra un intervalo dindmico comprendido entre 0.2 - 3 mM, el cual incluye los
valores de interés clinico. Sin embargo, los tiempos de respuesta (7 - 12 minutos) son
relativamente elevados debido, fundamentalmente, a la necesaria difusion del analito

y del O, desde/hacia la membrana sensible.

Otro dispositivo de fibra dptica es el descrito por Krug y col. (Krug et al,
1992a) capaz de determinar selectivamente colesterol libre y colesterol total
mediante dos optodos independientes (uno con ChOD y otro con ChE y ChOD
coinmovilizadas en una membrana de nylon y situadas en el extremo de una fibra
optica). El terminal de fibra dptica se introduce en una célula de flujo que contiene
HRP y el compuesto 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) y la
concentracion de colesterol se determina mediante medidas cinéticas
correspondientes a la aparicidn de un producto coloreado generado en la oxidacién

enzimadtica del ABTS por el H,0;, completandose la medida en 2 minutos.

Estos mismos autores, (Krug et al, 1992b) han desarrollado un sistema de
analisis por inyeccién en flujo que permite el andlisis de colesterol libre y colesterol
total mediante un sensor de fibra Sptica. El sistema esta constituido por dos reactores
de vidrio (situados uno a continuacion del otro), que contienen las enzimas ChE y
ChOD inmovilizadas sobre vidrio derivatizado con grupos alquilamino. En primer

lugar, los ésteres de colesterol atraviesan el reactor donde se situa la ChE y son
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hidrolizados a colesterol libre y acidos grasos. A continuacion, el colesterol libre es
oxidado por la ChOD en el segundo reactor y el H,0, generado durante la reaccién es
detectado espectrofotométricamente a través de fibras Opticas. El sensor presenta un
intervalo dindmico comprendido entre 0.5 - 0.8 mmol L} y la frecuencia de anilisis es

de 60 y 30 muestras por hora para colesterol libre y total, respectivamente.

3.3.3. PREPARACION DE LA FASE SENSORA.

Una de las aplicaciones mas interesantes de los sensores de O, es su utilizacion
como transductores en reacciones enzimaticas catalizadas por oxidasas (Wolfbeis,
1991), entre las que se encuentra la colesterol oxidasa {ChOD). La estructura del
biosensor se compone generalmente de una capa enzimatica, que se dispone sobre el
transductor quimico, (véase apartado 2.2.2) y un indicador sensible al O, permite
determinar el consumo de este analito producido en la reaccién catalizada por la
ChOD, que se relaciona con la concentracién de colesterol presente en la muestra.
Este ha sido el principio en que se fundamenta el biosensor de fibra optica para la

determinacién de colesterol libre descrito a continuacion.

Tradicionalmente, la determinacion enzimatica de colesterol se lleva a cabo en
medio acuoso, donde el colesterol es muy poco soluble, por lo que es necesario
emplear mezclas hidroalcohélicas, en combinacion- con agentes tensioactivos, para
favorecer la solubilizacién del mismo y aumentar la actividad de la enzima colesterol
oxidasa. Todos los autores coinciden en este hecho, sin embargo, no existe un criterio
unico a la hora de establecer la composicion Sptima de las disoluciones de medida
(TABLAS XIX y XX). En este contexto, y con objeto de evaluar la influencia de la
composicion de las disoluciones de colesterol sobre la respuesta de! biosensor y su

funcionamiento, se ha llevado a cabo el estudio que se describe detalladamente en las

secciones posteriores.

3.3.3.1. Elemento bioldgico: colesterol oxidasa.

La enzima colesterol oxidasa (3p-hidroxiesteroide oxidasa) (E.C.1.1.3.6)
cataliza la oxidacién e isomerizacion de los A’-eno-3p-hidroxiesteroides para dar los
correspondientes A*-3-cetoesteroides. En esta etapa de oxidacidn interviene el grupo

prostético FAD de la enzima, el cual es reoxidado por el oxigeno molecular.
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La reaccion enzimatica que tiene lugar es la que se representa en el siguiente

esquema, utilizando colesterol como sustrato:

E- PAD E-FAD,H

HO 4 & H

Colesterol 4-Colesten-3-ona

3

El sitio activo de la enzima esta localizado en una cavidad préoxima al anillo de
flavina y se encuentra rodeado por residuos hidréfobos. El grupo FAD se encuentra
justamente en la base de esa cavidad en el interior de la cual se alojan 13 moléculas

de agua, imprescindibles para el mantenimiento de la actividad enzimatica.

Aunque la enzima muestra un amplio intervalo de especificidades para
esteroides, la presencia de un grupo hidroxilo en la posicién 3 es esencial para su
actividad, ya que se ha demostrado que los 3a-hidroxiesteroides no son oxidados por

la ChOD (Smith et al, 1975; Inouye et al,, 1982).

También se ha observade que algunos esteroides que no presentan un doble
enlace en el carbono 5 del anillo, son susceptibles de ser oxidados por la colesterol
oxidasa; sin embargo, la mayor actividad es la mostrada para su sustrato natural, el

colesterol.

3.3.1.2. Soporte enzimatico. Acoplamiento al transductor de O .

La inmovilizacién enzimatica para la construccion del biosensor se llevé a cabo
sobre carbon activo (apartado 2.3.3). Se trata de un material utilizado en multitud
de aplicaciones (principalmente como adsorbente, soporte catalitico y en la
fabricacion de electrodos) debido, fundamentalmente, a su estructura microcristalina

y porosa.

La unidad estructural bdsica del carbén activo se asemeja en muchos aspectos

a la estructura del grafito puro. La naturaleza quimica de su superficie viene
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determinada por el tipo y numero de enlaces con ciertos heterodtomos
(especialmente O,), cuya presencia en la matriz del carbén activo se debe
fundamentalmente a la materia prima empleada o al proceso seguido en la
fabricacién del mismo. La presencia de estos heterodtomos, determina en gran
medida las propiedades (adsorbentes, electroquimicas, cataliticas, dcido-base, redox,

entre otras) y la reactividad quimica de este material.

Para llevar a cabo la unién covalente de la enzima al soporte sélido es
necesario activar el carbén activo con objeto de generar en su superficie los grupos
funcionales adecuados para dicha inmovilizacion. En primer lugar, las particulas de
grafito se someten a una etapa previa de oxidacién (por calentamiento en presencia
de aire) con el fin de generar grupos carboxilo en su superficie, los cuales
reaccionaran posteriormente con la carbodiimida y finalmente con los grupos amino

de la enzima, de acuerdo al siguiente esquema de reaccion:

De forma general, el acoplamiento entre el elemento bioldgico (enzima) y el
sensor de O, (transductor) puede llevarse a cabo de dos formas diferentes: la primera
consiste en una disposicion que asegure el contacto directo entre ambos
componentes (biosensores) y la segunda supone la utilizacién de reactores
enzimaticos insertados en un sistema de flujo que permite su conexién con el
transductor. Asimismo, en el caso de los biosensores existen diversas posibilidades de
acoplar los dos componentes. Una de ellas consiste inmovilizar conjuntamente en la
misma membrana el transductor y la enzima obteniéndose una fase sensible a ambas
especies. La otra posibilidad es construir biosensoreé hibridos en los 7quelz)s

componentes son inmovilizados por separado siguiendo distintos procedimientos,

acoplandose posteriormente para obtener la fase biosensora.

En nuestro caso, el acoplamiento de la ChOD al transductor de O, se llevd a

cabo siguiendo el procedimiento descrito por Schaffar y col. (Schaffar et al., 1990),
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segun el cual la enzima se entrecruza con glutaraldehido sobre la superficie del
sensor de O,. Con este fin, sobre la membrana de silicona, que contiene 1a gel de silice
con el complejo Ru(dip);** inmovilizado, recientemente extendida y, por tanto, aun
sin “curar”, se deposita una capa de carbon activo que actita a modo de aislante éptico
y a su vez, adsorbe la enzima que finalmente se entrecruza con glutaraldehido. El
terminal sensible asi obtenido contiene en la misma membrana el transductor y la
enzima con lo que se consigue disminuir notablemente los tiempos de respuesta y
aumentar la reproducibilidad de las medidas. El esquema descrito para ilustrar el
proceso que tiene lugar en la fase sensible se muestra en la Figura 58. En el apartado
2.4.3 se describe detalladamente el procedimiento experimental para la realizacién de
las medidas, una vez dispuesta la membrana sensible en el extremo de la fibra éptica
en la célula de flujo. En todos los casos se empled una i, = 460 NM y una i,y = 620
nm, midiéndose la altura de los picos FIA obtenidos en funcidn de la concentracién de

analito inyectada en el sistema.

4-Colesten-3-ona + H,0,

f /,," Carbon Activo / Enzima

Ru(dip);** inmovilizado en
gel de silice / silicona

Soporte

OPTICAS

i 1

FIGURA 58. Seccion transversal de la fase sensible del sensor de fibra optica para la
determinacién de colesterol libre.
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3.3.4, OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES
DE MEDIDA DEL SISTEMA DE INYECCION EN FLUJO.

3.3.4.1. Estudio del efecto del caudal y del volumen de inyeccion.

Para realizar el estudio del caudal 6ptimo de muestra para obtener una
respuesta maxima con el optodo, se ensayaron distintas velocidades de bombeo

correspondientes a caudales comprendidos entre 0.14 - 0.90 mL min™.

Se comprueba que la respuesta obtenida para una disolucion 3 mM de
colesterol, resulta maxima para un caudal de 0.14 mL min™ (Figura 59), valor que se
empled para la realizacién de todas las determinaciones. Las menores respuestas
obtenidas al aumentar la velocidad de flujo se atribuyen a la disminucién de! tiempo
de residencia del bolo de muestra inyectado en el interior de la célula de flujo donde
se situa la membrana enzimatica, por lo que la reaccién enzimatica se produce en
menor extension y las medidas son menos reproducibles. Légicamente, las menores
velocidades de flujo originan la dispersién del bolo de muestra y el ensanchamiento de

los picos, dando lugar a mayores tiempos de respuesta.
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FIGURA 59. Efecto del caudal sobre la respuesta del biosensor a una concentracion 3
mM de colesterol libre en tampén fosfato 0.3 M, pH = 8.0 (en presencia de un 10% de isopropanol

y 4% de Triton X-100), T = 25 °C.
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Asimismo, se estudio el efecto del volumen de muestra inyectado (entre
300-500 pL) sobre la altura del pico FIA obtenido. Los resultados mostrados en la
Figura 60 indican que la respuesta obtenida para una disolucién 3 mM de colesterol,
resulta constante y méxima para voluimenes de inyeccion de 500 pL, por lo que se

selecciond este valor para posteriores experimentos.
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FIGURA 60. Efecto del volumen de muestra inyectado sobre la respuesta del biosensor a
una concentracién 3 mM de colesterol libre en tampén fosfato 0.3 M, pH = 8.0 (en presencia de un
10% de isopropanol y 4% de Triton X-100), T = 25 °C.

3.3.5. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA DISOLUCION
PORTADORA EN LA RESPUESTA DEL BIOSENSOR.

3.3.5.1. Estudios preliminares.

a) Influencia del pH.

Tanto el pH como la temperatura son dos variables criticas que ejercen un
marcado efecto sobre la actividad enzimatica. Cuando se inmoviliza una enzima el pH
6ptimo de trabajo puede no ser el mismo que cuando se encuentra libre en disolucion.
Ademias, el pH éptimo de funcionamiento va a depender también del tipo de
inmovilizacion, Con el fin de determinar el pH éptimo para la realizacidn de las
medidas con el sensor de colesterol se varic el pH de la disolucién reguladora utilizada

como portador, fosfato 0.3 M (entre pH 7.00 - 8.25). Se inyecté a continuacién una
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disolucién de colesterol 2 mM, evaluandose la variacion de la altura de los picos FIA

obtenidos en funcién del pH. Los resultados se muestran en la Figura 61.

altura pico (u.a)

700 7.25 750 775 8.00 8.25
pH
FIGURA 61. Efecto del pH en la respuesta del biosensor a una disolucién de colesterol

libre 2 mM en una disolucion reguladora de fosfato 0.3 M (en presencia de un 10% de isopropanol
y 4% de Triton X-100) T = 25.0 °C,

Se comprueba que el pH éptimo de respuesta se sitia a 7.50, disminuyendo
notablemente la altura de los picos FIA obtenidos en los valores extremos del
intervalo estudiado. Este desplazamiento hacia medios ligeramente mas alcalinos del
pH dptimo para el funcionamiento de la enzima, respecto al valor observado en
disolucién (pH 7.0; Noma et al., 1976), se puede atribuir al proceso de inmovilizacion
debido al cual, se genera un microentorno mas acido alrededor de la enzima
inmovilizada sobre las particulas de carbon activo, que el correspondiente a la
disolucion, de forma que si al rebajar el pH del portador, su actividad disminuye

notablemente.

T b)Y Influencia de la temperatura,

Al igual que el pH, la temperatura provoca un efecto importante sobre la
actividad enzimatica. Las enzimas, en medio acuoso, tienen una temperatura optima
de funcionamiento que suele oscilar entre 30 - 40 °C, superada la cual la enzima

comienza a inactivarse. Ademas, en el caso del biosensor que nos ocupa, la
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luminiscencia del Ru(dip);** (al igual que ocurre con la mayorfa de los complejos
polipiridilicos de Ru; Demas et al, 1991) también se ve afectada por la temperatura,
disminuyendo a medida que ésta aumenta. Por lo tanto, la temperatura de trabajo
elegida resultard del compromiso entre la actividad enzimdtica y la respuesta del

transductor de O,.
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FIGURA 62. influencia de la temperatura sobre la respuesta del biosensor frente a una
disolucion de colesterol libre 2 mM en una disolucion reguladora de fosfato 0.3 M (en presencia
de un 10% de isopropanol y 4% de Triton X-100). {Cada punto corresponde al valor medio de tres
determinaciones anélogas).

Como se aprecia en la Figura 62, la temperatura dptima para la enzima
inmovilizada ha resultado ser de unos 30 °C. Este valor es ligeramente inferior al
descrito en la bibliografia para la enzima ChOD en disolucién (37 °C; Huang et al,
1975; Motonaka et al., 1993).

c) Efecto de la composicion de la disolucién portadora.

Desde un punto de vista préctico, uno de los problemas que se plantean en el
andlisis de colesterol es su baja solubilidad en medio acuoso, que generalmente es
subsanada mediante la adicion de agentes tensoactivos (como el Triton X-100) o de
un pequefio volumen de alcohol isopropilico para favorecer el proceso de

solubilizacion. Ademds, el tensioactivo Triton X-100 es un conocido activador de la
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enzima ChOD, ejerciendo una doble funcién: aumenta la actividad enzimadtica (en
ausencia del mismo, la actividad de la ChOD se reduce en un 70%) y, al mismo tiempo,
incrementa la estabilidad de las disoluciones de ChOD (Huang et al., 1975; Karube et
al, 1982; Bergmeyer et al, 1983). Por todo ello, es de esperar que la combinacion de
estas dos variables interdependientes (%Triton X-100 (p/v), % isopropanol (v/v)),
que juegan un papel clave en la emulsificacion del sustrato y/o en la actividad
enzimética (Blum et al, 1987), tenga un efecto importante sobre la respuesta del
biosensor. Algunos autores (Ferndndez-Romero et al, 1987; Trettnak et al, 1990;
Krug et al, 1994), han sugerido que el empleo de un 4%(p/v) de Triton X-100 y un
10% (v/v) de isopropanol en la disolucion portadora resulta dptimo para el
funcionamiento de la colesterol oxidasa inmovilizada; sin embargo la gran dispersién
de valores y diversidad de medios de medida encontrados en la bibliografia (ver
TABLAS XIX y XX), nos ha llevado a analizar la posibilidad de llevar a cabo una
optimizacion simultdnea de estas variables mediante el empleo del método SIMPLEX.

A continuacion, se describe el procedimiento utilizado y los resultados obtenidos.

3.3.5.2. Seleccion del medio idoneo para las determinaciones.

Optimizacion mediante la aplicacion del método SIMPLEX.

En cualquier proceso de optimizacién se pretende conseguir la mejor solucién,
entre todas las posibles, para el sistema en estudio. La estrategia habitual para la
optimizacion es la llamada “prueba y error”, en la cual se mantienen todos los
factores a estudiar constantes mientras se varia uno de ellos, hasta encontrar un
optimo para dicho factor. Fijado éste, se varia secuenciaimente cada uno de los
factores restantes, encontrandose éptimos individuales. Sin embargo, este método no
es el mas apropiado, especialmente en aquellos casos en que se produzcan
interacciones entre los distintos factores que afectan a la respuesta del sistema,

hecho, por otra parte, bastante frecuente en el campo experimental.

Asi, surge la necesidad de utilizar otras estrategias de optimizacién que varien
mas de un factor a la vez, como pueden ser los métodos simplex desarrollados por
Spendley y col. (Spendley et al, 1962) y més tarde modificados por Nelder y col.

(Nelder et al, 1965), que constituyen uno de los grupos de procedimientos mas
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ampliamente utilizados en la optimizacion de métodos analiticos por su relativa

sencillez y probada eficacia (Rézycki, 1993).

Un simplex es una figura geométrica constituida por k+1 vértices, siendo K el
numero de factores a estudiar. Las coordenadas de cada vértice vienen determinadas a
través de cada una de las experiencias que se van realizando en el proceso de
optimizacién. Para la construccion del simplex inicial, se estudia la respuesta del
sistema en estas k+1 experiencias, descartandose aquel punto que proporcione la peor
respuesta. Este punto se sustituye por su simétrico respecto al centro de gravedad del
resto de los puntos, y con eilos se forma un nuevo simplex. El procedimiento se repite
en sucesivos pasos hasta que se alcanza la zona del éptimo, cuando la respuesta que se

obtenga sea satisfactoria.

Este procedimiento, conocido como “simplex de tamario fijo”, ha sido después
matematicamente modificado por los “simplex de tamario variable” en los cuales se
realizan expansiones o contracciones del tamano del simplex, segiin se observe la
buena o mala direccién en que éste se va desplazando en el espacio de respuesta, con
objeto de aicanzar el maximo con un menor nimero de experiencias (Betteridge et

al, 1985).

En nuestro caso, y para evitar una excesiva complejidad de los experimentos, se
seleccionaron tres variables interdependientes (% Triton X-100 (p/v), % isopropanol
(v/v) y concentracién de la disolucién reguladora de fosfato) para llevar a cabo una
optimizacién simultanea tipo simplex. La respuesta a optimizar es la altura del pico
FIA para una concentracion de colesterol 3 mM. El método utilizado ha sido el
denominado simplex super-modificado (Deming et al, 1973; Morgan et al., 1974)
que permite evaluar de forma mas rapida {con un menor nimero de experimentos) la
respuesta optima. Para aplicar dicho método se ha recurrido al programa COPS.” El
método simplex super-modificado se basa en una busqueda secuencial del 6ptimo,
partiendo de una situacion inicial definida a partir de unos valores iniciales de las
variables y un paso, que es un indicador del “tamafio del simplex”. En nuestro caso, el
valor de las condiciones iniciales y el tamaro del simplex (TABLA XX) se han
determinado a partir de experiencias previas en las que se investigaron los intervalos

de influencia de las distintas variables en la respuesta analftica. De esta forma, los

* COPS: Elsevier Scientific Software, Amsterdam .
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intervalos en los que se consideré esta influencia son: 2 - 4% (p/v) para Triton X-100,

(5 - 15% v/{v) para isopropanol y (0.20 - 0.40 M) para la concentracién del tampén.

TABLA XX. CONDICIONES DEL SIMPLEX INICIAL.

_l VE?RHCE : {Tri.ttm:];, E%: '_'[Fo.sﬁztf_.)]; M '.f.[f.soﬁrépafnz&lf;'Respﬁégtd " (s}
- : ST e
125 02 60 19°(1)
 2 30 03 6%6 . 21 (1)

3 26 027 66 20)

.4 26 023 | | 3:.4' | 22:(1)

Después de completar los experimentos correspondientes a los 4 veértices
iniciales, los valores de las respuestas obtenidas se introducen en el programa del
simplex. El punto correspondiente a la peor respuesta obtenida es rechazado y
sustituido por su simétrico respecto al centro de gravedad del resto de los puntos, y

con ellos se construye un nuevo simplex.

60

50+

40+

altura pico (u.a)

1 2 3 4 5 6 7

simplex (n®)

FIGURA 63. Evolucién de la respuesta promedio obtenida con el biosensor frente a una
disolucion de colesterol libre 3 mM en funcién del n° de simplexes realizados.
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El valor optimo se obtuvo después de completar 6 simplexes (que corresponde
a un total de 12 experimentos), como se muestra en la Figura 63 donde se ha
representado la evolucion de la respuesta promedio en funcion del nimero de
simplexes realizados. En las condiciones 6ptimas encontradas, que corresponden a un
2.6% de Triton X-100, 11% de isopropanol y 0.30 M de tampén fosfato a pH 7.50, se
ha obtenido una altura de pico de 65 + 2 para una concentracién de analito 3 mM, lo
cual supone un incremento en la sefal analitica de 3 veces con respecto al valor
obtenido en las condiciones de partida (TABLA XX). Estos datos corroboran la eficacia
de este método de optimizacion y su aplicabilidad a este tipo de analisis. Una vez
seleccionado el medio idéneo para llevar a cabo las determinaciones se procedis, a

continuacion, a evaluar las caracteristicas analiticas del biosensor de fibra optica.

3.3.6. CARACTERISTICAS ANALITICAS.

3.3.6.1. Calibrado e intervalo de linealidad.

Los perfiles de respuesta para diferentes concentraciones de colesterol, asi

como e! calibrado obtenido con el biosensor se muestran en la Figura 64.
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FIGURA 64. Calibrado del biosensor a pH = 7.50, T = 30 °C. (Cada punto corresponde al
valor medio de tres inyecciones de muestra). Figura insertada: Perfiles de respuesta del biosensor
frente a disoluciones de concentracién variable de colesterol.
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La linea base corresponde a la seral obtenida en presencia de una disolucién
reguladora de fosfato 0.30 M y pH 7.50 que contiene un 2.6% de Triton X-100 y un
11% de alcohol isopropilico. En estas condiciones se obtiene un cierto valor de la
intensidad de emisidn de luminiscencia, correspondiente al contenido de oxigeno en la
disolucién portadora. Cuando se inyecta la muestra que contiene colesterol en la

corriente portadora, se

<
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=
cL
m
i
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o

ito en la fase enzimatica y la
posterior reaccion estequiométrica con el O, presente en el medio. Esto da lugar a una
variacion de la presion parcial de 0, en el interior de la membrana sensible y, por
tanto, se produce un aumento de la sefial luminiscente del complejo Ru(dip)s* que es
registrado como un pico transiente, cuya altura sera proporcional a la concentracién

de colesterol, siempre y cuando se cumpla que (Volkl et al., 1989):
1. El O, se encuentra disponible en exceso.

2. La concentracion de la enzima es tal que la velocidad de la catdlisis es

proporcional a la concentracién de sustrato.

3. Los productos de la reaccién se encuentran en equilibrio de difusién con el

medio a medir,

A partir de una cierta concentracién de colesterol (4 mM en nuestro caso), que
depende de la actividad de la enzima, no se produce un aumento de la senal de
fluorescencia obtenida, aunque aumente la concentracién del mismo. Este hecho se
debe a que, una vez que se alcanza una concentracion de colesterol tal que la enzima
consume todo el O, presente en el medio, por mucho que aumente la concentracién
del analito, la sefial no puede incrementarse mas, ya que estamos trabajando en
defecto de O,. Como se muestra en la Figura 64, la respuesta de! biosensor es lineal
entre 0.15 y 3.5 mM de colesterol libre y viene definida por la siguiente ecuacisn:
h = (24.0 £ 0.5) [colesterol] + (1 + 1) (r = 0.9990), donde h es la altura del pico FIA y
la concentracidn de colesterol viene expresada en mmol L. Este intervalo incluye, por

otra parte, los valores clinicos de interés [0.54 - 2.41 mMs (Tietz, 1987; Zak et al, 1990)).

3.3.6.2. Precision y limite de deteccion.

La precision del biosensor se evalué en términos de la desviacion estandar
relativa (RSD) correspondiente a 8 inyecciones de una disolucién de colesterol 2 mM,

obteniéndose un valor de un 4%.
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colesterol, incluso a niveles de concentracion muy superiores a los encontrados en

muestras de suero.

TABLA XXI. EFECTO DE DISTINTAS ESPECIES INTERFERENTES SOBRE LA
RESPUESTA DEL BIOSENSOR A UNA DISOLUCION DE COLESTEROL LIBRE
2 mM EN LAS CONDICIONES OPTIMAS DE MEDIDA (2.6% Triton X-100,
11% isopropanol, fosfato 0.30 M, pH 7.50, 30 °C).

Interferente Anal:Interf. Sens. relativa.” (%)
Acido ascérbico 1:1 100
1:5 155
Uren 1:5 103
1:10 94
Glucosa 1.5 101
110 97
Hemoglobina 100 . . 97
Creatinina 15 97
o 9
Bilirrubina , B H U 104
1005 . . 93

@) Expresada como la relacion de las sefales correspondientes al colesterol en
presencia del interferente y al colesterol en ausencia de interferente.

3.3.6.4. Estabilidad operacional.

Para comprobar la estabilidad del biosensor con el tiempo se realizaron
determinaciones de muestras de distinta concentracién de colesterol en funcién del
tiempo transcurrido desde la fabricacion del sensor y se evalué la variacion de la
pendiente de los calibrados obtenidos. Los resultados representados en la Figura 65,
demuestran que la respuesta del biosensor permanece précticamente constante
durante el tiempo ensayado (mas de dos meses) con una respuesta lineal descrita por

la ecuacién h = (23.6 £ 0.6) [colesterol] + (1 + 1), (r = 0.9990). Durante el tiempo
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Como criterio para calcular el limite de deteccion, se ha aplicado el método

sugerido por la IUPAC (Hasebe et al., 1975):
LD=3 Sb/m

donde m es la pendiente del calibrado lineal obtenido y S, es la desviacién estandar
(en alturas) obtenida para el blanco. Debido a que los picos FIA correspondientes a
una disolucion del blanco no se distingufan de la seial obtenida para la linea base, el
limite de deteccidn se ha calculado tomando como estimador de S, el obtenido para
una concentracion 0.2 mM de colesterol libre, proxima a la concentracién menor del
intervalo de linealidad del optodo. De esta forma se obtuvo un valor para el limite de

deteccidn que resultd ser de 0.15 mM,

3.3.6.3. Estudio de interferencias.

Con vistas a la posible aplicacién del biosensor desarrollado a muestras de
interés clinico o bioldgico (e.g sangre o suero sanguineo), el estudio de interferencias
se llevd a cabo estudiando el efecto de aquellas sustancias mencionadas en la
bibliografia como potenciales interferentes en la determinacion de colesterol, que
suelen estar presentes en muestras de suero o sangre y que pueden afectar a la
actividad de 1a ChOD o bien al sensor de 0;, utilizado como transductor de la reaccién
enzimatica. Los resultados obtenidos se recogen en la TABLA XXI, donde se ha
representado la sensibilidad relativa del biosensor hacia una disolucién 2 mM de
colesterol en las condiciones de medida optimizadas previamente (disoluciones
equilibradas al aire, pH 7.50 y 30 °C) y en presencia de las diferentes especies. Cada

valor representa la media de tres inyecciones,

Unicamente el 4cido ascorbico (cuando esta presente en relaciones superiores
a 1:1) interfiere en la cuantificacion del colesterol con el biosensor de fibra dptica. ta
interferencia positiva observada en presencia de 4cido ascdrbico se debe sin duda al
poder reductor de este compuesto, el cual es facilmente oxidado por el O, disuelto
presenté en las disoluciones. Sin embargo, otros autores (Ferndndez-Romero et al,
1987) han comprobado que no supone una limitacién para la determinacion del
analito en muestras de suero, probablemente debido a la rdpida oxidacién que
experimenta este compuesto por el O, dando lugar a productos que no interfieren en

el anilisis. £l resto de las sustancias ensayadas no interfieren en la determinacién de
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que no se utilizé, el sensor se mantuvo a 4 °C sumergido en tampon fosfato 0.1 M y a

pH 7.5.
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FIGURA 65. Curvas de calibrado para el biosensor de colesterol: O10 dias; [J40 dias y
* 70 dias después de su preparacion.

Asimismo, cuando se evalué la respuesta del biosensor hacia una disolucion
estandar de colesterol 2 mM durante un periodo de tiempo prolongado (tres meses),
se observé que, después de un total de 100 inyecciones, el optodo continta siendo
operativo, aunque la altura de los picos FIA obtenidos disminuyd aproximadamente en

un 30%.

Los resultados demuestran, por tanto, la gran estabilidad a largo plazo y vida
utif del biosensor bajo las condiciones 6ptimas de trabajo, ya que, continua operativo
después de mas de dos meses de medida, sin mostrar ninguna sefal de
fotodescomposicién del complejo de rutenio empleado como indicador de O; o

inactivacion total de la enzima.

3.3.7. APLICACION ANALITICA.

Con el fin de comprobar la utilidad del biosensor desarrollado para la
determinacion de colesterol en muestras reales, se procedid a analizar el contenido de

este analito en muestras de suero certificado. Se eligieron para ello dos muestras de
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suero comerciales, Precilip” y Precinorm L™, Las muestras de suero liofilizado fueron
reconstituidas con 3 mL de la disolucion portadora y, a continuacién, se inyectaron
directamente (sin diluir) en el sistema de andlisis en flujo a través de un filtro de
disco de membrana (Millipore, 0.25 um) para evitar la posible obturacién de la valvula

de inyeccion.

Para llevar a cabo los anilisis, se preparo una recta de calibrado con
concentraciones crecientes de colesterol y se calculs directamente a partir de éste el
contenido en colesterol para 5 determinaciones anadlogas de cada muestra,
obteniéndose lcs resultados que aparecen en la TABLA XXIL. Paralelamente, una de las
muestras se analizé aplicando el método de adiciones estdndar para comprobar la
existencia de efecto matriz. La comparacién de las pendientes proporcionadas por el
método de adiciones estandar y el calibrado directo (véase TABLA XXII), demuestra
que no existen diferencias significativas entre ambas a un nivel de probabilidad de!
95%, por tanto, se puede concluir que no se produce efecto matriz. Por ello, es posible

analizar las muestras de suero directamente sin necesidad de pretratamiento.

Como se deduce de los valores recogidos en la TABLA XXII, los resultados
obtenidos con el biosensor resultan totalmente comparables con los valores
certificados para un nivel de significacién del 95%, lo que pone de manifiesto la
aplicabilidad practica del optodo desarroliado para el analisis de colesterol en

muestras de suero.

TABLA XXII. DETERMINACION DE COLESTEROL LIBRE EN MUESTRAS DE
SUERO CERTIFICADO CON EL BIOSENSOR DE FIBRA OPTICA.

_ : A estindar®, - Calibrado®,  Valor certificado
Precinorm ® L 12402 11£02 1.0£0.2
(n=3}.
Precilip® - 10+£01 1.1+02
(n=5)

) pendiente: 26 + 2.
@ pendiente: 24.0 + 0.6.



3. Resultados y discusion

3.3.8. BIBLIOGRAFIA.

Albrecht, H.O. Z Phys. Chem., 1928, 136, 321.

Allain, Ch.C; Poon, L.S; Chan, C.5.G; Richmond, W y Fu, P.C. Clin. Chem., 1974, 20,
470.

Ashani, Y y Catravas, G.N . Anal, Biochem., 1980, 109, 55.

Bergmeyer, H.U (ed); Grassl, M y Walter, H.E. “Methods of Enzymatic Analysis”. 3%
ed. VCH, Weinheim, W. Germany-Deerfield Beach, FL. 1983

Besombes, J.L; Cosnier, S; Labbé, P; Reverdy, G. Anal. Chim. Acta, 1995 317, 275.
Betteridge, D; Wade, A.P y Howard, A.G . Talanta, 1985, 32, 709.

Blum, LJ; Plaza, .M y Coulet, P.R . Anal. Lett, 1987, 20, 317.

Braco, L; Dards, J.A; de la Guardia, M. Anal. Chem., 1992, 64, 129.

Crumbliss, A.L; Stonehuerner, J.G; Henkens, R.W; Zhao, J; O’'Daly, ).P; Biosensors and
Bioelectronics, 1993, 8, 331.

Chang, HW y Bock, E. Anal. Biochem., 1980, 104, 112.

Charpentier, L; El Murr, N . Anal. Chim. Acta, 1995, 318, 89.

Demas, ).D.y DeGraff, B.AA. Anal. Chem., 1991, 63, 829A.

Dong, S; Deng, Q; Cheng, G . Anal. Chim. Acta, 1993, 279, 235.

Ferndndez-Romero, J.M; Luque de Castro, M.D; Valcircel, M. Clin. Chim. Acta, 1987,
167, 97.

Fortman, S.P y Maron, D). Sci. Am,, 1993, 8, 1.

Hall, G.F; Turner, A.P.F. Anal Lett, 1991, 24, 1375.

Hasebe, K y Osteryoung, J. Anal. Chem., 1975, 47, 2412,

Huang, H; Kuan, W y Guilbault, G.G . Clin. Chem., 1975, 21, 1605,

Inouye, Y; Taguchi, X; Fuji, A; Ishimaru, K; Nakamura, S y Nomi, R. Chem. Pharm.
Bufl. 1982, 30, 951.



3. Resultados v discusion

Kaplan, LA y Pesce, A.G (ed). “Quimica Clinica. Teoria, andlisis y correlacion”.

Editorial Médica Panamericana, 1989.
Karube, Y; Hara, K; Matsuoka, H; Suzuki , S. Anal. Chim. Acta, 1982, 139, 127.
Kenney, W.C; Singer, T.P; Fukuyama, M y Miyake, Y . J. Biol. Chem,, 1979, 254, 4689.
Koch, D.D; Hassemer, D J; Wiebe, D.A y Laessig, R.H . JAMA, 1988, 260, 2552.

Krug, A; Suleiman, A A; Guibault, G.G. Anal. Chim. Acta, 1992a, 256, 263.

Krug, A; Suleiman, A.A; Guibault, G.G; Kellner, R. Enzyme Microb. Technol., 1392b,
14, 313,

Krug, A; Gobel, R; Kellner, R . Anal. Chim. Acta, 1994, 287, 59,

Malavolti, N.L; Pilosof, D y Nieman, T.A . Anal. Chim. Acta, 1985, 174, 199.
Markas, A; Gilmartin, T; Hart, J.P . Analyst, 1994, 119, 2331.

Masoom, M; Townshend, A . Anal. Chim. Acta, 1985, 174, 293.

Mike, J.Hy Cleland, T ). Anal. Chim, Acta., 1992, 259, 73.

Motonaka, J; Faulkner, LR . Anal. Chem., 1993, 65, 3258.

Nelder, J.A y Mead, R . Computer, J,, 1965, 7, 308.

Noble, D. Anal. Chem., 1993, 65, 1037.

Noma, A y Nakayama, K . Clin. Chem., 1976, 22, 336.

Petersson, B.A; Hansen, E.H y Ruzicka, ] . Anal. Lett, %, 19, 649,
Rézycki, C. Chem. Anal, 1993, 38, 381.

Schaffar , B.P.H y Wolfbeis, 0.5 . Biosensors, 1990, 5, 137,

Smith, A.G y Brooks, CJ.W . Biochem. Soc. Trans,, 1975, 3, 675.

Spendley, W; Hext, G.R y Himsworth, F.R . Technometrics, 1962, 4, 441,

Tietz, N.W. “Fundamentals of Clinical Chemistry”. 3 ed. Saunders, Philadelphia,
1987.

Trettnak, W; Wolfbeis, 0.5. Anal. Biochem., 1990, 184, 124,

Trettnak, W: Lionti, I; Mascini, M. Electroanalysis, 1993, 5, 733.

244



3. Resultados y discusion

Valencia-Gonzdlez, M J; Diaz-Garcia, M.E. Anal. Chem., 1994, 66, 2726.
volkl , K.P; Opitz, N y Lubbers, D.W . Fres. Z. Anal. Chem., 1989, 301, 162.
Willet, W.C. Science, 1994, 264, 22.

Wolfbeis, 0.5. “Fiber Optic Chemical Sensors and Biosensors”, vol. 1y IL. CRC Press
Boca Ratdn, Florida, 1991.

Yalpani, M. Chemistry & Industry, 1996, 5, 85.
Yao, T; Wasa, T. Anal, Chim. Acta, 1988, 207, 319.
Yao, T; Satomura, M; Nakahara, T. Anal Chim. Acta, 1994, 296, 271.

Zak, B y Artiss, ).D . Microchem. J., 1990, 41, 251.

245






3. Resultados v discusion.

3.4. BIOSENSOR DE FIBRA OPTICA PARA LA DETERMINACION

DE COLINA y/o FOSFATIDILCOLINA.

3.4.10.

3.4.2,

3.4.3.

3.4.4.

3.4.5.

3.4.6.
3.4.7.

interés andilitico de la determinacién de fosfolipidos que

confienen colina.

3.4.1.1. Interés clinico

3.4.1.2. Interés alimentario.

Revisién bibliogréfica de los métodos andliticos para
la determinacién de fosfolipidos que contienen colina.
3.4.2.1. Métodos analiticos quimicos y enzimaticos.

3.4.2.2. Sensores de fibra dptica o sensores electroquimicos.

Preparacién de la fase sensora.
3.4.3.1. Blemento biclagice: colina oxidasa y fosfolipasa-D.

3.4.3.2. Inmovilizacién enzimatica y acopiamiento al sensor
de O

3.4.3.3. Optimizacion de la cantfidad de enzima inmovilizada.

Determinacién de colina mediante el empleo del biosensor.

3.4.4.1. Estudio del efecto del caudal y del volurnen
de inyeccion.

3.4.4.2. Bstudic de la influencia de la disolucién
portadora en la respuesta del biosensor.

3.4.4.3. Influencia de la temperatura.
3.4.4.4, Caracteristicas analiticas.

3.4.4.5. Estabilidad operacional.

Determinacion de fosfatidilcolina mediante el empleo
del biosensor.

3.4.5.1. Influencia de la composicién del medio
de reaccion

3.4.5.2. Efecto del tiempo de incubacion.

3.4.5.3. Caracteristicas angaliticas.

Aplicacién andlitica.
Bibliografia.







3. Resultados y discusion.

3.4. BIOSENSOR DE FIBRA OPTICA PARA LA
DETERMINACION DE FOSFATIDILCOLINA.

Como mencionamos en el apartado 3.3, los fosfolipidos son lipidos abundantes
en todas las membranas bioldgicas. Se trata de derivados del glicerol, o bien, de la
esfingosina. Los primeros se denominan fosfoglicéridos; éstos estan constituidos por
un esqueleto de glicerol, dos cadenas de acidos grasos (que suelen contener un
ntimero par de atomos de carbono, entre 14 y 24) y un alcohol fosforilado. Los
alcoholes comunes de los fosfoglicéridos son la colina, serina, etanolamina, glicerol e
inositol. En los fosfoglicéridos, los grupos hidroxilo en los carbonos C-1 y C-2 del
glicerol estan esterificados por dos grupos carboxilo de dos cadenas de acido graso. I
grupo hidroxilo del C-3 del esqueleto del glicerol se esterifica con acido fosférico v,
posteriormente, el grupo fosfato se esterifica con el grupo hidroxilo de uno de los

alcoholes mencionados anteriormente.

Los principales fosfoglicéridos son la fosfatidilcolina, la fosfatidilserina y la
fosfatidiletanolamina. La esfingomielina, es otro tipo de fosfolipido cuya columna
vertebral es la esfingosina en lugar del glicerol. El grupo hidroxilo primario de la
esfingosina esta esterificado a la fosforilcolina y su conformacién se asemeja a la de la

fosfatidilcolina.

Los fosfolipidos son componentes de todas las células animales y vegetales.

Estan presentes en abundancia en el cerebro, corazon, rifién, huevos, soja, etc..

3.4.1. INTERES ANALITICO DE LA DETERMINACION DE
FOSFOLIPIDOS QUE CONTIENEN COLINA.

3.4.1.1. Interés clinico.

La fosfatidilcolina, conocida popularmente con el nombre de leciting, cuya
férmula estructural se representa en la Figura 66, es el principal representante de los
fosfolipidos que contienen colina; se encuentra en la mayoria de las membranas de

organismos superiores y es el fosfolipido mayoritario (68 - 73%) en el suero y plasma.

249



3. Resultados v discusion.

T
zHC‘O‘ ‘Rl
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H ‘O'é'RZ
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O-CH,-CH,-N %CHs
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FIGURA 66. Formula estructural de la fosfatidilcolina (lecitina).

En la hidrolisis de la fosfatidilcolina se obtiene glicerol, 2 moles de acidos

grasos, acido fosférico y la base nitrogenada colina.

Las lecitinas, al igual que el colesterol, son constituyentes celulares comunes
que se encuentran principalmente en tejidos animales, donde cumplen funciones
estructurales (como parte de las membranas celulares) y metabdlicas. Aunque no
forman parte de los depdsitos de grasas, constituyen una considerable proporcion de
los lipidos del higado y del cerebro. También se encuentran en el plasma, como parte
de los complejos lipidos-proteina, denominados flipoproteinas que desempefian un
papel preponderante en el transporte de lipidos. Asimismo, las lecitinas desempenan
un papel de importancia en la esterificacion del colesterol libre para formar ésteres de
colesterol.

Pero quiza, una de las funciones mas importantes de la fosfatidilcolina es que
actua como precursor en la formacion de la sustancia tensioactiva (“surfactante”)
pulmonar del liquido amnidtico. La similitud entre los acidos grasos encontrados en el
liquido amniético y en los efluentes pulmonares del feto, en las diferentes etapas de la
gestacién, hace pensar que la presencia de fosfatidilcolina en el fluido amniético tiene
su origen en el desarrollo del tejido pulmonar del feto. La concentracién de lecitina en

el liquido amnidtico, experimenta un notable aumento a medida que progresa la

! en la semana n° 12 a 88 mg L' al término del embarazo;

gestacion (de 2.8 mg L
(Gluck et al, 1973)), por lo que, su determinacién es de gran importancia para
asegurar la edad gestacional y el indice de madurez pulmonar fetal, asi como, para la

deteccion y diagnosis de insuficiencia respiratoria del feto (Nelson, 1969; Gluk et al.,
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1971; Bhagwanani et al, 1972). Generalmente, el procedimiento empleado para
determinar la madurez del pulmon fetal es la estimacion de la cantidad de lecitina y

esfingomielina (expresado como la relacién L/S) presente en el liquido amnidtico.

3.4.1.2. Interés alimentario.

La lecitina se utiliza como aditivo (E-322) de aplicacion generalizada en la
industria alimentaria debido a sus propiedades emulsionantes. Se trata de un aditivo
de origen natural que se extrae de la clara de huevo o de la soja y que no presenta
toxicidad alguna. Se utiliza en la fabricacion del chocolate, leche en polvo, helados y

margarinas.

La funcion de los emulsionantes o emulgentes en la tecnologia alimentaria
esta relacionada con el humedecimiento de superficies lipdfilas, el incremento de la
solubilidad, y sobre todo, con la preparacién y estabilizacién de dispersiones de todo
tipo, como por ejemplo agua y aceite en la mahonesa (en la cocina natural es la yema
de huevo la que realiza esta funcidn). La accidn de los emulgentes se debe a su
estructura molecular, con una parte lipdfila que se disuelve bien en la fase no acuosa
y otra parte, polar o hidrdfila, que se disuelve bien en agua. Por otra parte, los
emulsionantes mejoran la consistencia de los productos alimenticios industriales,

haciéndolos mas atractivos visualmente,

3.4.2. REVISION BIBLIOGRAFICA DE LOS METODOS ANALITICOS
PARA LA DETERMINACION DE FOSFOLIPIDOS QUE CONTIENEN
COLINA.

3.4.2.1. Métodos analiticos quimicos y enzimaticos.

Tradicionalmente, uno de los procedimientos guimicos mas empleados para la
determinacién de fosfolipidos totales en suero consiste en la determinacion del
fosforo inorganico en un extracto de suero (Hoeflmayr et al., 1966; Kaplan et al,,
1989). En este tipo de técnicas, se extraen, en primer lugar, los lipidos del suero con
un disolvente organico (generalmente, se utilizan mezclas etanol-éter, cloroformo-
metanol o éter de petréleo) y, a continuacion, se digiere el extracto que contiene los

fosfolipidos para destruir el material organico y liberar el ortofosfato. La digestidn se

251



3. Resultados v discusion.

efecttia con una mezcla de H.SO, - H.0:, HCIO, o con HNO;. Finalmente, el fosfato
presente en la mezcla digerida se hace reaccionar, en la mayoria de los casos, con
molibdato amonico, reduciéndose a continuacion, el fosfomolibdato amdnico asi
formado, en condiciones tales, que eviten la reduccion simultanea del exceso de

molibdato. Se mide entonces el azul de molibdeno formado.

Entre los numerosos inconvenientes que presenta este método podemos citar
su complejidad y pobre precision, ya que, si no se observan cuidadosamente las
condiciones de reaccién, se pueden producir pérdidas, sobre todo, en las etapas de
extraccion y digestion. Ademas, se trata de un método laborioso que consume mucho
tiempo, por lo que no resulta adecuado para analisis de rutina ademas, carece de la
selectividad requerida pues, por este procedimiento, se determina el contenido total
de fosfolipidos presentes en la muestra sin poder diferenciar los componentes
individuales, para lo cual es necesario recurrir a una separacidn cromatografica previa

a la determinacion.

Por el contrario, los métodos enzimaticos para la determinacion de
fosfolipidos que contienen colina, proporcionan mayor exactitud, precision,
selectividad y rapidez que los métodos quimicos y requieren un menor volumen de
muestra. Estos métodos se basan en la accidon combinada de las enzimas fosfolipasa D
(PL-D) y colina oxidasa (COD), que producen la hidrdlisis de los fosfolipidos y la
posterior oxidacién de la colina liberada, respectivamente (Takayama et al., 1977;
Anaokar et al, 1978; Gurantz et al, 1981; McGowan et al, 1983). Finalmente, el
H-O, producido durante la oxidacion enzimatica, se detecta espectrofotométricamente
mediante una tercera reaccion enzimatica catalizada por la enzima peroxidasa (HRP).

La secuencia de reacciones es la siguiente:

PL-D

Fosfatidilcolina + 2 H.O Acido fosfatidico + Colina

Colina + 2 0, + H,0 £op

Betaina + 2 H,0,

, HRP , o
2 Hy0; + fenol + 4-aminofenazona —— — Derivado imina + 4 H,0

O~méx = 500 nm)

A pesar de que los procedimientos enzimaticos son mas rapidos que los

métodos quimicos anteriormente mencionados, ya que no requieren las etapas de
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extraccion y digestion, las reacciones en las que intervienen las enzimas PL-D y HRP

requieren largos tiempos de incubacién (del orden de 30 minutos cada una).

3.4.2.2. Sensores de fibra éptica o sensores electroquimicos.

El tnico ejemplo encontrado en la bibliografia ha sido el descrito por Karube y
col. (Karube et al., 1979) para la determinacion de fosfatidilcolina en muestras de
suero mediante un sensor amperométrico. Se trata de un sistema en flujo que
incorpora las enzimas fosfolipasa D y colina oxidasa coinmovilizadas en un gel de
agarosa y empaquetadas en un minirreactor de vidrio. El H,0, liberado en la reaccion
enzimatica se detecta mediante reduccién amperométrica en un electrodo de Pt. El
biosensor presenta un intervalo de respuesta lineal comprendido entre 0 - 3 g L' de
fosfatidilcolina. Sin embargo, uno de los inconvenientes del dispositivo es la
estabilidad limitada que presentan las enzimas inmovilizadas, ya que al cabo de 9 dias

éstas han perdido un 30% de su actividad original.

3.4.3. PREPARACION DE LA FASE SENSORA.

La necesidad de obtener dispositivos que permitan reducir los tiempos y el
costo del analisis con respecto a los métodos quimicos existentes, asi como eliminar
los inconvenientes derivados de la deteccidn espectrofotométrica del H,0, (reaccion
irreversible; interferencia debida a algunos compuestos que pueden ser oxidados por
el H,0, y que a su vez inhiben la enzima HRP e.g. bilirrubina, acido ascérbico y
hemoglobina), nos ha ilevado a estudiar la posibi!idad de construir un biosensor de
fibra optica para la determinacion de fosfatidilcolina, basado en las reacciones
catalizadas por las enzimas PL-D y COD y deteccién del O, consumido en esta ultima
reaccién, mediante medidas de desactivacion de la luminiscencia empleando un

optodo de O, igual al descrito en el capitulo 3.2.

3.4.3.1. Elemento bioldgico: fosfolipasa D y colina oxidasa.

Las fosfolipasas, (tipos A, C y D) (E.C.3.1.4.4) son un grupo de enzimas
pertenecientes : la familia de la hidrolasas que poseen especificidades relativas
diferentes, de manera que, cada fosfolipasa cataliza la hidrdlisis de un enlace
especifico en un fosfolipido, como se indica en el esquema 7, donde R; y R;

representan sendas moléculas de acido graso y R; el resto alcohol.
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De todas ellas, solo la fosfolipasa D procedente de la especie Streptomyces
chromofuscus cataliza preferentemente la hidrdlisis de los fosfolipidos que contienen
colina (Bergmeyer et al, 1983), los cuales suponen el 95% de los fosfolipidos
presentes en el suero. La enzima presenta una actividad optima a pH 8.0. La presencia
de Triton X-100 e iones Ca’  en la disolucién estimulan la actividad enzimatica,

mientras que Ba®', Mn’, Zn*", EDTA y SDS actuan como inhibidores.

7
CHz-O-é-Rl

ESQUEMA 7. Lugares posibles de hidrolisis de las fosfolipasas en una molécula de fosfolipido.

Por su parte, la colina oxidasa, abreviadamente COD (E.C.1.1.3.17), cataliza la
oxidacion de la (Z-hidroxietil)trimetilamina (véase apartado 3.4.2.1), conocida con el
nombre de colina, obtenida como producto en la hidrdlisis enzimatica de algunos
fosfolipidos (principalmente fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina y 7esrﬁhg;ﬁnie’lina).
Como la mayoria de las flavoproteinas, la COD ejerce su accién catalftica mediante un
mecanismo de reaccién denominado tipo “ping pong” (Stemple et al, 1991), que
involucra a los dos sustratos, colina y Q.. La enzima presenta su maxima actividad en
disolucidn en el intervalo de pH comprendido entre 7 - 8 (Tkuta et al,, 1977; Ohta et
al, 1980). Puede presentar reacciones competitivas con algunos compuestos de
caracteristicas similares a la colina tales como, la (2-hidroxietil)-N,N-dimetilamina, (2

hidroxietil)-N,N-dietilamina, (2-hidroxietil)-N-metilamina y {2-hidroxietil)-N-etilamina.
~-3.4.3:2: Inmovilizacién enzimdtica y acoplamiento al sensor de 05,
La inmovilizacidn de la enzima COD se realizé de tres formas distintas (véase
apartado  2.34). En primer lugar, se procedi6 a su inmovilizaciéon por

entrecruzamiento con glutaraldehido sobre una superficie de carbén activo,

4 33 . . . . . . 2+
adherido a una capa de silicona, que contiene el indicador luminiscente Ru(dip);~,
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sensible al O;. La ventaja de este procedimiento es que permite obtener una tnica fase
sensible que combina el sensor de oxigeno y la enzima en una misma membrana, lo
que, generalmente, da lugar a menores tiempos de respuesta y mayor

reproducibilidad en las medidas.

Desafortunadamente, para las dos enzimas ensayadas (COD proveniente de
Alcaligenes, 13 unidades mg'1 o de Arthrobacter globiformis, 10.2 unidades mg‘l) se
obtuvieron sensores insensibles a variaciones en la concentracién de colina debido
probablemente, a una participacién o modificacién de los centros activos de la enzima
en el proceso de entrecruzamiento con glutaraldehido. Es por ello, que se desestimé el

empleo de este procedimiento de inmovilizacién.

En segundo lugar, se llevé a cabo una inmovilizacién de la enzima sobre
membranas de inmunoafinidad tipo Inmobilon® (Millipore) (véase apartado 2.3.4),
cuyo empleo ya habia sido descrito anteriormente en el desarrollo de biosensores
amperométricos para la determinacién de pesticidas (Palleschi et al., 1992; Bernabei
et al, 1993). Estas membranas de naturaleza hidrdfila y estructura microporosa,
poseen una superficie previamente activada (con grupos carbonilo), que permite la
formacion de enlaces covalentes con las proteinas sin pérdida de su actividad biologica

(Blankstein et al, 1985). La inmovilizacién responde al siguiente esquema de

0 0
Ex + NH,-®) K. %&—NH-@ + XH

El empleo de las membranas de Inmobilon requiere usar una fase sensible

reaccion:

formada por dos capas: la membrana enzimética y la membrana de silicona sensible al
0,.

Los biosensores obtenidos por este procedimiento tampoco ofrecieron
resultados satisfactorios, ya que aunque se comprobé que efectivamente se produce
una variacion de la sedal de luminiscencia del complejo de Ru en presencia de una
disolucion de colina, la sefial disminuye rapidamente tras el primer ciclo de medida.

Esta falta de repetibilidad en la respuesta, también observada por otros autores,
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(Mascini et al., 1987; Trettnak et al, 1988) se atribuye a la pérdida de una cierta
cantidad de enzima que se encuentra débilmente enlazada a la superficie de la

membrana de inmunocafinidad.

Con el fin de superar los inconvenientes encontrados en los casos anteriores, se
llevé a cabo un tercer procedimiento de inmovilizacion por enlace covalente sobre
membranas de nylon. El método implica la activacion previa del nylon, de acuerdo a
una modificacion del procedimiento descrito por Hornby y col. (Hornby et af, 1975)
(Figura 67), con el fin de introducir en su superficie grupos que sean capaces de

enlazarse con las moléculas de enzima.

H
| + .
—C-N— + (CH?)QSO4 —C=NH— + CH;SO;],
o OcH;
i_, r—— =+ —
+ lisina (|: NH + CH,0H
—~C=NH— NH
Sl H—~C00"
H—C—C00" (¢H2)4
(¢H2)4 glutaraldehido NH,
N
I N
(&Hg); NH
¢Ho H—C~C00"

Loy,
HN-® N

FIGURA 67. Secuencia de reacciones empleadas para la activacion de nylon mediante O-
metilacion de enlaces amida y posterior inmovilizacién de la enzima.

Concretamente, la activacién del soporte se llevé a cabo por O-metilacion de
los enlaces amida del nylon con un poderoso agente metilante (sulfato de dimetilo),
dando lugar a las correspondientes sales de imidato. Estas, a su vez, son capaces de
reaccionar con agentes nuclesfilos como aminas dando lugar a amidinas. Por esta
razén, en una segunda etapa, el nylon activado se trata con una disolucion de lisina

que se utiliza como molécula espaciadora, para evitar el posible impedimento de tipo
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estérico (Campbell et al, 1975) en la inmovilizacién enzimatica. De esta forma,
conseguimos un nylon funcionalizado que presenta grupos amino libres en su
superficie. La etapa final supone la reaccién de los grupos amino libres de la lisina con

el agente bifunciconal, glutaraldehido, y la posterior unién covatente de la enzima.

El éxito de la inmovilizacion esta condicionado, en gran medida, por la etapa de
activacion con sulfato de dimetilo. Se ha comprobado que uno de los factores que mas
influyen sobre dicha reaccidn, es el tiempo de permanencia de la membrana en
contacto con el agente metilante. Puesto que la reaccion requiere condiciones muy
drdsticas (reactivo concentrado y en caliente), el tiempo de permanencia de la
membrana de nylon en la disolucién de sulfato de dimetilo ha de ser el suficiente para
que se originen el mayor nimero de grupos activos sobre la superficie del soporte sin
que se desintegre la membrana durante el ataque. En nuestro caso, se han probado
tiempos de contacto de 5, 10 y 15 minutos, ya que para valores superiores a 15
minutos, se observa el ataque de la estructura del nylon y la consiguiente destruccién

de ia membrana.

Con el fin de comprobar la eficacia de la activacion del nylon en funcién de los
distintos tiempos ensayados, se procedié a realizar el siguiente estudio: a las
membranas de nylon, una vez activadas por ataque con sulfato de dimetilo y posterior
reaccion con lisina, se les adicionan unas gotas de un reactivo, el dcido 2,4,6-
trinitrobencenosulfénico, que se utiliza para la identificacién cualitativa de grupos
amino primarios. Como resultado, las membranas se tifien de un color anaranjado,
cuya intensidad depende del numero de grupos amino libres presentes en la superficie
del nylon. Los espectros de reflectancia obtenidos para dichas membranas (Figura 68)
demuestran que un tiempo de contacto de 15 minutos permite conseguir el maximo

grado de funcionalizacién del soporte, lo cual favorece la fijacién de mayor cantidad

de enzima.

En estas condiciones, se consiguié con éxito la inmovilizacion de la enzima
colina oxidasa de Alcaligenes species, obteniéndose membranas activas que una vez
acopladas al sensor de O, responden de forma repetitiva a los cambios en la
concentracion de colina. Por ello, seleccionamos este procedimiento para la
construccidn del biosensor, a pesar de ser mds largo y laborioso que los anteriormente

citados, ya que proporciona una mayor estabilidad de la enzima inmovilizada. Al igual
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que en el caso de las membranas de Inmobilon, el empleoc de membranas de nylon
también requiere usar una fase sensible compuesta por dos capas: la membrana de
nylon donde se inmoviliza la enzima y la membrana de silicona sensible al 0..
Logicamente, en este caso, los tiempos de respuesta del sensor se ven afectados por los
procesos de difusién, en primer lugar, de la colina a través de la membrana

enzimatica, y a continuacion, del O, a traves de la silicona.
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FIGURA 68. Espectros de reflectancia de las membranas de nylon activadas, tras su
reaccion con el acido 2,4,6-trinitrobenceno sulfénico, en funcién del tiempo de contacto con el

agente metilante, (CH3),50;..

De la misma manera, se estudié la posibilidad de inmovilizar la fosfolipasa D
procedente de Streptomyces chromofuscus en membranas de nylon, con el fin de
coinmovilizar posteriormente las dos enzimas (fosfolipasa D y colina oxidasa) en una
misma membrana y simplificar de esta forma, el disefio del biosensor.
Desafortunadamente, la inmovilizacién de la fosfolipasa D condujo a una disminucion
considerable de su actividad enzimatica, hecho que algunos autores (Karube et al,
1979) atribuyen a la probable inactivacion enzimatica provocada por el
glutaraldehido. Por ello, se abandono la idea de coinmovilizar ambas enzimas en la
membrana de nylon y, para no complicar excesivamente el dispositivo experimental,

se prefirié trabajar con la fosfolipasa D en disolucion.
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3.4.3.3. Optimizacion de la cantidad de enzima inmovilizada.

En este apartado, se procedié a evaluar la influencia de la cantidad de enzima
COD presente en la membrana de nylon sobre la respuesta del biosensor hacia el
sustrato colina. Para ello, segun el procedimiento de inmovilizacién indicado en el
apartado 2.3.4 de esta Memoria, se prepararon dos biosensores a partir de
disoluciones de COD que contenian 5 y 10 mg mL" de proteina (equivalentes a 65 y
130 UmL" ), respectivamente. Se asume, que la concentracién de enzima activa en la
membrana es proporcional a su concentraciéon en la disolucidn de partida. A
continuacidn, se midié la respuesta de cada uno de los biosensores a disoluciones de
colina de diferente concentracién, inyectadas en un sistema de flujo. Los resultados
obtenidos aparecen en la Figura 69. El valor de la sefial se expresa como altura del

pico FIA obtenido tras inyectar las disoluciones patrén de colina.
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FIGURA 69. Efecto de la cantidad de colina oxidasa inmovilizada (A) 65 U y (®) 130 U
sobre la respuesta del biosensor hacia disoluciones de colina de distinta concentracion.

Se observa un incremento en la sensibilidad, asi como en el intervalo de
linealidad del biosensor a medida que aumenta la cantidad de enzima inmovilizada.
Por ello, se ha seleccionado para experimentos posteriores la cantidad de 10 mg mL"

(equivalente a 130 U mL"), ya que, para cantidades superiores, se comprobé que no
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se inmoviliza en el soporte el 100% de la enzima presente en la disolucién de partida,

lo que da lugar a un gasto innecesario de [a misma.

3.4.4. DETERMINACION DE COLINA MEDIANTE EL EMPLEO DEL
BIOSENSOR.

Puesto que el biosensor desarrollado en esta Memoria, para la determinacion
de fosfolipidos que contienen colina esta basado en la deteccidn de la colina producida
tras la hidrélisis enzimatica de dichos fosfolipidos, resulta fundamental, en primer
lugar, optimizar todas aquellas variables que influyen en la respuesta del optodo hacia
este analito. Las medidas realizadas con el biosensor, se han llevado a cabo empleando

un método FIA, utilizando el dispositivo de medida indicado en el apartado 2.2.2.

3.4.4.1. Estudio del efecto del caudal y del volumen de inyeccion.

Para comprobar el efecto que produce la variacion del caudal de las
disoluciones de muestra a través de la célula de flujo, donde se sittia el biosensor,

sobre la respuesta del mismo, se vari¢ éste entre 0.25 y 1.40 mL min,

Se comprueba que la respuesta obtenida para una disolucién de colina 1 mM
resulta dptima para un caudal de 0.60 miL min’ ya que es el que proporciona el
mejor compromiso entre la altura y la anchura a media altura de los picos FIA.
Caudales inferiores originan un ligero aumento de la sefa! (inferior al 6.8%), con el
consiguiente ensanchamiento de los picos debido a la dispersién del bolo de muestra,
mientras que, caudales superiores causan una ligera disminucion de la sefal (inferior

al 5%).

En cuanto al volumen de inyeccion de muestra, éste se varic entre 25 y 150
ul. Se comprueba que la respuesta obtenida para una disolucién 1 mM de colina
resulta constante y maxima para volumenes de inyeccién superiores a 100 ul; no
obstante, se eligié un volumen de 40 ulL para posteriores experimentos, en primer
lugar, porque la sefal analitica observada en estas condiciones es tan sélo un 4%
inferior a la maxima obtenida y, en segundo lugar, porque se consume menor

cantidad de muestra, disminuyendo ademas, el tiempo necesario para el anélisis.
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3.4.4.2. Estudio de la influencia de la disolucién portadora en la

respuesta del biosensor.
a) Seleccion del medio reguiador. Efecto del pH.

Se ha ensayado el efecto que produce la naturaleza de distintas disoluciones
amortiguadoras tales como fosfato, borato, HEPES, TRIS y glicina de concentracidn
0.1 M y pH 8.0, sobre la respuesta del biosensor al inyectar una disolucién de colina 4
mM en dichos portadores. Los resultados obtenidos se representan en la Figura 70,
Como se observa en dicha grafica, de las distintas disoluciones reguladoras estudiadas,
los mejores resultados se obtienen empleando tampén fosfato o glicina, siendo los
valores correspondientes a este ultimo ligeramente superiores. Sin embargo, para la
glicina se obtienen picos FIA ligeramente mis estrechos que para el fosfato, por lo que

se decidié seleccionar la primera como disolucién reguladora de trabajo.

altura pico (u.a)

= _ﬂd___*?f_ bt‘ﬂ,tgt £ : L
Fosfato Borato Hepes Tris  Glicina

FIGURA 70. Ffacto de la naturalera de la disolucion reguladora (001 M, pH 8.0) sobre la
respuesta del biosensor a una disolucion de colina 4 mML

El tampdn biclégico HEPES, proporciona una pobre repetibifidad de la senal
analftica, la cual va disminuyendo paulatinamente en los sucesivos ciclos de medida,
Sin embargo, la peor respuesta de todas las obtenidas corresponde a la disolucidn

amortiguadora de Z-amino-2hidroximetil 1,3 propanodiol, abreviadamente TRIS, el
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cual, a pesar de ser uno de los tampones biolégicos mas utilizados, no siempre

proporciona buenos resultados (Perrin et al., 1974).

Una vez seleccionada la disolucion reguladora, pasamos a determinar el pPH
optimo de funcionamiento de la enzima inmovilizada, para lo cual se prepararon
disoluciones reguladoras de glicina 0.1 M y diferente pH (comprendido entre 7.5 - 9.0)
midiendo la respuesta del biosensor frente a una disolucién de colina 4 mM. La TABLA
XXIII muestra la respuesta obtenida con el biosensor en funcién del pH de la

disolucién reguladora empleada como portador.

La maxima sefial se obtiene para un valor de pH de 8.5, el cual es ligeramente
mas basico que el valor 6ptimo de la enzima en disolucién (7 - 8) (Tkuta et al., 1977;
Ohta et al, 1980); no obstante, esta de acuerdo con los resultados obtenidos por

otros autores para la COD inmovilizada (Rouillon et al,, 1992; Gerrieri et al, 1995),

TABLA XXIII. EFECTO DEL pH EN LA RESPUESTA DEL
BIOSENSOR A UNA DISOLUCION DE COLINA 4 mM EN
UNA DISOLUCION REGULADORA DE GLICINA 0.1 M.

e pH I_ :: alturaplca(xs), wa)
B =
7.5 coozar@3) |
8.0 386(05)
8.5 80603
90 33207

Algunos autores (Segel, 1975; Cornish-Bowden, 1976) han sugerido que los
iones hidrégeno acttian como inhibidores competitivos de la enzima colina oxidaba ya
que, al disminuir el pH, se produce la protonacién de algunos grupos de la enzima,
originandose formas idnicas, que presentan menor afinidad por el sustrato yfo

distinta estabilidad.

b) Influencia de la concentracion de la disolucidn portadora.

Se ha ensayado el efecto que produce la variacién de la concentracién de la

disolucién reguladora de glicina a pH 8.5 (en el intervalo 10 - 200 mM), sobre la
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respuesta del biosensor hacia una disolucién de colina 2.5 mM. Se comprobé que la
sefial analftica no se modifica significativamente en el intervalo estudiado; si bien, se
observé una ligera disminucién de la respuesta para concentraciones de tampén
glicina superiores a 100 mM, que puede estar ocasionada por la pérdida de actividad
enzimatica. Por ello, decidimos utilizar para estudios posteriores una concentracion de

tampdon 50 mM.

TABLA XXIV. VARIACION DE LA RESPUESTA DEL BIOSENSOR
A UNA DISOLUCION DE COLINA 2.5 mM EN FUNCION DE

LA CONCENTRACION DEL TAMPON UTILIZADO COMO
PORTADOR (Glicina pH 8.5).

3.4.4.3. Efecto de la temperatura.

La Figura 71 muestra la dependencia de la respuesta del biosensor con la
temperatura. En el intervalo comprendido entre 15-25 °C la respuesta resulta maxima
y constante; sin embargo, a partir de 25 °C comienza a disminuir notablemente.
Considerando estos resultados, se eligié una temperatura de trabajo de 20 °C de
forma que una ligera variacion de la misma no provocara una modificacidén

importante de la sefal analitica.

3.4.4.4. Caracteristicas analiticas.

Empleando las condiciones dptimas de trabajo, se procedid, a continuacion, a
determinar el intervalo de linealidad del calibrado, asi como, la precision, limite de
deteccién y selectividad del método de determinacién de colina con el sensor de fibra

optica.
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altura pico (u.a)

15 20 25 30 35 40 45

temperatura (°C)

FIGURA 71. Efecto de la temperatura sobre la sefial analitica correspondiente a una
disolucién de colina 4 mM en tampén glicina 50 mM y pH 8.5.

a) Calibrado.

Para conocer el intervalo de concentraciones en el que existe una relacién
lineal entre la sefal analitica y la concentracién de colina, se prepararon una serie de
disoluciones patrén del analito de concentracion comprendida entre 0 y 10 mM. Los
resultados -obtenidos se muestran en la Figura 72, en la cual se representa la
variacién de la respuesta del sensor al inyectar disoluciones de colina de distinta
concentracion, en una disolucion portadora compuesta por un tampén glicina 50 mM
apH 85y T =20 "C, asi como la recta de calibrado obtenida en las condiciones de
medida. A partir de ella, se concluye que el intervalo de respuesta lineal del biosensor
de fibra éptica se sitiia entre 0.05 y 5 mM de colina. Para concentraciones superiores
la respuesta sigue un comportamiento no lineal, llegando a aparecer una meseta que
indica la concentracién de saturacién en las condiciones de medida utilizadas
(disoluciones equilibradas con aire). La ecuacién de ajuste por minimos cuadrados
correspondiente a la recta de calibrado es la siguiente: h = (8.8 + 0.2) [colina] + (0.1 £ 0.5)
(r = 0.999), para un limite de confianza del 95%, donde h representa la altura del

pico FIA correspondiente a cada disolucién patrén de colina cuya cocentracién viene

-
expresada en mmol L".

264



3. Resultados vy discusion.

155

135

10 10 mM

-3 / 7.0 mM
“a W ‘0 »

feolinal (mM} 5.0 mM

altura pico |u.al

I {u.a)

2.0 mM

?5 1.0 mM

0.5 mM

55 ] | ] ] L | | |
0O 15 30 45 60 75 90 105 120 135

tiempo (min)

FIGURA F2. Perfiles de respuesta del biosensor frente a disoluciones de concentracion
variable de colina. Figura insertada: Calibrado del biosensor de colina en tampén glicina 50 mM, a
pH =8.5, T = 20 °C. (Cada punto corresponde al valor medio de tres inyecciones de muestra).

b) Precision y limite de deteccidn.

La precision del biosensor en su respuesta a colina se evalué siguiendo los
criterios habituales descritos en esta Memoria. Para ello se prepararon tres
disoluciones de distinta concentracién de colina, 1.0, 2.5 y 4.0 mM, respectivamente y
se calculé la desviacién estandar relativa (RSD) correspondiente a 8 inyecciones

consecutivas de cada muestra, obteniéndose valores de 7, 3.0 y 2.6%, respectivamente.

Para determinar el limite de deteccidn , se ha aplicado el criterio sugerido por
la IUPAC (Hasebe et al., 1975):
LD =3 Sb/m

donde m es la pendiente del calibrado lineal obtenido y S, es la desviacién estdndar
(en alturas) obtenida para el blanco. Al igual que se menciond en el apartado 3.3.4.2,
debido a que los picos FIA correspondientes a una disolucion del blanco no se
distinguian de la sefal obtenida para la linea base, el limite de deteccién se ha

calculado tomando como estimador de S, el obtenido para una concentracién 0.1 mM
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de colina, proxima a la concentracién menor del intervalo de linealidad del optodo. De

esta forma, se obtiene un valor para el limite de deteccién de 0.05 mM de colina.

¢) Estudio de interferencias.

Se ha ensayado el efecto que produce la presencia de algunas sustancias que
podrian interferir en la determinacién de colina en muestras de suero, ya que afectan,
bien a la actividad de la COD, o bien, al sensor de O, utilizado como transductor de la
reaccion enzimatica. Los resultados obtenidos se recogen en la TABLA XXV, donde se
ha representado la sensibilidad relativa del biosensor hacia una disolucién 2.5 mM de
colina en las condiciones de medida (disoluciones equilibradas al aire, tampon glicina
50 mM, pH 8.5, 20 °C) y en presencia de diferentes especies. Cada valor representa la
media de tres inyecciones. El criterio para considerar interferencia se fijo en 2s siendo
s la desviacion estdndar de las sefales obtenidas en ausencia del elemento

interferente.

TABLA XXV. ESTUDIO DE DISTINTAS ESPECIES INTERFERENTES
SOBRE LA RESPUESTA DEL BIOSENSOR DE FIBRA OPTICA A UNA
DISOLUCION DE COLINA 2.5 mM, EN LAS CONDICIONES OPTIMAS
DE MEDIDA (Tampén glicina 50 mM, pH 8.5, T = 20 °0).

Interferente Anal:Interf. | Sens. relativa.? (%)
Acido ascorbice 101 ' 97
11 135
1:5 140
Acido vrico 1 103
1:2 _ 99.5
Glucosa 1:5 104
Bilirrubing 1:0.1 96
Etanelamina 11 105
1:10 103
D, L-Serina 1:1 106
1:2 117

I Expresada como la relacion de las senales correspondientes a la colina en
presencia del interferente y a la colina en ausencia de interferente.
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Segun se desprende de los datos recogidos en la TABLA XXV, unicamente la
presencia de acido ascérbico (analitoiinterferente > 1:1) y de serina (analitoiinterferente
> 1:2) interfieren en la cuantificacidn de colina con el biesensor de fibra éptica. Al
igual que mencionamos en el apartado 3.3.4.3, la interferencia positiva observada en
presencia de dcido ascorbico se debe, sin duda, al poder reductor de este compuesto, el
cual es oxidado por el O, disuelto presente en las disoluciones. En cuanto a la
interferencia ocasionada por la serina, puede tener su origen en la semejanza
estructural de este aminoacido con la colina. El resto de las sustancias ensayadas no
interfieren en la determinacion de colina, incluso a niveles de concentracion muy

superiores a los encontrados en muestras bioldgicas.

3.4.4.5. Estabilidad operacional,

Las enzima colina oxidasa en disolucién acuosa presenta una estabilidad muy
limitada, ya que, al cabo de dos dfas, ésta ha perdido el 80% de su actividad (Karube
et al, 1979). Con objeto de evaluar la estabilidad operacional de la enzima
inmovilizada y por tanto, el tiempo de vida util del biosensor, se ha comparado la
respuesta obtenida al inyectar disoluciones de colina de concentracién 3 mM, en las

condiciones dptimas de trabajo, a lo largo de diversos dias.
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FIGURA ¥3. Evolucién de la respuesta (en términos de actividad relativa) de la enzima
colina oxidasa hacia una disolucion de colina 3.0 mM en las condiciones 6ptimas de trabajo
(tampon glicina 50 mM, pH 8.0, 20 °C), en funcién del tiempo transcurrido desde la
inmovilizacion.
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En la Figura 73 se ha representado la evolucion en la respuesta de la
membrana enzimatica (expresada en términos de actividad relativa), con el tiempo
transcurrido desde su fabricacion. Los resultados indican que el biosensor se mantiene
operativo durante un periodo aproximado de 15 dias (durante los cuales se realizaron
115 inyecciones de muestra), ya que, pasado ese tiempo, la actividad de la enzima se
reduce practicamente a un 80% de su valor inicial. Estos resultados son un claro
ejemplo de como, en muchos casos, la inmovilizacién de las enzimas permite ademas,

de su uso en un sistema en flujo, incrementar el tiempo de vida util de las mismas.

3.4.5. DETERMINACION DE FOSFATIDILCOLINA MEDIANTE EL
EMPLEO DEL BIOSENSOR.

Una vez estudiado y caracterizado el biosensor de colina, se utilizé este
dispositivo para su aplicacién a la determinacion de fosfatidilcolina (como principal
representante de los fosfolipidos que contienen colina), tras someter ésta a una
hidrdlisis enzimdtica previa, segin se indicé en el apartado 2.4.4. Las primeras
experiencias se dirigieron a estudiar algunos factores que afectan a la hidrslisis
enziméatica de este compuesto, tales como, la composicion del medio de reaccion y el

tiempo de incubacidn, obteniéndose los resultados que se describen a continuacién,

3.4.5.1. Influencia de la composicién del medio de reaccion.

a) Naturalez la disolucio

Habitualmente, la hidrélisis enzimatica de la fosfatidilcolina se lleva a cabo por
incubacion de la muestra con una cierta cantidad de la enzima fosfolipasa D,
utilizando como medio de reaccién una disolucién reguladora TRIS 50 mM a pH 8.0,
en presencia de iones Ca®* y el tensioactivo Triton X-100 (Takayama et al,, 1977). Sin
embargo, segun se indicé en el apartado 3.4.4.2, el tampon TRIS no resulta un medio
adecuado para el funcionamientod del biosensor de colina, por lo que se evalué la
posibilidad de modificar la composicion del medio de reaccién donde se lleva a cabo la
hidrolisis de la fosfatidilcolina. Para este estudio, se prepararon disoluciones
1

amortiguadoras de glicina, fosfato y TRIS, 50 mM a pH 8.0 que contenian 2 mg mL
de fosfatidilcolina, 0.08 g L' de Ca®™ y 5 g L™ de Triton X-100. Las disoluciones se

incuban durante 20 minutos a 37 °C, con 33 U de fosfolipasa D y, transcurrido este
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tiempo, se inyectan 40 uL de muestra en el sistema de flujo, utilizando como
portador una disolucion reguladora 50 mM de pH = 8.0, midiéndose la concentracion

de colina en las muestras con el biosensor de fibra Sptica.

Aunque no se han observado diferencias significativas en las semales obtenidas
con los tampones fosfato y TRIS (véase TABLA XXVI), el primero permite obtener
mayor precision en las determinaciones. Por ello, se ha seleccionado esta disolucion
reguladora para el resto de los experimentos, tanto para la incubacion de la muestra
de fosfatidilcolina con fosfolipasa D, como disolucién portadora para el sistema FIA

utilizado para la medida con el biosensor de colina.

TABLA XXVI. INFLUENCIA DE LA NATURALEZA DE LA
DISOLUCION REGULADORA SOBRE LA ACTIVIDAD
CATALITICA DE LA ENZIMA FOSFOLIPASA D.

TAMPON ~ altura pico (¢ ), (ua)
{m=3)
Glicima | : SD ©.5)
Fosfato | 1301
TRIS 1500

b) Efecto de

Se ha examinado el efecto que produce la presencia de una cierta cantidad de
Triton X-100 en las disoluciones de medida sobre la hidrélisis de la fosfatidilcolina, ya
que este tensioactivo, ademés de favorecer la solubilizacién del fosfolipido, es un
conocido activador junto con los iones Ca** de la fosfolipasa D (Imamura et al.

1977).

*

Con este fin, se prepararon disoluciones que contenfan una cantidad constante
de fosfatidilcolina (5 mg mL™) e iones Ca®* (0.08 mg mt"), asi como cantidades
crecientes de Triton X-100 (entre 0.1-1.0% (p/p)). Estas disoluciones, tras la
incubacién con fosfolipasa D, se inyectan en el sistema de flujo para evaluar la

cantidad de colina producida y, por tanto, la eficacia de la hidrélisis en cada caso.
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Para experiencias posteriores se ha seleccionado una cantidad de un 1% de
Triton X-100 porque, de esta forma, nos aseguramos la disolucion completa de la
muestra (para cantidades inferiores al 0.5% las disoluciones quedan turbias) y se

obtienen, por tanto, mejores respuestas (TABLA XXVID).

TABLA XXVIIL. EFECTO DE LA CANTIDAD DE TENSIOACTIVO
PRESENTE EN LA DISOLUCION REGULADORA (Fosfato 50 mM,
pH 8.0, en presencia de Ca’* 0.08 g L"), SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA FOSFOLIPASA D. (Incubacién: 20 min
a 37 °C; Detector: biosensor de fibra 6ptica para colina).

[TRITON X-1001, altura pico (z s), (u.a)
®(p/p) (n=3)
cT.
0.2 1.0 (0.1
0.5 7.0 (0.8
1.0 8.0(0.3)

Asimismo, para asegurar el correcto funcionamiento de la fase sensible
comprobamos que la presencia del agente tensioactivo en las disoluciones de medida
no ejerce ningtin efecto negativo sobre la enzima colina oxidasa, ya que la respuesta
del biosensor hacia colina no sufre ninguna modificacion por la adicién de distintas

cantidades de Triton X-100 en el intervalo de concentraciones estudiado (0.1 - 1.0 %).

3.4.5.2. Efecto del tiempo de incubacion.

Con el fin de evaluar el tiempo necesario para obtener la hidrélisis completa de
la fosfatidilcolina, se prepararon disoluciones de este fosfolipido (5 mg mL") en el
medio de reaccién seleccionado en experimentos precedentes y, a continuacion, tras
someterlas a diferentes tiempos de incubacion a la temperatura de 37 °C, se
inyectaron en el sistema de flujo, registrando la sefial producida en cada caso. Los
resultados representados en la Figura 74 ponen de manifiesto el incremento de la
sefial analitica a medida que aumenta el tiempo de incubacion {entre 2 - 20 minutos),
selecciondndose como valor éptimo un tiempo de 20 minutos. Para tiempos inferiores

se observé un aumento progresivo de la sefial analitica tras la primera inyeccion, lo
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cual indica que la hidrélisis no se ha completado en el tiempo seleccionado. Sin

embargo, tras 20 minutos de incubacién no se observa esta deriva de la seral.

180 : T |
o S |
14
12
10-

altura de pico (u.a)
L

2 5 10 20
tiempo (min)

FIGURA 74. Optimizacién del tiempo de incubacién pata una disoluciéon de
fosfatidilcolina (5 mg mL) en tampén fosfato 50 mM, pH 8.0; 1% Triton X-100; 0.08 mg mL1!
CaClz. Temperatura de incubacién: 37 °C, Detector: biosensor de fibra 6ptica para colina.

3.4.5.3. Caracteristicas analiticas.

Una vez optimizadas las condiciones de trabajo, se procedié a determinar las
caracteristicas analiticas del método propuesto para la determinacion de

fosfatidilcolina con el biosensor de fibra dptica.

a) Calibrado.

Los calibrados del biosensor se realizaron preparando disoluciones de
fosfatidilcolina en el intervalo de concentraciones comprendido entre 0.5 - 5 mg mL",
segun el procedimiento descrito en el apartado 2.4.4. En la Figura 75 se muestra la

respuesta tipica del biosensor y el calibrado obtenido en las condiciones de medida

optimizadas previamente.

La respuesta resulta lineal en el intervalo de concentraciones comprendido
entre 0.08 y 3.0 mg mL" de fosfatidilcolina, siendo la ecuacién que define la recta de
calibrado la siguiente: h = (4.7 = 0.3) [fosfatidilcolinal(mg mL™) + (0.0 + 0.5) (r =
0.999), donde h representa la altura del pico FIA,

27



3. Resultados y discusion.

5
o}
=
90 | -
g
a 4.0 mg mi”
a1
3
85 5
G
B a4 26 36 40 S0 B0
[ [Fasfatidiicolnzl {mg mL*"
] 25 mg mL’
3
= 80 F
_— o
1.5 mg mb
6 5 L L 1 ] H | ] ]

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135
tiempo (min)

FIGURA 75. Respuesta caracteristica del optodo para colina en funcién de la
concentracién de fosfatidilcolina presente en las muestras. Figura insertada: Calibrado del
biosensor en el intervalo de concentraciones estudiado. (Tiempo de incubacién de las muestras: 20
min, en presencia de 33 U de fosfolipasa D. Cada punto corresponde al valor medio de tres
inyecciones de muestra).

b) Precisidn y limite de deteccidn.

La precision del optodo en su respuesta a fosfatidilcolina, se evalué en
términos de la desviacion estandar relativa (RSD) para 5 determinaciones analogas de
muestras de fosfatidilcolina a dos niveles de concentracion (1 y 2.5 mg mL"),

obteniéndose valores de 5.4 y 3%, respectivamente.

Para calcular el limite de deteccion, se ha utilizado el criterio habitual LD = 3 §,/m
(Hasebe et al, 1975), recomendado por la IUPAC, donde m es la pendiente del
calibrado lineal obtenido y $, es la desviacién estandar (en alturas) calculada a partir
de diez inyecciones de una muestra que contiene 0.3 mg mL" de fosfatidilcolina,
préxima a la concentracion menor del intervalo de linealidad del optodo. El limite de

deteccion obtenido resulta ser de 0.08 mg mL ' de fosfatidilcolina.
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¢) Estudio de interferencias,

A pesar de la especificidad de la fosfolipasa D, se ha encontrado que la que
procede de la especie Streptomyces puede catalizar la hidrdlisis de otros fosfolipidos,
como es el caso de la lisofosfatidilcolina y la esfingomielina (Gurantz et al, 1981)
que, sin embargo, estan presentes en suero o plasma en cantidades muy inferiores a la
fosfatidilcolina. Se ha analizado la respuesta del sistema para una disolucién de 2.0
mg mL" del analito en presencia de estas biomoléculas, y los resultados obtenidos
para relaciones fosfatidilcolina/lisofosfatidilcolina igual a 1:0.11 (sensibilidad relativa,
105%) y fosfatidilcolina/esfingomielina igual a 1:0.25 (sensibilidad relativa, 103%),
(que coinciden con la distribucion normal de estos compuestos en las fracciones
fosfolipidicas de suero o plasma), demuestran que la respuesta del biosensor no se
modifica significativamente por la presencia de estas especies. El criterio para
considerar interferencia se fijé en 2s siendo s la desviacién estindar de las seales

obtenidas en ausencia del elemento interferente.

Podemos concluir, por tanto, que la lisofosfatidilcolina y la esfingomielina no
producen interferencia en la determinacidn de fosfatidilcolina a los niveles de

concentracidon ensayados,

3.4.6. APLICACION ANALITICA.

El biosensor de fibra optica desarrollado en el presente trabajo se ha aplicado a
la determinacion de fosfatidilcolina en muestras de suero. El intervalo normal de
concentraciones de fosfolipidos en plasma se encuentra entre 2.5-3.0 mM, siendo el
constituyente principal la fosfatidilcolina (Kaplan et al, 1989). Se eligieron para ello
dos muestras de suero comerciales Precinorm L° y Precinorm® U, la primera de las
cuales posee un contenido certificado en fosfatidilcolina de 1.70 + 0.34 mg mL". Para
llevar a cabo los anilisis se procedié del siguiente modo: las muestras de suero
liofilizado se reconstituyen con 3 mL de la disolucién portadora, siendo necesaria una
dilucién posterior de las mismas. A continuacién, tras incubar las muestras con 33
unidades de fosfolipasa D durante 20 minutos a 37 °C, se inyectaron 40 uL en el
sistema de analisis en flujo a través de un filtro de disco de membrana (Millipore, 0.25

um) para evitar la posible obturacion de la vélvula de inyeccién.
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Se prepard una recta de calibrado en el intervalo de concentracion de
fosfatidilcolina comprendido entre 0.0 - 1.5 mg mL*', y se calculd, a partir de éste, el
contenido en fosfatidilcolina para 3 determinaciones andlogas de cada muestra,
obteniéndose los resultados que aparecen en la TABLA XXVIIL. Con el fin de controlar
la presencia de elementos interferentes se aplicé el método de adiciones estdndar,
obteniéndose pendientes que no diferian significativamente (o = 0.05) de las del
calibrado; ello puso de manifiesto la inexistencia de efecto matriz en las muestras de
suero analizadas y, por tanto, la innecesariedad de emplear el método de adiciones

estdndar, lo que confiere mayor rapidez al procedimiento propuesto.

TABLA XXVIII. DETERMINACION DE FOSFATIDILCOLINA EN MUESTRAS DE
SUERO COMERCIALES EMPLEANDO EL BIOSENSOR DE FIBRA OPTICA.

A.estiandar,  Calibrado,  Valor certificado
| mM mM -
. . (n=3)
Precinorm®u 1901 . 18:02 e
| (n=3)

En el caso de la muestra correspondiente al suero Precinorm® L, el resultado
obtenido con el biosensor resulta totalmente comparable con el valor certificado para
un nivel de significacion del 95%. Para la muestra de suero Precinorm®l, al no
disponerse de un valor certificado con el que poder contrastar nuestros resultados, se
procedio a realizar un estudio de recuperacion, para to cual se adicionaron cantidades
conocidas de fosfatidilcolina a una alicuota del suero, determinandose a continuacion,
tras la hidrdlisis enzimatica, el contenido total de fosfatidilcolina presente en dichas

muestras.

Los resultados obtenidos (TABLA XXIX) indican valores de recuperacion
comprendidos entre un 95 - 98%, lo cual demuestra la validez del método propuesto

para el andlisis de fosfatidilcolina en muestras de suero.
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TABLA XXIX. ESTUDIO DE RECUPERACION PARA EL ANALISIS DE
FOSFATIDILCOLINA EN UNA MUESTRA DE SUERQ COMERCIAL.

Fosfatidilcolina  Fosfatidilcolina  Recuperacion®
afladida, encontirada, % -
mg mL? mg mL-!
Precinorm®U 0 0.34 o
0.5 0.80 95
1.0 132 98

‘Media de tres determinaciones.
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4. Conclusiones

Los resultados mas relevantes del trabajo que se presenta en esta Memoria,
pueden resumirse en las siguientes conclusiones, referidas a cada uno de los optodos

desarrollados.

A) Sensor de fibra éptica para la determinacion de CO;.

1. Se ha desarrollado un nuevo principio de medida dptica por luminiscencia

del pH/Pco., basado en la transferencia protdnica desde un acido de Brénsted
P 2 p

presente en el medio acuoso, al estado excitado de complejos metilicos luminiscentes
que contienen ligandos poliazaarométicos quelatantes de naturaleza basica. Dicha
reaccion acido-base en el estado excitado, de naturaleza irreversible, compite
eficazmente con la fotoluminiscencia de tales complejos, por lo que el principio de
medida patentado, permite la determinacion de dichos analitos utilizando, tanto la
medida de la intensidad de luminiscencia, como el tiempo de vida de emisién, lo que

hasta el momento no era posible utilizando indicadores fluorimétricos conocidos.

2. Basado en este principio, se ha construido un sensor de fibra optica que
permite la determinacion de CO, en muestras gaseosas y liquidas. El optodo incorpora
como indicador el complejo luminiscente tris[2{2-pirazinil)tiazol]rutenio(II),
abreviadamente Ru(pzth),®', disefiado y sintetizado expresamente para la
construccion de dicho sensor. El complejo se inmoviliza electrostdticamente en un gel
de dextrano funcionalizado, disponiéndose en una célula de flujo, en el extremo de la
fibra Gptica. La fase sensible se separa de la muestra, mediante una membrana de

silicona permeable al analito.

3. El complejo Ru(pzth);**, presenta maximos de excitacion (b = 463 nm) y
emision (A = 653 nm) en la region visible del espectro electromagnético, lo cual
permite una mayor versatilidad de funcionamiento y menor coste de los componentes

instrumentales (fuentes de iluminacién, fibras dpticas, etc.).

4. Los apreciables desplazamientos de Stokes, que presentan los complejos
metalicos de Ru(Il) (ca. 200 nm o mas), entre los que se encuentra el Ru(pzth);z*,
minimizan la posible interferencia por parte de la luz difundida, permitiendo la
utilizacién de sistemas de filtros, en lugar de monocromadores, con la consiguiente

mayor simplicidad y economia en la construccion de los dispositivos.
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5. El sensor de CO, utiliza para la medida, un tampon hidrogenoftalato de
concentracion considerablemente superior (0.1 M), a la empleada en otros sensores
escritos anteriormente en la bibliografia (tipicamente bicarbonato 1-15 mM), con la

consiguiente mayor simplicidad de construccién y mantenimiento operativo.

6. La incorporacion de la enzima anhidrasa carbénica en la fase sensible,
permite reducir notablemente los tiempos de respuesta relativamente elevados del
optodo demostrandose que la velocidad de hidratacion del CO; es una de las etapas

limitantes de la respuesta de estos dispositivos,

7. El meétodo propuesto se ha aplicado con éxito a la determinacion del
contenido de CO, en muestras gaseosas certificadas empleando medidas de intensidad
y tiempo de vida de emision, asi como, al anilisis del contenido de bicarbonato en
muestras de agua mineral embotellada. Los resultados obtenidos permiten concluir

que el optodo es vélido para el analisis de este tipo de muestras.
" B) Sensor de fibra Sptica para la determinacion de O,.

1. Se ha desarrollado un sensor de fibra Sptica que permite la determinacion
de O, tanto en fase gaseosa como en disolucién, basado en la desactivacion de la

luminiscencia del complejo tris(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)rutenio(iD), Ru(dip);**,

por dicho analito.

2. El proceso de fabricacién de las membranas sensibles al analito (naturaleza
del soporte y procedimiento de inmovilizacion), ha demostrado afectar drasticamente
a la respuesta del optodo en términos de sensibilidad, estabilidad e intervalo de
linealidad de las curvas de calibrado. La curvatura progresiva de estas ultimas tiene
su origen en la microheterogeneidad del soporte polimérico del indicador, en la
diferente accesibilidad al O, que presentan las moléculas de indicador inmovilizado,

y/o la incompleta solubilizacion del complejo indicador en el polimero de silicona.

3. Se ha determinado que de los distintos soportes ensayados (CPG, gel de
silice, gel de silice alquil-funcionalizada C,5 y silicona), las membranas fabricadas a
partir de gel de silice son las que proporcionan los mejores resultados en cuanto a
homogeneidad y sensibilidad al analito. Asimismo, se concluye que ésta ultima,
aumenta al hacerlo la cantidad de gel de silice dispersada en las mismas, asi como al

incrementar la concentracion de Ru(dip)gz" inmovilizado.
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4. ] sensor de O, fabricado se ha aplicado con éxito a la monitorizacion de
esta especie en procesos de fermentacion aerobia, asi como, en el control de procesos
de depuracion de aguas residuales, donde la monitorizacién de los niveles de O,
disuelto, juega un papel fundamental, (comparandose los resultados obtenidos, en

ambos casos,con los proporcionados por un electrodo de Clark convencional).

C) Biosensor de fibra optica para la determinacion de colesterol libre.

1. Se ha desarrollado un biosensor de fibra éptica que permite la cuantificacion
de colesterol libre para su aplicacion como detector en un sistema de andlisis en flujo.
El biosensor emplea el principio de la transduccién optoquimica, mediante
inmovilizacién en una misma membrana de la enzima colesterol oxidasa y e!

complejo Ru(dip);** como indicador de O, consumido.

7. Se ha llevado a cabo la optimizacién simultanea, mediante la aplicacién de
un método simplex supermodificado, de 3 variables interdependientes (% Triton X-100,
% isopropanol y concentracién del tampdn) que afectan a la solubilidad del analito y a
la actividad enzimatica. La respuesta del biosensor en las condiciones dptimas (2.6
% Triton X-100, 0.3 M Fosfatoa pH 7.5 y 11% de isopropanol) se alcanza asf tras doce

experimentos, triplicindose la sefial analitica obtenida en las condiciones de partida.

3. Las caracteristicas analiticas del método puesto a punto son las siguientes:
un intervalo de finealidad comprendido entre 0.15-3.0 mmol L' de colesterol, que
incluye los intervalos de interés clinico (0.54-2.41 mM); precision del 4.0% para 2 mM
de colesterol libre con un flimite de deteccion de 0.15 mM. Las interferencias se
limitan al dcido ascérbico cuando se encuentra en relaciones analito/interferente

superiores a 1:1.

%. El biosensor muestra una gran estabilidad a largo plazo, no habiéndose
observado sintomas de fotodescomposicion del indicador, ni pérdidas significativas de
la actividad enzimdtica durante un periodo de operacion continua superior a dos
meses.

5. £l método propuesto se ha validado para la determinacion de colesterol libre

en muestras de suero certificado.
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D) Biosensor de fibra optica para la determinacién de colina y/o

fosfatidilcolina.

1. Se ha desarroliado un método para la determinacion por luminiscencia de
colina yfo fosfolipidos que contienen colina (e.g. fosfatidilcolina) empleando fibra
Optica, basado en un sistema de dos enzimas; colina oxidasa (inmovilizada) y fosfolipasa

D (disuelta), y el complejo Ru(dip);** como transductor de 0,.

2. De los distintos métodos de inmovilizacion ensayados para la colina oxidasa
(entrecruzamiento sobre la superficie de la membrana de silicona, membranas de
inmunoafinidad y anclaje covalente a membranas de nylon), es este ultimo el que

proporciona mayor reproducibilidad y estabilidad del biosensor,

3. Las principales caracteristicas analiticas del método puesto a punto para la
determinacidn de colina son las siguientes: intervalo fineal de respuesta al analito
comprendido entre 0.05- 5mM, con una precision del 7.0, 3.0 Y 2.6% para
concentraciones de 1.0, 3.0 y 4.0 mM de colina, respectivamente, El limite de
deteccion es de 0.05 mM de colina y las principales interferencias del método se
deben al dcido ascorbico y a la serina. En cuanto a las caracteristicas analiticas del
método para la determinacion de fosfatidilcolina, se obtuvieron las siguientes: intervalo de
linealidad de respuesta al analito entre 0.08-3.0 mg mL*; una precisién del 5.4% para
disoluciones de 1 mg mL' y del 3% para 2.5 mg mL? de fosfatidilcolina, siendo el
limite de deteccién de 0.08 mg mL'. La presencia de otros fosfolipidos como la
lisofosfatidilcolina o la esfingomielina en relaciones 1:0.11 y 1:0.25, respectivamente,

no influyen sobre la respuesta del biosensor éptico.

4. El método propuesto se ha aplicado con éxito a la determinacion de
fosfatidilcolina en muestras de suero. Las ventajas fundamentales que presenta el
biosensor dptico, en relacion a los procedimientos quimicos y enzimaticos, descritos
hasta la fecha, es que permite reducir considerablemente el tiempo de andlisis y el

coste del mismo.
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