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Presentacion

Este libro ha sido confeccionado como material de apoyo a los estu-
diantes universitarios de pregrado y posgrado en ciencias quimicas. Es
una breve introduccion a los sensores quimicos, fundamentalmente a los
potenciométricos, en especial a aquellos que incorporan material biolo-
gico (biosensores), en este caso amperométrico. Esta es la recopilacion
del quehacer de muchos afos dedicado a esta rama de investigacion con
muy modestos recursos.

El volumen muestra resultados practicos en la construccion de sen-
sores y biosensores aplicados a muestras reales, empleados en el Depar-
tamento de Quimica de la Universidad de Oriente, en la facultad de
Ciencias Naturales y Exactas. Sirva para el conocimiento, aunque no sea
especialista en la tematica y permita, si es de su interés, el poder cons-
truir algin dia sus propios sensores.

La autora






Introduccion

La aplicacion en quimica analitica de los sensores quimicos la introdujo
Cremer en 1906, quien de forma accidental descubri6 el potencial que se
generaba a través de una fina membrana de vidrio interpuesta entre dos
soluciones con diferentes concentraciones de iones hidronio. A partir de
este hecho se desarrollaron electrodos con membrana de vidrio que hi-
cieron posible la determinacion de iones hidronio en soluciones acuosas,
con elevada selectividad.

Un electrodo se define como un sistema de dos o mas fases donde
las interfases solo son permeables a ciertas especies quimicas que estan
presentes en las fases que separan,siendo estas especies cargadas.

Los electrodos selectivos a iones (ESI), de acuerdo con la defini-
cion propuesta por la comision de la International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC) son un tipo de sensores quimicos, basados
en peliculas delgadas o membranas selectivas como elementos de reco-
nocimientoque, de manera selectiva, responden a un ion o compuesto
quimico, lo cual genera una senal eléctrica que depende de la concentracion.

Este dispositivo se diferencia de los sistemas que involucran reac-
ciones redox, aunque ellos con frecuencia contienen un electrodo de
segunda clase como electrodo de referencia interno. La respuesta a la
diferencia de potencial tiene como su componente principal el cambio
de la energia libre asociada con la transferencia de masa (por intercam-
bio i6nico, extraccion con solvente o algiin otro mecanismo) a través de
una frontera de fase.

Una vez dispuesto el electrodo de vidrio para pH, se desarrollaron
otros electrodos para diversos iones, como electrodos de membrana so-
lida. En 1961 Pungor comercializé un electrodo basado en un material
cristalino compuesto yoduro de plata embebido en una matriz inerte,
como membrana sensible a iones yoduro. Luego fueron introducidos
nuevos materiales como iono6foros, lo que produjo un salto cualitativo,
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entre los trabajos que podemos destacar esta el electrodo de trifluoruro
de lantano para la determinacion de iones fluoruro.

Ya en la década de 1970, se desarrollaron sistemas de deteccion ba-
sados en semiconductores. Un paso importante en el desarrollo de los
ESI lo constituyo el empleo de dispositivos microelectronicos como
transductores, cuando se desarrollo por primera vez un sensor de pH
empleando transistores de efecto de campo en los cuales se sustituyo
el contacto metalico de la compuerta por un 6xido semiconductor, la
solucion electrolitica y un electrodo de referencia. Los dispositivos asi
construidos fueron denominados Transistores de Efecto de Campo Se-
lectivos a Iones (ISFET, por sus siglas en inglés) y su modificacion con
Membranas Selectivas Transistores de Efecto de Campo (CHEMFET,
en inglés) también se incluyen dentro del grupo de sensores potenciomé-
tricos. En 1962 aparecieron, por primera vez, los sensores de naturaleza
enzimatica y no fue hasta 1977 que aparecio el término biosensor para
las descripciones de electrodos selectivos modificados con enzimas. Mas
tarde, se iniciaron estudios en los sensores de fibras opticas, los primeros
trabajos aparecieron publicados en 1975.

El estudio de un electrodo de calcio por Tendelo en 1936 y colabo-
radores, se produjo a partir de las composiciones especificas de vidrio
para conseguir electrodos selectivos a diferentes iones, desarrolladas por
Eisenman en 1967 y colaboradores, producidos mas tarde para calcio,
fluoruro y plata y para los iones potasio que desarrollaron otros autores.

Muchas fueron las ramas de las ciencias beneficiadas por los sensores
quimicos, los cuales han sido utilizados en el medioambiente, en la indus-
tria alimentaria, en procesos de control de calidad en la industria farma-
céutica y de comestibles, como en productos lacteos, cereales, azucar,
bebidas y caramelos; en analisis de rutina en investigaciones médicas en la
saliva, orina, sudor, en fluidos, suero, residuos industriales, mineros, en el
analisis de todo tipo de aguas. Otros sensores han encontrado aplicaciones
en investigacion basica, en el estudio de reacciones de formacion de com-
plejos y constantes de estabilidad, determinacion de coeficientes de acti-
vidad y se han empleado en valoraciones potenciométricas, entre otros.

Los sensores potenciométricos han sido ttiles para realizar determi-
naciones en la propia linea de produccion, asi se ha combinado la detec-
cion potenciométrica con otra como la cromatografia ionica, la croma-
tografia en columna abierta y la electroforesis capilar. Se experimento
un importante cambio en el desarrollo de estos sensores cuando se paso

12



Maria de los Angeles Arada Pérez

de la determinacion de un solo analito a la determinacion de multiples
componentes en una misma muestra mediante el empleo de las deno-
minadas lenguas electronicas (sensores con sensibilidad cruzada (cross
Sensitiviry).

Los electrodos modificados quimicamente (en inglés, Chemically
Modified Electrode CME), surgieron a mediados de 1970, como una
necesidad para eliminar los problemas causados por el efecto de la ma-
triz. Estos electrodos representan una nueva categoria entre los sensores
electroquimicos pues muestran un alto grado de selectividad. Desde que
surgieron han ganado interés el estudio de las caracteristicas de la super-
ficie de los CME vy sus aplicaciones es una de las areas de investigacion
mas activas en la electroquimica y quimica analitica actual.

Se definen como poderosos sensores, voltamperométricos, ampe-
rométricos y potenciométricos, obtenidos por la modificacion con un
reactivo seleccionado (monomérico o polimérico) de la superficie o de
la matriz del material del electrodo que gobierna sus propiedades elec-
troquimicas, siendo estas mejoradas (mejor sensibilidad, selectividad y

estabilidad).

Al inmovilizar un producto quimico, sus propiedades fisico-quimicas y
quimicas son transferidas a la superficie del electrodo, por lo que primero
debe seleccionarse cuales son las propiedades deseadas. Es decir, el elec-
trodo puede ser disenado a medida para exhibir las propiedades deseadas.

La pasta de carbon es uno de los materiales mas utilizados en la
fabricacion de sensores CMCP dentro de la quimica electroanalitica.
Presentan una respuesta muy estable, que puede restablecerse con solo
cambiar la capa exterior de la pasta y puliendo de nuevo la superficie.
En el campo de la Quimica Analitica se han utilizado en determinacio-
nes potenciomeétricas, hay pocas aplicaciones. Sus principales caracte-
risticas, cuando se emplean en este campo, son una rapida respuesta,
limites de deteccion relativamente bajos, no tienen efectos de memo-
ria, tiempo de activacion cortos, facil preparacion, necesidad de peque-
nos volimenes de muestra y mejor estabilidad y proteccion contra los
compuestos organicos interferentes que los electrodos de ion selectivo
convencionales. La respuesta potenciométrica de los CMCPEs es pro-
porcional a la concentracion del analito en la muestra y no es necesario
el uso de la disolucion de referencia interna. También se han utilizado
en electrocatalisis, preconcentracion selectiva y permeabilidad selectiva.
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Su principal uso se basa en la preconcentracion del analito de la di-
solucion de la muestra por deposicion quimica en la superficie del elec-
trodo y su posterior analisis por voltametria en un electrolito soporte.
Como modificadores quimicos suelen utilizarse reactivos complejantes y
cambiadores ionicos. De este modo, se consiguen mejores sensibilidades
y selectividades en la voltametria de CMCPEs, aunque estan fuertemen-
te afectadas por las condiciones experimentales.

Todo el trabajo de investigacion en el campo de los ESI propicio el
desarrollo de nuevos electrodos, lo que permitio disponer en la actuali-
dad de variados ESI para aniones y cationes, los cuales pueden ser deter-
minados por potenciometria, a pesar de que existen también métodos de
deteccion basados en la polarografia, voltametria o amperometria.
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Clasificacidon de los electrodos selectivos a iones

La clasificacion de los electrodos de membrana ha ido evolucionando
con el tiempo. En 1969 Eisenman establece diferencia solo entre inter-
cambiadores de iones solidos y liquidos. Mas tarde, en 1980 Coving-
ton clasifica los materiales activos para electrodos selectivos de iones
en tres categorias: vidrio, sales insolubles y sustancias intercambiado-
ras de iones. Posteriormente, Amman confecciona una clasificacion de
membranas de acuerdo con las recomendaciones de la ITUPAC:

1. Membranas solidas:
* Homogéneas: membranas de vidrio, membranas cristalinas.
* Heterogéneas: sustancias cristalinas dispersas en una matriz
inerte.

2. Membranas liquidas:
* Intercambiadoras de iones clasicos.
* Portador cargado.
* Portador neutro.

3. Membranas de electrodos especiales:
* Electrodos sensibles a gases.
* Electrodos enzimaticos.

Segun las pautas dadas por la comision coordinadora lexicografica de
ciencias, los electrodos selectivos a iones pueden clasificarse en:

Electrodos primarios, dentro de ellos se encuentran:
1. Cristalinos: pueden ser homogéneos o heterogéneos.

b. De membranas homogéneas: electrodos selectivos a iones en los
que la membrana es un material cristalino preparado a partir de
un compuesto unico o bien a partir de una mezcla homogénea

de compuestos (ejemplo: Ag,S, AgI/Ag,S).
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c. De membranas heterogéneas: formados por un material crista-
lino mezclado con una matriz inerte, como goma de silicona o
PVC, o aplicado sobre grafito hidrofobizado, resina epoxi, etc.

2. Electrodos no cristalinos, en los cuales un soporte que contiene
una especie i6nica (cationica o anionica) o una no cargada forma
la membrana selectiva de iones, esta es interpuesta entre dos solu-
ciones acuosas. El soporte puede ser poroso (filtro millipore, vidrio
sinterizado, entre otros) o no poroso (vidrio o material polimérico
inerte, cloruro de polivinilo [PVC]). Estos electrodos exhiben una
respuesta a causa de la presencia del material intercambiador de
iones en la membrana.

3. Electrodos de matriz rigida: electrodos selectivos a iones en los que
la membrana sensora es un bulbo de vidrio delgado. L.a composi-
cion quimica del vidrio determina la selectividad de la membrana.
En este grupo se incluyen los electrodos selectivos al ion hidronio.

Electrodos de portador mavil, dentro de estos se encuentran:

* Cargados positivamente: cationes voluminosos (como los de las
sales cuaternarias de amonio o de las sales de complejos de meta-
les de transicion, sales como los derivados de 1-10 fenantrolina),
los cuales cuando se disuelven en un solvente organico adecuado
y son introducidos en un soporte inerte (como el filtro millipore
o PVC) forman membranas que son sensibles a los cambios de
actividad y, por tanto, de concentracion de los aniones.

* Cargados negativamente: agentes complejantes del tipo RO,PPO.;
o aniones voluminosos como el anion tetra-p-clorofenilborato,
los cuales cuando se disuelven en un solvente organico adecua-
do y son introducidos en un soporte inerte forman membranas
sensibles a los cambios de actividad y, como consecuencia, de
concentracion de los cationes.

* Portadores no cargados: electrodos basados en soluciones de
portadores moleculares para cationes (antibioticos, compuestos
macrociclicos u otros agentes formadores de complejos) que
pueden ser empleados en preparaciones de membranas sensi-
bles y selectivas a ciertos cationes.

Electrodos selectivos a iones sensibilizados, entre los que se recogen:

* Electrodos sensibles a gases: sensores compuestos de un electro-
do indicador y uno de referencia, con una membrana permeable
a gases o una camara de aire que separa la solucion a ensayar de
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una pelicula de solucion intermedia. Esta se mantiene entre la
membrana de separacion y la del electrodo sensible a los iones,
o bien se coloca sobre la superficie del electrodo mediante un
agente humectante (como en los electrodos de capa de aire).

La solucion intermedia interacciona con la especie gaseosa de tal
manera que se produce un cambio en algiin parametro evaluable
(por ejemplo, el pH). Este cambio es proporcional a la presion
parcial de la especie gaseosa en la muestra. Una excepcion de
esta clasificacion es el electrodo de hidrogeno que responde a la
presion parcial de hidrogeno y al pH. El electrodo de oxigeno
pertenece a esta clasificacion; pero a diferencia de los restantes
es un instrumento amperométrico y no potenciomeétrico.

* Electrodos de substrato enzimatico: sensores en los que un elec-
trodo selectivo a iones se cubre con una capa que contiene una
enzima que reacciona con una sustancia organica o inorganica
(substrato), produciendo una especie a la que responde el elec-
trodo. El sensor puede ser cubierto con una capa de substrato
que reacciona con la enzima a ensayar.

Electrodos de referencia

En el trabajo con ESI, ademas del electrodo indicar esta presente un
segundo electrodo, cuyo potencial es conocido, practicamente constante
y que no interviene con la solucion a medir “electrodo de referencia”

De estos existe una gran variedad, entre ellos estan:

A. Electrodo de calomelanos. Consiste en una mezcla de cloruro
metalico y cloruro mercurioso (calomelanos) en contacto con una disolu-
cion de cloruro de potasio.

| Hg,Cl, .0 KCI

saturado)’ (concentracion conocida) | g

L.a semireaccion es:
Hg2Cl2 oot 2e =2 Hg 0 +2Cl'(ac)

Teniendo en cuenta que el Hg y el Hg,Cl, estan en estado estandar,
el potencial de la semi-celda depende de la concentracion del ion cloruro
en la disolucion:

E=E° - 0,059/2 log [Hg]* [CI]? / [Hg,Cl, =E° — 0,059 log [CI]

17



Sensores potenciométricos. Ejemplos practicos

Por lo general, los electrodos de referencia de este tipo utilizan una di-
solucion de KCl saturada y un exceso de KCl solido. Al electrodo en esta
composicion se le denomina como electrodo de calomelanos saturado

(ECS) figura 1, para el cual el E° = 0,241 3 v, a una temperatura de 25 °C.

Para el electrodo de calomelanos normal (ECN) el KCI es de con-
centracion un mol por litro y E° = 0,281 2 v.

Cable eléctrico

[l solucién KCI,
pasta Hg, Ho:Clz

+—  solocion KCI

ﬂ\ orificio

Iy

Figura 1. Electrodo de calomel

B. Cloruro de plata (Ag/AgCl). Esta formado por un hilo de Ag
sobre el cual se deposita AgCl, en general por via electroquimica, en una
solucion de NaCl o KCI, en la cual el hilo de Ag actia como anodo. La
concentracion del ion cloruro y la de la plata esta fijada por la solubilidad
del cloruro de plata.

||AgCl( KCI( )\Ag

saturado)’ xMolar

La semireaccion es:
AgCl +e=Ag +Cl
y su potencial de equilibrio a 25 °C es:

E = 0,222 4 - 0,059 log [CL].
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En agua de mar, el valor aproximado del potencial es de + 0,25 V res-
pecto al electrodo normal de hidrogeno (ENH) a 25 °C. El potencial del
electrodo depende de la salinidad de la solucion en la cual el electrodo
esta sumergido. Tiene E° = 0,222 2 v a 25 °C.

Este electrodo puede utilizarse como electrodo indicador para los
iones cloruros (figura 2). Otros electrodos de haluros de plata actaan de
forma analoga, pero con diferentes E°.

g

Reference

Electrolyte hyigd

Figura 2. Electrodo de plata/cloruro de plata, Ag/AgCl

C. Electrodo deplata cloruro de plata de doble union. Este elec-
trodo, desde que comenzo su comercializacion es muy empleado, debido
a que hace menos complejo el montaje de la celda de trabajo, al poder
trabajar con una celda sencilla, al minimizar posibles interferencias que
se podrian producir; por ejemplo en la determinacion de haluros la doble
unién que hace de puente evita estos inconvenientes (figura 3).

Figura 3. Electrodo de Ag/AgCl de doble union
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Procesamiento de la data experimental

Los datos de potencial obtenidos para los ESI son procesados usando
una extension de la ecuacion de Nernst, derivada empiricamente por
Nicolsky (ecuacion 1). Esta relaciona la actividad de la especie ionica a
determinar con el voltaje medido en la celda electroquimica, teniendo en
cuenta todas las especies interferentes.

Z_'A‘
E=K+S-log|:a‘,{+K§§’-aBA5:| (1)

donde

K - constante que incluye el potencial cero o estandar del electrodo
indicador, el potencial del electrodo de referencia y el potencial de union
liquida, todos en milivolts.

E - potencial de la celda (mV)

S - pendiente nernstiana (mV.dec™)

o, - Actividad del ion principal o primario

o, - Actividad del ion interferente

Z, - carga del ion principal, incluido el signo
Z, - carga del ion interferente, incluido el signo

Pot . .. . s
K,z - coeficiente de selectividad potenciométrico

Composicion de la membrana liquida de los electrodos
selectivos a iones

Los ESI mas empleados desde la década de los sesenta del pasado siglo son
los de membrana liquida, ya que el analista puede construir su propio elec-
trodo para un fin determinado. LL.a membrana liquida esta constituida por
tres componentes: el receptor, el disolvente mediador (en general, plastifi-
cante) y la matriz, que suele ser de naturaleza polimérica. De ellos, el mas
importante es el primero, denominado también ionoforo o sensor, principal
responsable de la selectividad. El iono6foro o receptor es el elemento capaz
de reconocer selectivamente a una especie quimica determinada.

Las propiedades de la membrana final, estan relacionadas con la
union de sus componentes y de sus respectivas naturalezas. El disolvente
mediador segln su viscosidad modula la permeabilidad de la fase orga-
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nica, ademas de ajustar la movilidad de los centros de coordinacion de
la membrana. En este contexto, Moller en (1972) ofrecié un mecanismo
para la posible interaccion del plastificante con el polimero.

De acuerdo con lo anterior, la eleccion del plastificante o disolvente
mediador es una etapa critica en la preparacion de la membrana. Los
plastificantes mas usados pueden clasificarse en tres grupos: diésteres
de acidos (aromaticos) y acidos dicarboxilicos, sales organofosforadas y
derivados nitro-aromaticos.

Todos ellos retinen caracteristicas que los convierten en disolventes
con utilidad practica para las membranas liquidas, entre ellas se encuen-
tran las propiedades solubilizantes para el substrato y demas aditivos de
la membrana. De igual domo, la viscosidad y la constante dieléctrica, las
que deben ser adecuadas, estables, tener inercia quimica respecto al ion
hidronio, poseer baja presion de vapor —puede mantenerse baja eligien-
do compuestos lipofilicos de elevados pesos moleculares— y, sobre todo,
debe ser altamente lipofilicos, biocompaibles.

La lipofilidad de los plastificantes puede aumentarse alargando los
residuos alquilicos ramificados, pero se corre el riesgo de que las mem-
branas muestren cristalizacion, lo cual impone un limite a la selectividad
que pudiera alcanzarse con las membranas que presenten estos mediado-
res. Los disolventes mediadores con largas cadenas alquilicas son capaces
de separar las cadenas poliméricas. Es esta la causa por la cual se piensa
que ellos sean excelentes plastificantes, sin embargo, la débil interaccion
con la cadena polimérica es responsable de su tendencia a exudar. Por
esta razon, se propone el uso de polimeros con menos interaccion inter-
molecular o la sustitucion de las cadenas alquilicas del plastificante por
grupos polares o polarizables.

El otro componente clave de la membrana liquida, la matriz, ha sido
ampliamente estudiado, asi lo pone de manifiesto la gran variedad de
compuestos ensayados. L.os mas empleados son: goma de silicona, poli-
metilmetacrilato, poliuretano, poliestireno, polivinil-isobutiléter y cloru-
ro de polivinilo. De todos ellos el mas popular y el que mejor se adapta
a los requerimientos de la membrana es el PVC. Esta matriz constituye
un soporte no poroso del substrato, caracterizada por una elevada esta-
bilidad mecanica y quimica, baja resistencia eléctrica e inercia quimica.

Los tres elementos comentados (ionoforo, disolvente mediador y matriz)
son los componentes basicos de la membrana liquida, sin embargo, en ocasio-
nes estan presentes otros compuestos denominados aditivos de la membrana.
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Electrodos de membranas liquidas con portador mévil cargados
positivamente

Los ESI basados en membranas liquidas de portador movil cargados po-
sitivamente, forman parte de los sensores quimicos de naturaleza poten-
ciométrica y como tales, su aplicacion se fundamenta en el cambio de
potencial a corriente nula, originado por la variacion de la actividad y, por
tanto, de concentracion de una especie ionica en la solucion de trabajo.

En este caso, el material electroactivo es un intercambiador ionico,
formado por un cation hidréfobo (ej. ion amonio cuaternario) y un anion,
inorganico u organico. La reaccion que puede ocurrir es de intercambio,
a través de la cual se reconoce el analito.

RN"-X FY o RN"-Y + X

membrana membrana

Para estos sistemas, la selectividad de la membrana sensora estara
determinada por las propiedades del disolvente mediador, para el cual se
establece una relacion que depende de la lipofilidad del anion conside-
rado. Un sistema de este tipo muestra un patron de selectividad fijado,
conocido como serie de Hofmeister:

R >ClO, > I> NO,> Br> CI>HCO",> CH,COO> SO?,

En la tabla 1 pueden observarse para varios ESI con la sal cuaterna-
ria de amonio nitrato de tetradecil amonio (NTDA), sobre un soporte
conductor los coeficientes de selectividad potenciométricos (Kf;;f), por
el método de las soluciones mezcladas. ‘

Tabla 1. Coeficiente de selectividad de sensores con nitrato de tetradecil
amonio para un nivel de concentracion del ion interferente de 10? mol/dm?

Anion | o-NPOE | TEHP DBP DOP TBP DOS NOX
Intf

Cl- 8,69 ¢ 10% | 525103 | 2,73« 10?* | 4,85+ 10% [ 3,51 102 [ 8,17 « 10 | -

Br- 4,56 <107 | 7,32 102 | 6,57 « 10? | 8,04 + 102 | 2,03 « 10! | 7,42+ 102 [ 1,12« 10?
ClOo, [991-10" [145 56110 16,02 10" | 2,04 2,28 1,04

BrO 7,20 +10% | 3,71« 107 | 4,69 < 10* | 2,21 » 102 | 8,95 *10? | 2,04 + 10% [ 5,30 * 10
10 522+10* [ 1,76 =102 | 1,64 + 10® | 2,84 + 10 |- - -

Bz- 4,23+107 | 1,23 102 | 2,94 - 10 [ 4,51 = 10* |- 1,37 +10* [ 3,72 + 10
SO,? 1,48 +10* | 6,66 *10° [ 4,77 « 10* [ 2,31+ 10* |- 2,90« 10* [ 4,06 « 10*
CO,” [975+10* |- 5,22 10* | 1,28 + 10* | 2,41 + 102 | 6,60 » 10* | 4,38 « 10*
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Anion | o-NPOE | TEHP DBP DOP TBP DOS NOX
Intf

HPO,*|1,22+10* |1,12+10* [190 +10* | 9,96 « 10° [ 246 < 10* | 2,59 + 10* | -

C,0,% |<10* 1,36 +10° [ 5,69 + 10* [ 3,71+ 10* [1,44 +10° [ 3,77« 10* |-

CrO,? |4,33+10* |513+10* [ 1,53 »10® | 1,16 = 10® [5,17 < 10® | 1,56 * 10° |-

Por su parte, en la tabla 2 pueden observarse los coeficientes de selec-
tividad potenciométricos de EST empleando como ionoforo la sal cuater-
naria asimétrica cloruro de trioctil metil amonio.

Tabla 2. Coeficiente de selectividad de la sal cuaternaria cloruro de
trioctil metil amonio (Citoma), para un nivel de concentracion del ion
interferente de 102 mol/dm?

Anion [o-NPOE | TEHP |DBP DOP TBP DOS NOX
Intf.

Cl- 1,06+ 10° | 5,71+102 | 1,72+102 | 6,16 * 102 [2,11+102 | 3,31+ 10° | 2,70 * 10
Br- 1,25+ 10" | 1,07+ 10" | 1,65« 10 | 2,64 * 10" | 1,14+ 10" | 2,72+ 10" | 3,44 + 10"
clo, |L12 - 1,35 1,19 1,72 - 2,40
BrO, 6,31 102 | 1,35+10"! | 5,71 =102 | 1,35 10" | 6,89°102 [ 6,23 102 | 4,92+ 10
T 3,26 - - - 9,61 - -

NO, [196+10' [1,96+10" |- 1,04+ 10" | 6,49+ 102 | 2,29+ 10" |-

10, 2,03+10° [3,93 102 [ 6,77 102 [ 1,48 « 102 | 7,12+ 102 | 2,63 * 102 | 7,58 * 10*
SO;2 3,96 10" [4,1710° | 1,08 107 | - 2,1510°13,29+10* | 2,10 10"
CO,?  |1,96°10° [3,55+10° | 1,03 10° | 1,09 = 10% [2,09+10° | 1,62+ 10* | 4,18 * 10*
HPO,? |6,63+10* [517°10% [ 1,0310° [52+10° [4,54+10*|6,54+10* |-

C,0,2 |[213+10° [1,13+10° | 2,44+10° | 1,12+ 10> [2,65+10° | 2,94+ 10° | 1,88+ 10°
CrO,? |2,54+10% [2,19°10" |- 539102 |- 2,71+107 | 9,41 + 10

En la tabla 2 también se aprecia que, en general,

los coeficientes de

selectividad de los aniones divalentes son de un orden superior a los
reportados para el mismo anion y en condiciones experimentales seme-
jantes, para el ion6foro NTDA. Esto pudiera ser debido a que en el iono-
foro Citoma la carga parcial positiva que se encuentra sobre el nitrogeno
esta menos impedida desde lo estérico con relacion al iono6foro NTDA,
lo que facilita el intercambio con dichos aniones.

23




Sensores potenciométricos. Ejemplos practicos

Resulta dificil encontrar un patron de conducta en los valores de los
coeficientes de selectividad potenciométricos (KP‘”) obtenidos para los
EST construidos con ambos ion6foros (ambas sales cuaternarias de amo-
nio, una de ellas la NTDA simétrica y la otra Citoma asimétrica). No
obstante, es evidente que los valores reportados en las tablas 1 y 2 son los
mejores resultados obtenidos con los ESI que tienen como iondforo al
NTDA, sobre todo para los aniones divalentes. En cuanto a la influencia
de las propiedades de los disolventes mediadores en la selectividad, no
parece haber un patron de conducta, sin embargo, se pueden encontrar
algunos aspectos interesantes.

En el caso de la 9elect1v1dad para los ESI construidos con el ionofo-
ro NTDA, los K/ g de los iones monovalentes, los mejores resultados
son los de los ESI construidos con los plastificantes o-NTPOE (g = 23,6
ylog P . 59)yel DOP (g =51y log P .=7). Al parecer no solo la
constante dieléctrica (g ) es el criterio determinante en la selectividad de
un ESI, pues de ser asi los ESI con el DOP no darian resultados com-
parables a los obtenidos con el o-NTPOE. En todo caso, parece ser que
la constante dieléctrica y la lipofilidad presentan un cierto sinergismo
responsable de los mejores Kj;f que se pueden obtener. De todos mo-
dos, no se puede afirmar que existe un patron de conducta definido en
funcion de los mediadores.

Para los aniones divalentes se acepta una gran influencia de la cons-
tante dieléctrica. Sin embargo, estos resultados muestran un rol también
importante de la lipofilidad de las membranas (sobre todo para los ESI
construidos con el ionoforo NTDA).

Electrodos del tipo all-solid-state

Los transductores del tipo a/l-solid-state no son mas que transductores
potenciométricos constituidos por membranas de PVC depositadas so-
bre un material solido, sin referencia interna. Uno de los inconvenientes
actuales de la mayoria de los electrodos selectivos es su elevado costo
de produccion, tanto desde el punto de vista de materiales, como de las
tecnologias utilizadas. Los materiales composites conductores basados en
polimeros pueden aliviar, en parte, esta situacion, ya que pueden ser pre-
parados a partir de procesos simples y econdomicos.

Los sensores potenciométricos all-solid-state basados en composites
grafito-epoxi presentan una buena reproducibilidad y estabilidad de res-
puesta, asi como un tiempo de vida superior a sus analogos con solucion
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de referencia interna. Esto se debe atribuir, en parte, a la buena adheren-
cia de la membrana sobre el substrato plastico conductor.

Principios basicos para un sensor quimico y del transporte en
las membranas liquidas

En el sistema de respuesta de un sensor quimico (tabla 3) intervienen los
siguientes elementos:

* Receptor (sistema de reconocimiento molecular o de intercambio
ionico): es el mas importante, ya que posibilita que el analito o
substrato sea reconocido.

* Transductor fisico con ¢l se lleva a cabo la transformacion de la
senal quimica en una senal eléctrica proporcional a ella.

* Modificador electronico de la senal: tiene la funcion de suprimir
tanto como sea posible las influencias externas causadas por inter-
ferencias eléctricas o campos magnéticos.

* Transductor de owzpur: con €l se hace el registro grafico de los
datos de salida.

Tabla 3. Sistema de medida de un sensor

Receptor

Transductor
Fisico

Modificacion
electronica de la
senal

Transductor de
output

* Superficie de un
semi-conductor.
* Membrana selec-

* Electrodo.
* Fototubo.
* Fotodiodo.

* Amplificador.
* Conversor A-D.
* Atenuador.

* Registro grafico.
* Procesador de
datos, etc.

tiva de iones. * Filtro, etc.

* Biomolécula, etc.

Principios basicos del transporte en las membranas liquidas

Las membranas liquidas son peliculas en las cuales hay una transferencia
de masa selectiva a gases, iones o moléculas que ocurre por la via de la
penetracion y por los procesos de transporte. Estas se diferencian de las
membranas solidas en que los centros activos se mueven libres dentro de
ella. En la fase membrana, los iones se mueven libremente, asi como los
pares ionicos que se formen. Ademas,se considera que los centros acti-
vos se mantienen en fase membrana, aunque se muevan en ella. Debe
tenerse en cuenta que la formacion de iones disociados esta en equilibrio
con las asociaciones moleculares que se forman en fase membrana, segin
establece la ley de accion de masas.
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La primera contribucion importante al desarrollo de las membranas
liquidas modernas para ESI fue hecha por Ross y col. en 1966, quienes
introdujeron las membranas de solventes poliméricos. Su desarrollo ha
ido incrementandose debido a su alta selectividad y estabilidad meca-
nica. La principal caracteristica de estas es la rapida velocidad en los
procesos de transferencia de masa. LL.os mecanismos de transporte que
explican el comportamiento de las membranas liquidas pueden ser: ca-
tidnicos, anionicos y neutros.

Principales sensores quimicos

De acuerdo con la naturaleza del receptor usado para el reconocimiento
molecular o al tipo de transductor empleado los sensores quimicos se
pueden clasificar de la siguiente forma (tabla 4).

Tabla 4. Principales sensores quimicos

Tipo de transductor Principio de medida o Propiedad
medible

Electroquimico Potenciométricos
Amperométricos
ISFET y CHEMFET

Optico Fluorescencia
Absorcion
Reflexion
Luminiscencia

Piezoeléctrico Frecuencia de resonancia de un
cristal piezoeléctrico

Térmico Calor de reacciéon

Los transductores electroquimicos, a través de una reaccion electro-
quimica, suministran una senal eléctrica que es funcion de la concentra-
cion de especies cargadas en la solucion (de manera mas o menos selec-
tiva). Los mas importantes son los amperométricos y potenciométricos.
Estos altimos se fundamentan en la medida del potencial que adquiere
un electrodo en contacto con una solucion a intensidad de corriente nula.

Mecanismo de respuesta de los ESI

La teoria de la respuesta de los ESI ha sido establecida por los pioneros
en este tema, Eisenman y colaboradores en 1967, sin embargo, las contri-
buciones al potencial de membrana han sido objeto de muchos debates.
Solo desde que fue reconocido que las membranas tienen propiedades
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intrinsecas de intercambio ionico, es que se han podido desarrollar mo-
delos intuitivos.

Cuando el ion primario esta presente tanto en la fase acuosa como
en la polimérica y esta en equilibrio a través de la interface, es muy fa-
cil que ocurra el intercambio i6nico entre un ion que se encuentre en
solucion que tenga tamano y carga parecida al ion que se encuentra en
la fase membrana. Este intercambio puede ser caracterizado por una
corriente de intercambio.

Cuando el potencial a través de la interface varia con respecto a su
valor en equilibrio, fluira una corriente neta i, la cual es proporcional a la
desviacion de la interface 1 de su valor de equilibrio, siempre que la des-
viacion sea suficientemente pequefia. Esto trae consigo una resistencia a
la transferencia de carga (R.) definida como (ecuacion 2):

R..= "/, (2)

Esta RTC puede ser medible al modificar la senal. LLos valores de
R . dependen de las concentraciones del ion que se intercambia, tanto
en la fase acuosa como en la fase membrana. Los electrodos de membra-
na selectivas a iones son por lo general investigados en celdas galvanicas
en condiciones de corriente nula.

El potencial a través de la celda es la suma de todas las contribucio-
nes de los potenciales de cada una de las fases presentes en la misma
(ecuacion 3).

E=K+E+FE (3)
J m
donde
E  es el potencial de membrana

£ es el potencial de union liquida en las interfaces correspondientes.

En la practica se utilizan soluciones que ademas de ajustar la fuerza
ionica del medio, minimicen el valor del potencial de union liquida.

Potencial limite de fase

Desde que la membrana sensora es puesta en contacto con la muestra
(para los ESI con soporte conductor) o interpuesta entre la muestra y la
solucion de referencia interna, se tienen varias contribuciones al poten-
cial de la membrana, dados por los potenciales limites de fase en ambas
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interfaces y el potencial de difusion dentro de la membrana ionica se-
lectiva. Mientras que el potencial de la membrana en la interface con la
solucion de llenado interno pudiera ser tenido en cuenta o no, el poten-
cial de difusion dentro de la propia membrana puede ser significativo si
consideramos el gradiente de concentracion de los iones con diferentes
movilidades en la membrana.

Dada su importancia este hecho ha sido muy discutido para el es-
clarecimiento del potencial de difusion de la membrana selectiva. Sin
embargo, estudios han demostrado que el potencial de difusion puede
ser despreciable en muchos casos.

Para los ESI, el potencial de difusion interno de la membrana es cero
si no hay gradiente de concentracion de los iones. Este es el caso para
membranas que muestran una respuesta nernstiana, por esta razon, el
potencial de difusion es tratado en ocasiones como un efecto secundario
de otros. Fue demostrado que el potencial de respuesta de diferentes
membranas de PVC con contacto solido es una funcion de la concentra-
cion del portador ionico.

Gozzi, Campanella y Ferri en 1979 han modelado la derivada de la
ecuacion de respuesta dinamica para los electrodos anion selectivo ba-
sado en sales cuaternarias de amonio. Desde el comienzo del modelo
propuesto por Eisenman y col., el balance de masa y de carga en la
membrana liquida con respecto a los sitios activos fue considerado que el
mecanismo de respuesta del potencial de membrana liquida consiste de
dos formas: la primera a través de un proceso de particion de las especies
intercambiables entre la membrana y la fase acuosa, la segunda a través
de la difusion de todas las especies en el interior de la fase membrana.

Los estudios sobre la transferencia de iones a través de la interface de dos
soluciones de electrolitos fueron analizados en detalle por Koryta en 1983.
Su aproximacion promete mucho para las investigaciones de mecanismos de
los electrodos de membrana. Sus datos termodinamicos pueden ser usados
para predecir las caracteristicas de selectividad de los electrodos de mem-
brana liquida basados en sitios de intercambio ionico. Algunos estudios han
sido obtenidos con electrodos de membrana sensibles a cationes; una apro-
ximacion similar ha sido aplicable a electrodos sensibles a aniones.

Selectividad e interferencia de las membranas

La selectividad de la membrana viene determinada por la estructura de
esta, por la clase, localizacion y movilidad de sus cargas. En resumen,
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por las propiedades fisico-quimicas de los grupos intercambiadores de
iones, que pueden ser fijos (formando parte de la matriz) o méviles (con-
finados en el espacio de la membrana).

Selectividad de las membranas liquidas a substratos anidnicos

El reconocimiento de aniones solo se realiza de dos formas a partir de:
1.Un complejo con un metal de transicion.
2. Por intercambio i6nico.

En el caso que el reconocimiento se haga a través de la formacion de
un complejo, el mecanismo de transferencia de un ion a través de un elec-
trodo de membrana se explica teniendo en cuenta que la fuerza impulsora
es un gradiente de concentracion a ambos lados de la membrana, lo cual
origina un cambio en la energia libre de Gibbs (AG), (ecuacion 4).

AG = -RT /n €, / ¢ (4)

Por lo que puede considerarse que la selectividad de la membrana
esta gobernada por la constante de formacion del complejo substrato-re-
ceptor y por las caracteristicas cinéticas del proceso de asociacion y de
disociacion.

En caso de que el reconocimiento del anion se haga a través de una
reaccion de intercambio i6nico, podemos decir que estas sales (cuaterna-
rias de amonio) voluminosas tienen como caracteristica que se pueden
disociar en sus respectivos iones; siendo el nitrogeno de estos compues-
tos muy hidrofobo, por lo cual, no tiene tendencia a salir de la membrana
para establecer ningtn tipo de reaccion. El anion presente puede salir de
la membrana e hidratarse en la fase acuosa, lo que permite la reaccion
por intercambio i6nico; por lo que se crea una diferencia de potencial al
establecerse el equilibrio en la interface membrana-solucion.

La concentracion de ion nitrato presente en la membrana, a pesar de
ser muy pequena ~10"° mol/dm? (seglin han encontrado algunos inves-
tigadores para una concentracion del ionoforo entre 6-7 % en peso), es
suficiente para el surgimiento del potencial.

En estudios realizados (Arada, 2003), se ha comprobado que cuan-
do se quiere lograr una selectividad sobre iones monovalentes frente
a iones divalentes es necesario seleccionar plastificantes de una baja
constante dieléctrica (€) y si se pretende determinar iones divalentes
en presencia de iones monovalentes, se deben escoger plastificantes de
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elevada € . En la tabla 5 se reportan algunas constantes dieléctricas de los
plastificantes mas usados.

Tabla 5. Constantes dieléctricas de los plastificantes mas empleados

Plastificantes Constante dieléctrica (€)
Adipatos ~4
Sebacatos ~4
Ftalatos ~7
Nitroaromaticos ~24
Carbonatos ~ 65

Interferencias

En los ESI, el término interferencia se refiere a cualquier especie distin-
ta del ion que se esta midiendo, cuya presencia en la solucion afecta la
medida del potencial de la celda. Las sustancias interferentes se pueden
agrupar en dos clases: interferencias del electrodo e interferencias del
método de trabajo. Dentro de las denominadas interferencias del elec-
trodo se encuentran las que provocan su destruccion, este es el caso de
cualquier especie que interaccione con la membrana y altere su composi-
cion o estructura como, por ejemplo, cualquier especie que responda de
forma similar al ion en estudio (ion principal).

La evaluacion de las interferencias de los electrodos se realiza a través
de la determinacion del coeficiente de selectividad potenciométrico, el
cual puede ser considerado como la capacidad de un ESI para distin-
guir entre diferentes iones presentes en la misma solucion. LLa IUPAC
reconoce tres métodos para determinar los coeficientes de selectividad
potenciométricos, estos son:

Método de las soluciones separadas: consiste en medir el potencial
de dos soluciones, la primera que contiene el ion principal (A) con una
actividad aA da un potencial El; la segunda que contiene el ion inter-
ferente (B) con una actividad @,, da un potencial E,. En cada una de las
disoluciones, los valores de las actividades de los iones deben ser iguales
(aA = aB). Si los valores del potencial obtenidos en la medida de las dos
disoluciones son £1 y £2, respectivamente, el valor del coeficiente de
selectividad del electrodo se calcula segan la (ecuacion 5).
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= exp{[(El -k, )’JS] + [(1 _<ZA sz?)]loga.f }}(5) (5)

Método de las soluciones mezcladas: con base a este método hay dos
posibilidades de calcular el coeficiente de selectividad (figura 4).

Fot E2 -EI
2,383 RT/ZF

Ap =

Potencial (mV) e——
Poiencial (m¥) =—

Figura 4. Calculo grafico de los coeficientes de selectividad potenciométrico.
1) método de las soluciones separadas; 2) método de las soluciones mezcladas.
Fuente: Pérez (1992)

1.EI calculo de los coeficientes de selectividad se realiza a partir de
la linealizacion de la ecuacion de Nicolsky-Eisenman, mantenien-
do constante la concentracion del ion interferente. A partir de esta
ecuacion se tiene que:

Zy
1077 =a, +Kj;‘a3753 (6)

Observando esta ecuacion se puede deducir que, si se mantiene cons-
tante la actividad del ion interferente, la representacion del primer térmi-
no frente a la actividad del ion principal seria una recta. Esta tendria una
pendiente unidad y como ordenada en el origen un valor que depende
de g%¢'y de la actividad del ion interferente. Por lo que del ajuste por

minimos cuadrados de la recta se puede obtener el parametro deseado
(Kf;t)(ﬁgura 4).

2. La determinacion de ngt se basa igualmente en la ecuacion de
Nicolsky-Eisenman, definida en una situacion en la que la activi-
dad del ion interfernte z ,, en ausencia del ion principal, provoca
una diferencia de potencial (E,) igual a la diferencia de potencial
(E,) que originaria una disolucion del ion principal de actividad

(@,)-
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Segln esto se cumple que:
E, =B, (7)
siendo

E, =K+S<lga, (8

Z4
E,=K+S- log[a“1 + K5 -0345} 9)

Igualando estas dos ecuaciones se llega a la ecuacion 10:

Pot _ 4y
K- (10)

“
Zb’
ag

Los coeficientes de selectividad potenciomeétricos se obtienen para
una actividad de interferente constante y variando la actividad del ion
principal, de manera que (2 ) es el valor de la actividad que deberia tener
el ion principal, sin ion interferente, para que la diferencia de potencial
fuese igual a la respuesta que provocaria el ion interferente en ausencia

del ion principal (figura 4).

La actividad del ion principal (2,) se calcula graficamente de la
curva de calibrado, obtenida al representar las variaciones de potencial
después de cada adicion frente al logaritmo de la actividad del ion prin-
cipal. El valor de () es el correspondiente al punto de intercepcion de
la prolongacion de las zonas lineales de las curvas de calibrado, es decir
la zona horizontal y la zona lineal de comportamiento nernstiano (debida
al ion principal).

El otro parametro necesario para conocer Ky es la actividad del
ion interferente. Este término se obtiene con la ayuda de la ecuacion de
Debye-Hiickel (ecuacion 11).

tog £ = 09ZT% /s

De los dos métodos vistos con anterioridad, el mas reportado en la
literatura es el segundo, por lo que se ha considerado mas adecuado es-
tudiar las interferencias siguiendo los pasos descritos.
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Método de la comparacién de los potenciales

A pesar del gran uso dado a la ecuacion de Nicolsky-Eisenman, se ha
comprobado en los Gltimos anos que no permite resultados reales cuando
se trabaja con soluciones en las que estén presentes iones de diferentes
valencias. Esto ha conducido a la busqueda de nuevos métodos y mode-
los experimentales para la determinacion de este parametro, como el de

Gadzekpo en 1984.

El método de la comparacion de los potenciales (figura 5, desarro-
llado en 1984 por Gadzekpo y col.), es uno de los propuestos que ha
tenido la aceptacion de la IUPAC. Este consiste en medir los cambios
de potencial variando la actividad del ion primario. El ion interferente
puede ser adicionado a la solucion de referencia hasta que cambie el po-
tencial, este cambio es producido a partir de un fondo constante inicial
del ion primario. Lo anterior es considerado un método totalmente ex-
perimental, no depende de ningin modelo empirico, ni tedrico, ademas,
se obtienen coeficientes de selectividad con iones de carga diferentes. El
coeficiente de selectividad obtenido por este método es calculado como
la relacion de actividad de los iones principal e interferente.

E (mV) iomn

prim ario

o n
imterferenie

log a

Figura 5. Calculo grafico del Kg " método de la

comparacion de potenciales

Tiempo de respuesta

Una de las caracteristicas mas relevantes de los EST es el tiempo de res-
puesta, que es el tiempo que tarda el electrodo en dar una medida de
potencial estable. Existen diferentes técnicas para su determinacion. La
eleccion de una u otra esta en dependencia de los medios materiales que
se disponen y de las caracteristicas del propio electrodo.
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Uno de los métodos empleados en la determinacion del tiempo de
respuesta es la medicion del tiempo transcurrido entre las variaciones
de potencial que ocurren al producirse un salto de actividad originado
por la adicion de concentraciones conocidas del ion a medir en la celda
de calibracion.

El ritmo de respuesta de los ESI producido por un cambio sensible
de la concentracion de la solucion de ensayo ha sido tema de interés
(Morf ez al., 2000; Macca, 2004; Arada, Pacheco y Leon, 2016). Podria
esperarse que los valores de potencial medidos se estabilicen luego de un
salto de la concentracion, solo cuando todos los procesos posibles hayan
alcanzado el equilibrio o el estado estacionario. Sin embargo, bajo ciertas
condiciones, el potencial puede ser invariable en el tiempo, incluso cuan-
do estos procesos estan atn lejos del estado de equilibrio. No siempre es
necesario, por tanto, que se alcance el estado de equilibrio o estaciona-
rio tan rapido como sea posible, aunque un establecimiento rapido del
estado de equilibrio o estacionario es una condicion suficiente para una
respuesta de potencial rapida.

También se puede emplear el método directo, en el cual, el registro
grafico del tiempo de respuesta se obtiene al medir el potencial en el
tiempo al sumergir los electrodos en la solucion del ion primario hasta
que el potencial alcance un valor estable.

Actividad y concentracién

En los trabajos practicos con ESI, una limitacion que es necesario re-
solver es la relacionada con la pendiente de la respuesta de los sensores
potenciométricos con la actividad de los iones en disolucion, y no con
la cantidad presente su concentracion. En ocasiones singulares, como
en los estudios con fluidos biologicos o en el campo medioambiental, es
importante conocer la actividad real antes que la cantidad total presen-
te. No obstante, en la mayoria de los casos se necesita conocer el valor
de concentracion. Para resolver esta necesidad se hace uso de la teoria
de los electrolitos en solucion, que permite relacionar la concentracion
(C.) que presentan en solucion. Dicha relacion se establece a partir del
coeficiente de actividad (y ) segan:

a=y C  (12)
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El valor del coeficiente de actividad es posible calcularlo a partir de
la fuerza i6nica de la disolucion, segln las expresiones derivadas de la
teoria de Debye-Hiickel, como la ecuacion de Davies:

Az, Xz )11% B

1+ﬂ(1%) c'(1)

—logyt=

..(13)
donde

A: es una constante que para el agua a 25 °C vale 0,5108. Los
parametros By C~ se encuentran tabulados para cada especie ionica
para poder ajustar el modelo teérico. Por tltimo! es la medida de la
fuerza ionica de la disolucion, calculada segtn:

7 =1 c,z .’
>z 2 ..(14)

Donde intervienen la totalidad de iones de concentracion C.y de

carga Z; presentes en la solucion. Una aproximacion habitual es tomar

valores promedio para los diferentes iones, y asi B toma el valor de /'y
C’ el de 0,15.

4. 1
0,512‘14
R =
1+(I/3J

log »x =

(15)

Esta expresion es costumbre usarla con la simple funcion de menos-
preciar el término C”, siempre que la fuerza ionica sea inferior a 0,01. La
aparente contradiccion es irresoluble, ya que para saber el coeficiente de
actividad hay que conocer la fuerza ionica total, en la que interviene a la
vez el ion cuya concentracion, se resuelve con el ardid de que su influen-
cia sea despreciable. De este modo, para concentraciones diluidas no se
efecttia ninguna correccion, ya que se presupone y = L.

Para concentraciones mayores se utiliza una dilucion de iones no in-
terferentes que definan el valor de la fuerza ionica y permitan el calcu-
lo de los coeficientes de actividad que tendran un valor casi constante.
Una costumbre habitual es el empleo de un exceso de anadido de sal de
inerte, cuyo objetivo es ser la fuente de determinante de la fuerza ionica.
Cuando en el uso de sensores hacen referencia a esta practica se le refiere
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como solucion ajustadora de la fuerza ionica total (ISA, en la terminolo-

gia inglesa).

Si el coeficiente de actividad puede ser considerado constante, el po-
tencial medido con un sensor potenciométrico se relaciona directamente
con la concentracion del ion primario segun:

F=K+S logla,] (16)
donde
F es el potencial de la celda (mV)
K es potencial estandar (mV)
a, es la actividad del ion estudiado

S'es la pendiente nernstiana, cuyo valor depende de R es la constante
de los gases (8,314 41 J. mol-1K-1), #'es la constante de Faraday (96485
C.mol-1), 7" es la temperatura (K) y la Z es la carga del ion incluido el
signo.

Evaluacion de los ESI

Calibracion y parametros de calibracion

La variacion del potencial que se origina en la celda electroquimica
cuando cambia la actividad del ion estudiado. Se determina través de la
ecuacion de Nernst (16). La calibracion de los electrodos es una de las
experiencias que mas se repite a lo largo del trabajo con un ESI, ya que
la mayoria de los resultados se obtienen directamente de ella. El sistema
para realizar las mediciones se esquematiza en la figura 6.

&

electrodo de
electrodo indicador

Figura 6. Esquema de una celda de trabajo
con ESI
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En ella pueden verse los electrodos (indicador y de referencia) sumer-
gidos en la celda y conectados a un potenciometro.

Limite Inferior de Respuesta Lineal (LIRL). Este es un parametro
caracteristico de cada ESI y, como su nombre lo indica, representa el va-
lor minimo de la actividad del ion principal a partir del cual la respuesta
del electrodo sigue la ley de Nernst. Este parametro se determina grafi-
camente a partir de la curva de calibracion de los electrodos. Las curvas
de calibracion se obtienen hasta valores de concentracion inferiores a los
de un calibrado de rutina. La razon principal es el estudio del comporta-
miento de los electrodos a concentraciones inferiores al LIRL.

Limite Practico de Deteccion (LPD). Esta zona de trabajo, ade-
mas, permite la determinacion del LLPD. Este parametro representa el
nivel inferior de concentracion posible a determinar con el ESI que se
obtiene extrapolando las dos zonas lineales de la curva de calibracion, a
la zona nernstiana (concentraciones altas) y a la zona de comportamien-
to no nernstiano (concentraciones bajas).

Procedimiento y aplicaciones

Se dispone de un nimero de diferentes técnicas para el uso de los senso-
res potenciomeétricos que varian en complejidad y en prestaciones.

Potenciometria directa. Tras una calibracion con patrones adecua-
dos, que se asemejen a las muestras, la potenciometria directa implica po-
ner en contacto la muestra con el sensor mas el electrodo de referencia, y
deducir la actividad por interpolacion directa. Con esta técnica cualquier
presencia de interferente causara un error en el resultado (figura 7a).

Para determinarla relacion entre actividad y concentracion es corrien-
te el uso de una solucion ajustadora de la fuerza ionica, que debe estar
presente en patrones y muestras. El rango de trabajo de esta metodologia
puede estar entre 10”y 10" mol.dm?; lo que sitaa la escala de trabajo en

los mg.dm? y los g.dm™.

Para los casos en los que la difusién de iones K* o CI™ provenien-
tes de la solucion interna del electrodo de referencia puedan ser una
interferencia significativa, se dispone de electrodos de referencia que
interponen un segundo puente salino que puede contener una sal esco-
gida para minimizar este efecto; a estas se les conoce como electrodos
de referencia de doble union liquida. Ejemplo: Electrodo (comercial)

de referencia Ag/AgCl de doble union liquida.
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Adicion patron. Esta variante es la preferida cuando la matriz de la
muestra tiene un efecto no cuantificable pero significativo en la medida.
Para ejecutar la técnica, primero se realiza una medida de la muestra
y luego se hacen Kadiciones conocidas (Vk) de la especie buscada. Es
conveniente realizar pequenas adiciones de una solucion concentrada
para minimizar los efectos de la dilucion. En esta situacion, la respuesta
se incrementa (para un cation) segin la cantidad anadida. Extrapolando
esta relacion para la adicion nula, se deduce el analito inicialmente pre-
sente en la muestra, tal y como se deduce de la vineta correspondiente

en la figura 7b.

Valoracion. Un sensor potenciométrico puede ser un detector ade-
cuado del punto final en valoraciones acido-base, redox, de precipita-
cion, de formacion de complejos o de formacion de parionico. La dis-
ponibilidad de un potencial de electrodo que sigue el volumen de valor
ante utilizado, suministra una informacion util para la realimentacion del
proceso, lo que posibilita la realizacion de valoraciones automatizadas.
Un analisis posterior del registro completo de valoracion permite iden-
tificar los puntos de inflexion con los volimenes de equivalencia de las
diferentes reacciones que hayan podido sucederse (figura 7c).

E(mY) Efmt )
Efm™]
I N o "
Log actividad Conc anaita an-ﬂrgldldn

A

Figura 7. Ilustracion de las tres técnicas habituales de trabajo con sensores
potenciométrico

En este capitulo se conoci6 la clasificacion de los electrodos, la com-
posicion basica que tiene un electrodo selectivo, sus parametros que lo
caracteriza, los cuales son necesarios evaluarlos para poder aplicarlos
a muestras reales; las ecuaciones que rigen su funcionamiento, por las
cuales pueden determinar su comportamiento en muestras de diferente
composicion.

38



Biosensores

Biosensores

Un biosensor se define como un dispositivo compacto de analisis que in-
corpora un elemento de reconocimiento biologico asociado a un sistema
de transduccion que permite procesar la sefial producida por la interac-
cion entre el elemento de reconocimiento y el analito, en el cual el ele-
mento biologico puede ser acido nucleico, enzima, anticuerpo, receptor,
tejido, célula) o biomimético (PI, aptameros, PNA).

Este término aparece en la literatura cientifica a finales de los
anos 70, aunque el concepto basico e incluso la comercializacion co-
menzaron antes. El primer biosensor fue un analizador de glucosa de-
sarrollado por Clark y Lyons en 1962 y comercializado a partir de 1973
por Yellow Springs Instrument Company. Este biosensor se denomino
Enzyme Electrode y consistia en una enzima glucosa oxidasa acoplada a
un electrodo para oxigeno.

La enzima oxida la glucosa y, como consecuencia, se produce un des-
censo proporcional de la concentracion de oxigeno en la muestra que es
detectado por el electrodo. En los afos siguientes se desarrollaron elec-
trodos enzimaticos para distintas sustancias de interés clinico mediante
la union de enzimas apropiadas a sensores electroquimicos.

En 1977 comenzo a utilizarse el término biosensor, cuando se desarro-
116 el primer dispositivo utilizando microorganismos vivos inmovilizados
en la superficie de un electrodo sensible a amonio. Este dispositivo se
utilizaba para detectar el aminoacido arginina y sus creadores lo deno-
minaron sensor bio-selectivo. Posteriormente, para acortar el nombre, se
denominé biosensor y este término ha permanecido desde entonces para
designar la union entre un material biologico y un transductor fisico. A
partir de ese momento ha continuado creciendo las aplicaciones de los
biosensores en distintos campos de la quimica analitica.
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El desarrollo de los biosensores ha estado centrado principalmente
en el campo del diagnostico clinico (con un gran éxito de los biosensores
para glucosa) y en los campos medioambiental, quimico, farmacéutico,
militar y en el control de procesos on/ine.

Clasificacion de los biosensores

Los biosensores pueden clasificarse siguiendo varios criterios, segin el
tipo de interaccion es posible clasificarlos en biocatalitico y bioafinidad.
De acuerdo con el tipo de elemento de reconocimiento molecular estos
pueden ser: enzimaticos, receptor bilogico, acidos nucleicos, anticuer-
pos, organulo, tejido de célula completa y aptamero; segun la interaccion
pueden ser directos e indirectos; segln el sistema de transduccion se
pueden clasificar en: electroquimicos, opticos, temométricos, piezoeléc-
tricos y nanométricos.

Existen multiples elementos de reconocimiento y sistemas de trans-
duccion. La eleccion del material biologico/biomimético depende de las
caracteristicas del compuesto a analizar. La eleccion del transductor esta
condicionada por el tipo de elemento de reconocimiento elegido, pues
este determina cual sera la variacion en las propiedades fisico-quimicas
que ocurra como consecuencia de la interaccion.

Caracteristicas de los biosensores

* Alta sensibilidad. Concentraciones de partes por billon (mg/1).
Existen unidades capaces de detectar cantidades inferiores a los
limites exigidos por la ley en el caso de residuos de plaguicidas.

* Alta selectividad para que el dispositivo interaccione exclusiva-
mente con el compuesto de interés y no con otros de propiedades
similares. Se consigue mediante elementos de reconocimiento muy
especificos. A pesar de ello, se conocen algunas excepciones de
biosensores que sufren interferencias con sustancias de la misma
familia que el analito o bien con componentes del alimento.

* Alta fiabilidad. Los sistemas de transduccion se disehan de manera
que no puedan ser alterados (o lo sean minimamente) por la mues-
tra y no tengan problemas de ruidos.

* Tiempo de vida largo que no obligue al empleo del dispositivo tras
un corto periodo desde su fabricacion ni a sustituciones frecuentes
si esta integrado en la linea de produccion de una industria. La
estabilidad quimica, fisica y mecanica del elemento de reconoci-
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miento condiciona su duracion. Los componentes biologicos por
su propia naturaleza cuentan con una vida media limitada pero las
nuevas alternativas basadas en moléculas biomiméticas no presen-
tan este inconveniente.

Bajo coste de produccion. En general, estos sistemas pueden fabri-
carse a escala industrial, lo cual redundaria en un mas que conside-
rable abaratamiento de los costes de produccion. A pesar de ello, la
disponibilidad limitada de algunas enzimas y la existencia de fases
criticas en su construccion (procesos de inmovilizacion) dificultan,
en algunos casos, la fabricacion de biosensores en masa.

Tiempo de analisis corto que posibilite una actuacion rapida, por
ejemplo, la retirada de materias primas o productos contaminados
o deteriorados antes de su uso o venta o la intervencion para corre-
gir algin parametro en un proceso industrial. Muchos biosensores
consumen pocos minutos en cuantificar el compuesto de interés y
no precisan un periodo de espera largo hasta el siguiente analisis.

Pretratamiento de la muestra innecesario lo que supone un ahorro
de tiempo, materiales y reactivos. Aunque en la mayoria de las oca-
siones esto es asi, en ciertas determinaciones son imprescindibles
las etapas de concentracion y purificacion. Estas permiten eliminar
interferencias y asegurar la presencia de una cantidad suficiente del
analito en el pequefio volumen utilizado (deteccion de microorga-
nismos patégenos).

Manejo sencillo. No requiere personal calificado. Capaces de rea-
lizar analisis en tiempo real. Esta caracteristica es especialmente
interesante en el control de procesos, ya que permite controlar los
parametros deseados de forma inmediata y automatica.

Portatiles. Es posible realizar analisis 7z szzu.

Automatizables. Prescindir del control manual de estas unidades
facilita su integracion dentro de los sistemas que monitorizan los
procesos industriales.

Miniaturizables. Gracias a los desarrollos en microelectronica y
nanotecnologia se han logrado reducir las dimensiones de estos
dispositivos. Asi pueden ensamblarse varios de ellos en un mismo
sistema que realiza varias tareas a la vez y son aplicables a ensayos
donde el tamano fisico del dispositivo, el volumen de la muestra o
la localizacion de la medida son factores limitantes.
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* Pocos requerimientos operativos y de almacenamiento que facili-
ten su empleo y no supongan un coste adicional. Estas caracteris-
ticas suelen presentarlas los biosensores que incorporan moléculas
biomiméticas. En el resto de dispositivos, los componentes biolo-
gicos pueden necesitar condiciones controladas (pH, temperatura)
para su uso y conservacion debido a su baja estabilidad.

* Con capacidad multianalisis. Ciertos biosensores llevan a cabo la
determinacion de diferentes analitos de forma simultanea.

La variedad de biosensores existente es amplia y no todos poseen
cada una de las caracteristicas citadas antes. L.a combinacion de varias
de ellas podria situar a muchos de estos dispositivos en una posicion
ventajosa frente a las técnicas de analisis convencionales (cromatografia,
espectrometria, entre otras). Ademas, permiten que sean aplicables a la
monitorizacion en tiempo real de procesos industriales.

Sensores biocataliticos

Son los biosensores mejor conocidos y los mas aplicados. Se basan en
la utilizacion de biocatalizadores, que son elementos que favorecen que
ocurra una reaccion quimica en la cual a partir de uno o varios sustratos
se forman uno o varios productos conocidos sin consumo del biocataliza-
dor, que se regenera y puede ser utilizado de nuevo.

Estos biocatalizadores pueden ser sistemas que contienen enzimas o
sistemas multienzimaticos aislados, organulos celulares, células comple-
tas o tejidos animales o vegetales en los que estos sistemas se encuentran
en su medio natural. Pueden utilizarse para detectar la presencia de algu-
no de los sustratos que participan en la reaccion, mediante la deteccion
de la desaparicion de algtn cosustrato conocido distinto de aquel que se
quiere detectar o bien por la aparicion de algin producto conocido.

Elementos de reconocimiento de tipo biocatalitico. Pueden aco-
plarse a distintos tipos de transductores como electroquimicos, 6pticos,
termométricos y acusticos.

Enzimas

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas en los
seres vivos. En una reaccion catalizada por una enzima se produce una
union del sustrato en una region concreta de la enzima denominada cen-
tro activo, el cual es un sitio de union y un sitio catalitico. La enzima se
recupera una vez formados los productos y el ciclo de reaccion puede
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comenzar nuevamente. En ocasiones, puede ser necesaria la presencia de
cofactores para que la enzima pueda regenerarse y estar activa otra vez.

La actividad enzimatica esta controlada normalmente por el pH, la
fuerza ionica, la temperatura y la presencia de cofactores. Un factor li-
mitante para el tiempo de vida de un biosensor de tipo enzimatico es la
estabilidad de las enzimas; se utilizan distintas técnicas para aumentarla,
como estabilizacion quimica y/o inmovilizacion.

En algunas ocasiones se utilizan cascadas multienzimaticas, en las
que la enzima que actia como elemento de reconocimiento no actaa di-
recto sobre el analito, sino sobre algin producto derivado. Este sistema
es muy utilizado en el caso de algunos azlcares en los que se utilizan en-
zimas que actan sobre los productos de su hidrolisis. Entre las enzimas
comerciales disponibles las mas utilizadas suelen ser las 0xido-reductasas.
Son enzimas estables que catalizan fendmenos de oxidacion o reduccion
utilizando oxigeno o cofactores.

Las enzimas pueden acoplarse a transductores de los tipos poten-
ciométrico, amperométrico, optoeléctrico, calorimétrico o piezoeléctri-
co, todas funcionan por inmovilizacién de la enzima en el propio trans-
ductor. Por otro lado, existen enzimas que no son muy estables o que
su purificacion es dificil o demasiado cara, estas no se pueden utilizar
aisladas. En estos casos pueden utilizarse organulos celulares, células
completas o tejidos que contienen las enzimas en una forma natural en
un medio mas estable.

Las enzimas presentan una serie de ventajas que facilitan su empleo
en biosensores son: alta selectividad, respuesta rapida, elevada variedad
de enzimas disponibles, autorregenerables, algunas resultan economicas,
simplicidad de construccion de los dispositivos. La actividad enzimatica
esta controlada por el pH, la fuerza ionica, la temperatura y la presencia
de cofactores.

1ejidos
Existen tejidos vegetales que son una fuente de determinadas enzimas
o sistemas enzimaticos, debido a su funcion fisiologica en el organismo.

Pueden utilizarse distintos tejidos como hojas, raices, frutas o semillas;
estos se pueden emplear asociados a transductores electroquimicos.

En la literatura cientifica aparecen ejemplos de la utilizacion de algu-
nos tejidos como las patatas (ricas en la enzima polifenol oxidasa) junto
con electrodos de oxigeno para la determinacion de fenoles, tanto mono-,
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como poli-, o de homogeneizados del hongo Agaricus bisporus para la
determinacion de alcohol.

La utilizacion de células completas o tejidos vegetales en biosensores
posee ventajas e inconvenientes comparada con la utilizacion de enzimas
o sistemas enzimaticos aislados.

* Ventajas: bajo coste, evitan procesos de extraccion y purificacion
de enzimas, no requieren la adicion de cofactores para la regenera-
cion enzimatica, simplicidad de construccion, elevada estabilidad,
vida util larga, elevada actividad.

* Inconvenientes: baja sensibilidad, respuesta lenta y limitada selec-
tividad.

* Desventajas: tiempo de vida limitado, pueden ser inhibidos por
sustancias de la muestra, en ocasiones requieren presencia de co-
factores, pH, temperatura y fuerza ionica, sensibilidad a condicio-
nes ambientales.

Celulas completas

Pueden ser células bacterianas, fingicas, protozoos o células proce-
dentes de organismos superiores y pueden ser viables o no viables. En este
caso, en lugar de purificar las enzimas se utiliza como elemento biologico
una célula completa que posee en su interior multiples sistemas multien-
zimaticos en su medio natural. Se pueden utilizar células modificadas
genéticamente que expresen enzimas que posean una actividad mayor.

Las células viables pueden metabolizar diversos compuestos orga-
nicos dando lugar a la aparicion de distintos productos como amonio,
dioxido de carbono o acidos que pueden ser monitorizados mediante
distintos transductores. Se pueden utilizar para detectar la presencia de
compuestos relacionados con el crecimiento como vitaminas, azucares
acidos organicos o compuestos nitrogenados, o bien para detectar com-
puestos que inhiben la respiracion microbiana como contaminantes am-
bientales o sustancias toxicas.

La mayor limitacion a la hora de utilizar células completas es la di-
fusion de sustratos y productos a través de la membrana celular, que
provoca una respuesta mas lenta comparada con los sensores basados en
enzimas. Otra limitacion, en comparacion con enzimas purificadas, es
que tienen una menor especificidad debido a reacciones catalizadas por
otras enzimas presentes en la célula. Una posible solucion para minimi-
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zar estas reacciones indeseables es permeabilizar la membrana de modo
que los cofactores salgan al exterior de la célula.

Las células se pueden inmovilizar en membranas de acetato o celulo-
sa, 0 atraparse en una matriz, como un gel de agar.

Organulos subcelulares

En ocasiones en lugar de utilizar células completas o sistemas mul-
tienzimaticos aislados pueden utilizarse organulos subcelulares, que con-
tienen determinados sistemas enzimaticos completos, pero no poseen
todos aquellos que presenta una célula completa, como es el caso de
cloroplastos completos, tilacoides o mitocondrias. Asimismo, las mito-
condrias y cloroplastos son organulos de doble membrana que poseen
sistemas enzimaticos relacionados con la obtencion de energia en la
membrana interior.

Determinados agentes toxicos como plaguicidas, metales pesados o
detergentes actiian sobre estos sistemas enzimaticos inhibiéndolos, de
modo que estos organulos o sus membranas internas pueden utilizarse
como biosensores para detectar este tipo de compuestos.

Sensores de bioafinidad

Los sensores de bioafinidad se basan en la interaccion del analito de
interés con el elemento de reconocimiento sin que exista transformacion
catalitica, sino que se produce una reaccion de equilibrio en la que se
forma un complejo analito-receptor.

Para medir la interaccion, ya que no existe consumo de sustratos ni
generacion de productos, se suele utilizar un marcaje del receptor o
bien de un elemento que compita con el analito por la union al recep-
tor, con una enzima que da una reaccion biocatalitica complementaria
que es la que se detecta por el sistema de transduccion. El inconvenien-
te que plantea este tipo de sistema es que se requieren pasos posteriores
de lavado y separacion del exceso de moléculas marcadas y la adicion
de sustratos para que ocurra la reaccion que cataliza la enzima que se
utiliza como marcaje.

Puede utilizarse también un sistema de deteccion directa de la in-
teraccion entre el receptor y el analito basandose en los cambios que
se producen en la masa de la superficie, o bien por los cambios en las
propiedades de la luz que se producen como consecuencia de esta union.
Este tipo de interacciones presenta en ocasiones un rango de operacion
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de concentracion estrecho, debido a que se puede producir una satura-
cion del receptor y a menudo no permiten una monitorizacion continua
de la concentracion del analito. El elemento de reconocimiento debe
estar en contacto directo con la muestra y no se puede incorporar una
membrana exterior para separar el elemento receptor de la matriz de la
muestra, de modo que algunos de estos biosensores tienen dificultades
para operar en matrices biologicas complejas.

Se pueden utilizar para la deteccion de material genético de microor-
ganismos, para detectar la presencia de patogenos o pesticidas o de cual-
quier tipo de sustancias que puedan causar una respuesta inmune (y, por
tanto, permitir el desarrollo de anticuerpos).

Tipos de receptores de bioafinidad

Existen distintos tipos de receptores de bioafinidad como anticuerpos,
lectinas, receptores, células completas, acidos nucleicos, PIMs, aptame-

ros y PNAs.
Anticuerpos

Un anticuerpo es una proteina que se une de manera selectiva a
una molécula complementaria denominada antigeno, que en este caso
corresponde al analito. L.a mayor parte de los biosensores de bioa-
finidad se basan en reacciones de union de antigenos a anticuerpos

especificos (tabla 6).

Tabla 6. Ventajas y desventajas de los anticuerpos

Ventajas Desventajas

Elevadas sensibilidad y especificidad | Dificil regeneracion

Estabilidad quimica Requieren contacto directo con la
muestra

Afinidad variable En ocasiones requieren marcaje

Respuesta rapida No amplifican la senal

Bajo coste No existe consumo del analito por lo

que se saturan (rango de operacion
de concentracion estrecho
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Receprores

En las membranas celulares existen distintos receptores moleculares
y proteinas de union que pueden aislarse e inmovilizarse en diferentes
superficies y utilizarse como elementos de reconocimiento asociados a
diversos transductores.

Lectinas

Las lectinas son un grupo de proteinas que se unen de manera se-
lectiva y reversible a distintos sacaridos, como los oligosacaridos que se
encuentran en las paredes celulares bacterianas. Son moléculas de facil
reconocimiento, disponibles y economicas que pueden asociarse a distin-
tos transductores como transductores piezoeléctricos o de resonancia de
plasmones superficiales.

Celulas completas

En las células existen distintos receptores moleculares de membra-
na que ante la union de su ligando correspondiente disparan respuestas
fisiologicas amplificadas, como la apertura de canales ionicos, la activa-
cion de sistemas mensajeros secundarios y la activacion de enzimas que
pueden ser monitorizados por distintos transductores.

Determinados compuestos toxicos ejercen su accion bloqueando los
sistemas de senales asociados a estos receptores puesto que se unen a
ellos de manera especifica e impiden la union del ligando correspondien-
te, por lo que pueden usarse para detectar la presencia de estos com-
puestos. Por ejemplo las toxinas paralizantes de origen marino ejercen su
accion toxica bloqueando canales de sodio, que son muy abundantes en
las células que forman la membrana de la vejiga de rana, de modo que
puede utilizarse este tejido para la fabricacion de biosensores.

Este tipo de receptores suelen tener afinidad por compuestos rela-
cionados estructuralmente, lo cual resulta interesante para la deteccion
multianalito.

Acidos nucleicos

Los biosensores para el analisis de ADN se basan en el proceso de
hibridacion, que es la union de una cadena de ADN con su cadena com-
plementaria. Estos biosensores, también conocidos como gene chips, se
usan para el reconocimiento y cuantificacion de ADN diana en muestras
de interés. La hibridacion puede hacerse en disolucion o en soportes soli-
dos y, una vez que se ha realizado, se utilizan marcajes especificos que se
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unen a las secuencias hibridadas, como marcajes fluorescentes o enzima-
ticos. Pueden acoplarse sistemas de transduccion opticos, gravimétricos
o electroquimicos.

Este tipo de elementos de reconocimiento pueden utilizarse para la
deteccion de organismos modificados y microorganismos patogenos.

Polimeros de impresion molecular

Los polimeros de impresion molecular (PIM) son matrices sintetizadas
de manera artificial que presentan, en teoria, la capacidad de reconocer e
interaccionar de forma especifica con determinados compuestos. Es de-
cir, se trata de materiales biomiméticos que reproducen de un modo mas
basico el mecanismo de reconocimiento de los sistemas biologicos (hor-
mona-receptor, enzima-sustrato, antigeno-anticuerpo). Sin embargo, este
es el comportamiento que cabria esperar, sin embargo, en la practica no
sucede asi debido a la existencia de interacciones de distinta naturaleza.

Estos polimeros con “memoria” selectiva cuentan con una serie de
caracteristicas muy interesantes para las tecnologias de los biosensores.
Su gran potencial como sustitutos de las estructuras de origen biologico
se ha materializado en el desarrollo de los primeros dispositivos que in-
corporan PIM como elementos de reconocimiento, por ejemplo, para la
deteccion de plaguicidas, farmacos o toxinas marinas.

En el proceso de obtencion de los PIM participan:

* El analito de interés que actia como molde o plantilla.

* Los monomeros funcionales que interaccionan con el analito y
para cuya eleccion debe considerarse la naturaleza quimica del
mismo (acida, basica, ion metalico) y los mondémeros de entrecru-
zamiento que contribuyen a estabilizar la estructura del polimero.

* Otros compuestos: iniciadores de la polimerizacion, disolventes
para la fase de sintesis, disolventes para la extraccion del analito.

Los principales mecanismos de preparacion de los PIM se dividen en
covalentes y no covalentes. En el primer caso, las uniones que se estable-
cen entre el analito o molécula molde y los monomeros funcionales son
de caracter covalente. En cambio, en la ruta de sintesis no covalente las
interacciones son de tipo enlace de hidrogeno, enlace de Van der Waals,
interacciones electrostaticas. A partir de estas uniones los monomeros
funcionales se organizan en torno al analito, polimerizan y junto con las
unidades de entrecruzamiento generan una red tridimensional. Por tlti-
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mo, la molécula molde se extrae de esta matriz para dejar libres los pun-
tos de reconocimiento mediante diversas técnicas (reaccion de hidrolisis
para la ruptura de enlaces covalentes o extraccion con disolventes en la
via de preparacion no covalente). A continuacion, se relacionan las ven-
tajas e inconvenientes de los PIM como elementos de reconocimiento.

Ventajas

* Sensibilidad y selectividad elevadas.

Posibilidad de desarrollar PIM destinados a diversos analitos in-
cluyendo especies para las que atin no se ha encontrado un ele-
mento de reconocimiento biologico.

* Especificidad predecible tedéricamente aunque, en la practica, la
existencia de interacciones de caracter no especifico hace dificil su
determinacion.

* Produccion con un bajo coste a gran escala.

* Tiempo de vida largo: estabilidad quimica, térmica y mecanica
altas.

Inconvenientes

* Tecnologia en desarrollo en el ambito de los biosensores.

* En general, las constantes de afinidad son bajas, es decir, que la
tendencia del analito y del PIM a unirse es pequena. Esto implica
mayores tiempos de analisis.

* Requiere altas concentraciones de molécula molde.

* El procedimiento de sintesis de los PIM conlleva multiples etapas
y resulta laborioso.

* Hay pérdidas de material til y se obtienen redes con una distribu-
cién poco homogénea de los puntos de union.

Dificultad para operar en medios acuosos porque no se produce el
reconocimiento del analito.

Aptamero

Un aptamero es una secuencia de oligonucledticos (ADN o ARN) de
cadena sencilla sintetizada de manera artificial, capaz de reconocer di-
versas moléculas diana con una afinidad y especificidad elevadas. Estas
moléculas biomiméticas se asemejan a los anticuerpos. Se pliegan en el
espacio y adquieren una conformacion con determinadas regiones a las

49



Sensores potenciométricos. Ejemplos practicos

que puede unirse el analito. Las ventajas e inconvenientes de los aptame-
ros como elementos de reconocimiento son:

Ventajas

* Mayor estabilidad en comparacion con los elementos biologicos.
* Inmovilizacion sencilla sobre las superficies.

* Produccion a gran escala con un coste bajo.
Inconvenientes

* Constantes de afinidad pequenas.
Acidos nucleicos peptidicos

Los acidos nucleicos peptidicos (PNA, por sus siglas en inglés) son otro
tipo de moléculas sintéticas que mimetizan al ADN-ARN. De hecho, su
estructura es similar a la de estos acidos. Estan formados por un esque-
leto de monomeros (N-2-aminoetilglicina) unidos por enlaces peptidicos
con bases nitrogenadas puricas y pirimidinicas. A diferencia de los aci-
dos nucleicos, los PNA no contienen pentosas ni grupos fosfato.

La principal ventaja de estas moléculas biomiméticas frente a sus ana-
logos naturales es su gran afinidad para establecer enlaces con cadenas
de ADN. La falta de repulsion electrostatica entre ellas hace que dichos
enlaces sean mas fuertes que los existentes entre dos hebras de ADN.
Este elemento de reconocimiento se utiliza en la deteccion de microor-
ganismos patogenos junto a transductores opticos de tipo SPR.

Entre las técnicas de inmovilizacion empleadas, las mas comunes
son: la adsorcion fisica, el atrapamiento, el entrecruzamiento o reticula-
do (cross-linking) y la formacion de enlaces covalentes. En la tabla 7 se
resumen las principales caracteristicas de cada uno de ellos. La eleccion
de uno u otro procedimiento depende de la naturaleza del elemento bio-
logico, el tipo de transductor, las propiedades fisico-quimicas del analito
y las condiciones de trabajo del biosensor.

Sistema de transducciéon

El sistema de transduccion o transductor es el elemento que convierte las
variaciones de las propiedades fisicas o quimicas que se producen por la
interaccion entre el elemento de reconocimiento y el analito en una senal
que puede ser amplificada, almacenada y registrada. LLa senal generada
por el transductor en algunos casos no puede ser interpretada directa-
mente y es necesario la utilizacion de un software para su procesamiento.
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Tabla 7. Caracteristicas de las técnicas de inmovilizacidén mas comunes
en la fabricacion de biosensores

el transduc-
tor.

Técnica de Descripcion | Matriz Ventajas Inconvenientes

inmovilizacion

Adsorcion Unio6n del Celulosa. Sencilla. Unioén débil:

fisica ER* a la ma- [ Gel de silice. | Bajo coste. |pérdida de ER
triz mediante. [ Colageno. Matriz re- | por condicio-
Interacciones | Hidroxiapa- éenerable. nes externas.
ionicas, puen- | tita. in modifi- | Control estric-
tes de hidro- | Acetato. caciones en | to del proceso.
éeno, fuerzas ER.

e Van der
Waals.

Atrapamiento [ Retencion Geles: agar, | Sencilla. Union débil.
fisica del ER | nylon, almi- [ Bajo coste. | Control estric-
en las cavida- | don, poliacri- | Se nece- to de la polime-
des interiores |lamida. sita poca rizacion de la
de la matriz. | Matrices cantidad de | matriz.

electrodicas | ER. No regenera-
compositas | Sin modifi- | ble.

rigidas: caciones en

grafito-teflon | ER.

o grafito-resi- | Proximidad

na epoxi. entre ER y

directamente
del transduc-
tor.

Enlaces cova- | Uniones Manipula- | Alteracion del
lentes covalentes cionsenci- | ER (centro
del ER con lla. activo en enzi-
grupos quimi- Estable en | mas).
cos activados condicione- | Inadecuado
e la matriz o sextremas. | para ERs muy

sensibles (pH,
temperatura).
No regenera-
ble.
Tratamiento
con sustan-
cias quimicas
toxicas.

Coste elevado.

Leyenda: * ER: elemento de reconocimiento

Tipos de transductores

Existen varios tipos de transductores: electroquimicos, Opticos, pie-
zoeléctricos (masicos, gravimétricos, acusticos), termométricos y nano-
mecanicos. De acuerdo con la naturaleza de la interaccion entre el ele-
mento de reconocimiento y la especie de interés se puede utilizar un tipo
de transductor u otro.
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Transductor electroquimico

Los transductores electroquimicos (tabla 8) transforman la senal que se
produce por la interaccion entre el sistema de reconocimiento y el anali-
to a detectar en una senal eléctrica. Proporcionan informacion analitica
cuantitativa o semicuantitativa especifica. El elemento de reconocimien-
to biologico y el elemento de transduccion deben estar en contacto.

Tabla 8. Tipos de transductores electroquimicos

Transductor Tipo de medida | Ventajas Inconvenientes
electroquimico
Conductimetro | Variacion de Menor sensibili-
conductividad dadque ampero-
del medio. métricos.
Union inespeci-
fica a otros iones
presentes en la
muestra.
Para muestras
con gran canti-
dad de analito.
Potenciométrico | Diferencia de po- | Simplicidad de
tencial eléctrico. | operacion.
Pequeno tamano.
Amperométrico | Corriente genera- | Pequenos y ro-
da por la reduc- | bustos.
cion u oxidacion | Sensibles.
de especies Rapidos.
electroactivas. Econdémicos.
Facil para ensa-
yos de campo.
Impedimétrico Incremento de-
conductancia.

En general, se utilizan junto con elementos de reconocimiento bioca-
taliticos ya que las reacciones enzimaticas generan aparicion de sustan-
cias electroactivas, cambios en el pH o en el potencial, entre otras.

Existe un tipo de sensores de reciente desarrollo consistente en una
combinacion entre los sistemas de transduccion optico y electroquimi-
co denominados /ight-addressable potentiomerric sensor (LAPS). Estos
sensores permiten detectar cambios de pH en las disoluciones, lo que se
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puede aplicar en la monitorizacion de algunas reacciones enzimaticas o
alteraciones celulares que producen variaciones en el pH del medio.

Un LAPS es un sensor quimico cuya estructura consta de un electro-
lito, un aislante cuya superficie se encuentra en contacto con la muestra
que debe ser una disolucion acuosa, y un semiconductor de silicio. El
aislante se encuentra cargado en funcion del pH de la disolucion acuosa
que bana el chip.

Cuando se aplica una diferencia de potencial a esta estructura y se
ilumina la parte posterior mediante un diodo, se produce una fotoco-
rriente que depende del voltaje aplicado y de la carga de la superficie
de la capa aislante. Si se produce un cambio en el pH del medio, el
voltaje aplicado debe ser ajustado para que la fotocorriente permanezca
constante. Este cambio de voltaje es proporcional al cambio de pH que
se ha producido en el medio. A continuacion, se muestran las ventajas e
inconvenientes de los transductores electroquimicos:

Ventajas
* Economicos, posibilidad de produccion masiva.
* Facil miniaturizacion.
* Respuesta rapida.
* Alta sensibilidad.
* Posibilidad de automatizacion.
* Aplicaciones en elevada variedad de muestras.

Inconvenientes

* Es necesaria la utilizacion de electrodos de referencia (excepto en
los conductimétricos).

Ejemplos de biosensores

En las tablas 9, 10, 11 y 12 se ejemplifican los sensores que han sido em-
pleados analiticamente.

Tabla 9. Ejemplos de biosensores utilizados en el analisis de farmacos

Analito Tejido
Levamisol Higado y leche
Sulfonamidas Suero de pollo
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Tabla 9. Ejemplos de biosensores utilizados en el analisis de farmaco (conz.)

Analito Tejido
Penicilina G Leche
Nicarbacina Higado y huevos
Aminoglucosidos Leche desnatada
Cloranfenicol Leche
Sulphametacina Orina

Residuos de b-agonistas Higado

Tabla 10. Ejemplos de biosensores utilizados en la deteccion de
plaguicidas, fertilizantes y otros contaminantes

Tipo de analito

Elemento de
interaccion

Sistema de reconoci-
miento transduccion

Plaguicidas

Paration

Biocatalitica paration
hidrolasa

Amperométrico

Propoxur y carbaril

Biocatalitica acetilcoli-
nesterasa

Fibra optica

Diazino6n y diclorvos Biocatalitica tirosinasa [ Amperométrico
Paraoxon Biocatalitica fosfatasa [ Optico
alcalina
DDT Bioafinidad anticuerpo [ Nanomecanico
Terbutilazina Bioafinidad anticuerpo [ LAPS
Atrazina Bioafinidad anticuerpo | Amperométrico
Atrazina y 2, 4-D Bioafinidad PIM Electroquimico
Fertilizantes
Nitrato Biocatalitica nitrato Amperométrico
reductasa
Nitrito Biocatalitica nitrato Optico
reductasa
Fosfato Biocatalitica Polifenol [ Amperométrico

oxidasa y fosfatasa
alcalina, fosforilasa A,
fosfoglucomutasa y glu-
cosa-6-fosfato deshidro-
genasa
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Tabla 11. Ejemplos de Biosensores utilizados en la deteccion de
contaminantes por metales y organico

Tipo de analito Elemento de Sistema de reconoci-
interaccion miento transduccion

Cadmio, cobre Biocatalitica colineste- | Electroquimico
rasas

Cobre y mercurio Biocatalitica Spirulina | Amperométrico
subsalsa

Cobre BiocataliticaSaccha- Amperométric
romyces cerevisiae

Cobre y mercurio Biocatalitica Glucosa Amperométrico
oxidasa

Cromo, niquel, zinc Biocatalitica ureasa Optico

Compuestos fenodlicos™ [ Biocatalitica tirosinasa | Amperométrico

Leyenda: ** Fenol, catecol, p-cresol, p-clorofenol, dopamina, p-metoxifenol y
1,4-benzoquinona.

Tabla 12.Ejemplos de biosensores utilizados en el analisis de aditivos

alimentarios
Analito Tipo de Sistema de reconoci- Sistema de
interaccion miento (una o varias transduccion

clases de enzimas)

Aspartamo | Biocatalitica | Carboxil esterasa y alco- | Amperométrico
hol oxidasa.
Caboxipeptidasa y L-as-
artasa.
eptidasa y aspartato.
Aminotransferasa y gluta-

mo oxidasa.
Quimotripsina y alcohol
y oxidasa.
Sorbitol Biocatalitica | Sorbitol deshidrogenasa [ Amperométrico
y NAD
Aqido ben- [ Biocatalitica | Tirosinasa Amperométrico
z6ico
Sulfitos Biocatalitica | Sulfito oxidasa Amperomeétrico
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Ejemplos de construccion de ESI'y
aplicacion a muestras reales

En este capitulo podran estudiar muchos ejemplos de determinaciones
realizadas con ESI a diferentes muestras reales; asi como construcciones
de electrodos selectivos a varios iones y sus parametros de respuestas
mas significativos como pendientes, coeficientes de selectividad, tiempo
de respuesta, entre otros.

Sensores potenciométricos con las sales cuaternarias de amonio

Sensores potenciométricos con las sales cuaternarias de amonio nitrato
de teradecil amonio (NTDA) y cloruro de trioctil metil (CLTOMA),
con siete plastificantes empleados como disolventes mediadores en la
composicion de la membrana liquida polimérica: dibutil oftalato (DBP),
dioctil oftalato (DOP), tributil fosfato (TBP), bis-2 etilhexil-sebacate
(DOS), 3-nitro o -xileno (NOX), tris-2-etilhexil fosfato (TEHP), o -ni-
trofenil octil éter (0-NTPOE), con diferentes grupos funcionales.

Los sensores son de membranas liquidas polimérica sobre una resina
epoxi conductora. Con estos ionoforos veremos sus parametros de calibra-
cion caracteristicos, su comportamiento antes la variaciones de pH, apli-
caciones a muestras reales entre otros aspectos de interés (tablas 13 y 14).

Para los dos iondforos y los siete disolventes mediadores (plastifican-
tes), como puedo observarse en las tablas 13 y 14, los valores de pen-
dientes son cercanos al valor tedrico (-59,2 mVedéc'); siendo la maxima
variacion respecto al tedrico la obtenida con el ESI construido con el
ion6foro NTDA y el disolvente mediador NOX (AS =3,8), este EST el
de mayor sensibilidad grafica.

Resulta interesante observar que para este iono6foro los valores cerca-
nos al tedrico se obtuvieron con los ESI construidos con los disolventes
mediadores DOP (-59,6 mVedéc?), o-NPOE (-59,9 mVedéc?') y el TBP
(-60,1 mVedéc?). En el caso del ion6foro CITOMA, los valores de pen-
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Tabla 13. Parametros de calibracion de los electrodos con la sal NTDA como
ionoforo y los disolventes mediadores ensayados

Parametros o-NPOE TEHP DBP DOP TBP DOS NOX

S (mV.déc-1) -59,9 0,9 [-564 +0,8 |-61,2 0,2 |-59,6 + 04 [-60,1 + 041 |-62,3 + 0,35 |-63,0 + 0,4
r 0,999 81 0,999 23 0,999 34 10,999 45 0,999 22 0,999 22 0,999 32
LPD(mol/dm?) 849 +10° [779+10° 19,59 +10° |[5,30+10° [243+10° |3,6110° |1,5210°
LIRL (mol/dm®) |1,95+10° |[2,06+10° |2,82+10° |2,01+10° [6,07+10° [3,51+10° |3,58«10°
Tvida meses) > 6,0 3,0 > 6,0 4.0 2,8 49 2,8
Sd (S) 2,21 2,1 1,24 0,81 0,99 0,72 2,61

Leyenda: Sd (S): desviacion estandar de la pendiente

Tabla 14.Parametros de calibracion de los electrodos con la sal CITOMA
como iondforo y los disolventes mediadores ensayados

Parametros o-NPOE TEHP DBP DOP TBP DOS NOX
S (mV. déc?) -60,16 = 1, 08 | -58,15 + 0,49 |-59,22 = 0,93 [ 57,62 + 091 [ 60,61 = 1,25 [ 57,00 + 098 [ 60,91 + ,85
T 0,999 07 0,999 18 0,999 77 0,999 14 0,999 03 0,998 92 0,999 78

LPD (mol/dm? [1,93 «10° 2,11 +10° 1,90 < 10° 241 +10° 2,6 +10° 2,9 +10° 2,20 <10°
LIRL (mol/dm?) | 1,89 «10° 1,39 - 10* 3,89 +10° 588 +10° 6,8 +10° 6,8 +10° 4,65+ 10°
Twida (meses) 3,5 6,0 2,6 6,0 1,5 1,0 3,3
Sd (S) 2,23 1,0 1,76 1,87 0,89 1,84 1,6

Leyenda: Sd (S): desviacion estandar de la pendiente

dientes cercanos al tedrico se obtuvieron con los ESI construidos con los
disolventes mediadores DBP (-59,2 mVedéc') y el o-NPOE (-60,1 mVedéc?).

En realidad, no es posible plantear alguna regularidad entre los valo-
res de pendientes obtenidas con las propiedades de los plastificantes em-
pleados como disolventes mediadores. Solo es claro que todos los valores
son bastante aceptables desde el punto de vista de la ecuacion de Nernst.

Se observa una mayor dependencia del disolvente mediador en los
LPD de los ESI construidos con el ionoforo NTDA respecto a los cons-
truidos con el CITOMA. Ademas, en algunos casos los valores del LPD
son al menos un orden mayor para los construidos con el NTDA. Los
valores del LD obtenidos para los ESI construidos con la sal NTDA
siguen el siguiente orden en funcion del disolvente mediador empleado:

DOP (5,30 * 10°) < TEHP < o- NPOE < DBP (9,59 « 10°) < NOX
(1,52« 10°) < TBP < DOS (3,61 * 10°), todos en mol/dm?>.

El mejor resultado se obtuvo con el ESI en el que se emple6 como
disolvente mediador el DOP cuya constante dieléctrica (g ) es 5,1 y cuya
lipofilidad (log P, ) es 7. El segundo mejor valor fue el obtenido para el
disolvente TEHP (g =4,8 y log P, . = 10,2).

TLC
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Estos resultados parecen indicar un sinergismo o compromiso de los
factores lipofilidad y constante dieléctrica de los disolventes mediadores.
Seobtienenlos mejores resultados de LLPD cuando se alcanzan valores
intermedios en la relacion de ambas propiedades.

Este valor (LPD = 5,30 * 10 mol/dm?®)obtenido para el ESI construi-
do con el NTDA y el DOP es menor que el valor reportado por Arada
y del Toro (LPD 2,2 * 10° mol/dm?) con igual sal cuaternaria; pero con
solucion de referencia interna y menor también a los obtenidos por Niel-
sen y Hansen en 1976 (5,6 * 10* mol/dm?), menor al obtenido por Lima
y Machado en 1985 (LPD 10®° mol/dm?) y a los obtenidos por estos ulti-
mos con un electrodo comercial para nitrato Orion 90-07-02 (L.PD 107
mol/dm?). Esto nos permite afirmar que los electrodos construidos con
el empleo de la sal NTDA como ionoforo y el DOP como plastificante
permiten detectar una menor concentracion de ion nitrato.

Sin embargo, el ESI construido con el disolvente mediador DOS
(e, =39 ylog P . =10,1) es el que presenta el mayor valor de LPD,
puesto que la membrana no alcanza la polaridad minima necesaria que
facilite la movilidad y difusion de los sitios activos. Esto es impedido por
la alta lipofilidad del plastificante empleado como disolvente mediador.

En el caso de los ESI construidos con el plastificante o-NPOE,
(e, = 23,6 ylog P, . = 59) observamos que su LPD se aleja de los mejo-
res valores obtenidos, lo cual evidencia el sinergismo senalado.

Cabe senalar que no solo el sinergismo que se observa entre la cons-
tante dieléctrica y la lipofilidad de los plastificantes empleados como
disolventes mediadores influye en los valores de los LPD. Dichos valores
para ambos ion6foros deben estar vinculados, ademas, con su estructura
eléctrica y estérica.

También esta diferencia en cuanto a la estructura de los ionoforos
debe explicar que los valores de LPD para algunos de los ESI cons-
truidos con el ion6foro NTDA sean al menos un orden mayor que los
obtenidos para el CITOMA con igual disolvente mediador. El ioné6foro
NTDA es una sal simétrica que presenta cuatro grupos decilos y la sal
CITOMA es asimétrica con tres grupos octilos y un metilo. El asimétri-
co debe dar un cation polarizado de la sal ionofora y menos apantallada
su carga, lo que debe tener una consecuencia sobre la movilidad del
ionoforo respecto al simétrico.
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Los valores del LLPD obtenidos para los ESI construidos con la sal
CITOMA siguen el siguiente orden en funcion del disolvente mediador
empleado:

DBP (1,90 * 10%) < o- NPOE (1,93 - 10°) < TEHP (2,11 « 10”)
<NOX (2,20 = 10°)<DOP (2,41 * 10°)< TBP (2,6 * 10°)< DOS (2,9 * 10%),
todos en mol/dm?.

Como se aprecia, en general estos se encuentran en el orden de
los obtenidos para el ion6foro NTDA con los plastificantes TBD,
DOS y NOX. El menor valor fue el obtenido para el plastificante
DBP (1,90 * 10° mol/dm?). No obstante, los LPD se encuentran en el
orden de los reportados en la literatura por otros autores (2,2 * 10 °> mol/dm?)
y en algunos casos mejores (3 * 10° mol/dm?).

Estudio de pH

Los intervalos de pH obtenidos para los catorce electrodos selectivos
a nitrato, empleando como ionoforo las sales cuaternarias de amonio
(NTDA y CLTOMA), ambas con una pureza de 98 y 97 % respectiva-
mente y 7 % en peso del ionoforo y el disolvente mediador selecciona-
do, 64 % en peso.

Los intervalos de pH obtenidos son amplios, sobre todo en la region
alcalina. Todos los electrodos presentaron una rapida estabilidad en su
respuesta (15 s).

Se estudio mediante los diagramas de Reilley la influencia del pH
en la respuesta del electrodo en los que se representa la variacion de
potencial del electrodo en funcion del pH de la solucion con la que esta
en contacto.

Para el estudio del pH se procedio a calibrar el electrodo de vidrio
por el método habitual de potenciometria directa, o sea leyendo con
un potenciometro el valor de pH obtenido al sumergir los electrodos en
soluciones amortiguadoras de pH conocido (pH 2,01 y pH 12,00). Las
lecturas se realizan empleando un electrodo de referencia de Ag/AgCl
de doble union.

Se parti6 de 250 mL de una solucion de KNO, de concentracion
10?mol/dm?®, una vez introducidos los electrodos de trabajo en la so-
lucion de ensayo, el electrodo indicador y el electrodo de referencia se
conectan a un potenciometro y el electrodo de vidrio y el otro de re-
ferencia se conectan a otro potenciometro. Se adiciona acido sulftrico
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hasta llegar a un pH aproximado a 3, luego se anade hidroxido de
sodio (1 mol/dm?) con mucho cuidado para asi obtener valores de pH y
potencial después de cada adicion.

En las figuras 8 y 9, se pueden observar que los intervalos de pH, son
amplios para todos los ISE construidos y difiere poco de un mediador a
otro en una misma serie, es decir para la misma sal cuaternaria.
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Figura 8. Potencial de respuesta a la variacion del pH de los sensores con
la sal NTDA y los diferentes disolventes mediadores estudiados a una
concentracion de nitrato de 10? mol/dm?*
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Figura 9. Potencial de respuesta a la variacion del pH de los electrodos
con el CITOMA vy los diferentes disolventes mediadores estudiados a una
concentracion de 102 mol/dm?

Esto pude ser debido a que la sal cuaternaria esta al pH determinan-
do y no el tipo de plastificante empleado como disolvente mediador; al
tener estas sales cuaternarias hidrolisis basicas, desde el comienzo, al ser
activadas las membranas, se hacen permeables tanto al H,O como al
O, al CO,; asi también a los contraiones presentes en solucion.Cuando
se somete la membrana a pH acido (H,SO, pH 2-3), la sal cuaternaria
tiende a restituir su hidrolisis alcalina por desplazamiento del equilibrio
y, por tanto, como se hidroliza mas, esta mas apta para el intercambio
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de sustitucion al nitrato. En la zona fuertemente basica, los iones hidro-
nio no llegan a sustituir al nitrato en la reaccion por intercambio en la
membrana; de ahi que el intervalo sea tan amplio en la zona alcalina.
Los electrodos nunca llegan a identificar al ion hidronio (OH") como
interferente.

En el caso de la familia de los electrodos construidos con la sal cua-
ternaria NTDA (figura 8), se pone de manifiesto que el potencial del
electrodo no se afectapor la variacion de pH en el rango de 5,0 a 11,5.
Este es el caso de los electrodos confeccionados con los plastificantes
DBP, DOP y TEHP. Los obtenidos con el TBP y el DOS no presentan
variacion en la respuesta en el intervalo de 3,5 - 11,5, mientras los que se
prepararon con el NOX y el o-NTPOE son los que presentan un intervalo
mas amplio de trabajo, siendo este de 2,0 - 11,5y 2,5 - 11,5 en este orden.

Ninguno de los intervalos de los ESI obtenidos superan los repor-
tados para un ESI Ori6n (12) no. 92 - 07-02 (pH 2 - 12), al igual que el
reportado por Beckman no. 39618 y, a su vez, un intervalo semejante a
los presentados el ESI comercial empleado. No obstante, cabe senalar
que la mayoria de los intervalos de pH obtenidos por los ESI con ambas
sales cuaternarias superan a los reportados, para ESI similares, Corning
y Orion (PVC) de pH 2,5 - 8 por Davies, Moody y Thomas (1972); a los
de Nielsen y Hansen (1976), (pH 4-9). Los obtenidos para los disolventes
mediadores TBP y DOS son similares a los obtenidos por Lima y Ma-
chado y col. en 1985.

En el caso de la familia de electrodos construidos con el CLTOMA
(figura 9), el intervalo de pH en el cual no se afecta su respuesta es am-
plio. El electrodo construido con ¢l o-NPOE presenta un intervalo de
pH menor (3 - 9,5). En cuanto a las sales cuaternarias empleadas no es su
simetria la que parece haber repercutido en la respuesta al pH de los ISE
estudiados, pero sila responsable de la gran estabilidad en la respuesta de
los electrodos en la amplia region alcalina.

Degradacion de la membrana

Uno de los factores que limita el tiempo de vida de los sensores de mem-
brana polimérica es la exudacion-lixiviacion del ionoforo o plastificante de
la membrana a la solucion de medida. Se seleccion6 la membrana prepa-
rada a partir de la sal NTDA con el plastificante DB para este estudio.
Se utilizo la espectroscopia IR para investigar la degradacion de la banda
correspondiente al ion nitrato del ionoforo, lo que traeria como conse-
cuencia la pérdida de la capacidad de medicion del sistema en cuestion.
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Se obtuvieron los espectros IR y se le hicieron las asignaciones de las
bandas presentes (en em?) a:

* El plastificante DBP: v*_,(2963), v .,,,(2872), v__(1727), 5°(1464
y 1384), v (1282, 1257 y 1073), ¥y, (747)-

* La sal cuaternaria NTDA v*_ (2920), v
Ve (1339), pyp,(720).

*El PVC wv*_,(2925), v
V. (613).

* Un blanco de reactivo compuesto por DBP y PVC para corrobo-
rar que en la zona donde se encuentran las bandas correspondien-

tes a las v no existen otras bandas de la matriz que nos lleven a
una asignacion erronea.

2850), 591383),

CH2( SCH2(

2852), &.,,(1429), v, (1253),

SCH‘Z( C-Cl

* La membrana con todos sus componentes sin acondicionar v,
(1576 y 1416), v, (3300). La banda ancha centrada alrededor de

los 3300 corresponde al agua del medio absorbida por la membrana.

* La membrana acondicionada a diferentes tiempos de vida del
electrodo.

Se observo que las intensidades de las bandas correspondientes a las vi-
braciones de frecuencia de los enlaces (v*,,) disminuyen en el tiempo que
se estudia, debido a que se pierde parcialmente por leaching' el par idnico
utilizado como ionoforo. A este efecto negativo contribuyen de forma im-
portante la lipofilidad del disolvente mediador y del ionoforo. Los espec-
tros nos confirman que no hay pérdidas de plastificante ni del PVC. En las
figuras 10-14, se representan los espectros del estudio de Infrarrojo (IR).
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Figura 10. Espectro del DBP

!Proceso natural donde el ion6foro sale de la membrana a la fase acuosa.
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Bandas caracteristicas: v*,,,(2963), v*,,(2872), v _(1727), 5°(1464
y 1384), v, (1282, 1257 y 1073), v,y (747).
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Figura 11. Espectro de la sal NTDA

Bandas caracteristicas: v ,.(2920), v .,,(2850), 6°(1383), v (1339),
pCH,(720).
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Figura 12. Espectro del PVC
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Figura 13. Blanco de la membrana (DBP y PVC)

En la figura 14 (incisos a, b, ¢, d y e) se muestra el espectro de la
membrana sin acondicionar y a diferentes tiempos de vida.
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Figura 14a. Espectro de la membrana sin acondicionar
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Figura 14b. Espectro de la membrana acondicionada (tiempo de vida de 1 mes)
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Figura 14c. Espectro de la membrana acondicionada (tiempo de vida de 2 meses)
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Figura 14d. Espectro de la membrana acondicionada (tiempo de vida de 3 meses)
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Figura 14e. Espectro de la membrana acondicionada (tiempo de vida de 4 meses)
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En la figura 15 se muestra la disminucion del area debajo de la curva de
todas las bandas de nitrato las bandas de nitrato durante el tiempo de vida
del electrodo. Se comprobd que a medida que se exudan los sitios activos
de la membrana se pierden las caracteristicas de respuesta del electrodo.
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Figura 15. Pérdida de ionoforo en la membrana
Este estudio comprueba que el tiempo de vida de las membranas li-

quidas de portador movil cargado esta limitado en esencia por la pérdida
del ionoforo.

Aplicaciones a muestras reales

Se utiliz6 uno de los ESI construidos para determinar el contenido de
nitrato en muestras reales por varios métodos.

Determinacidon de nitrato en tomates. Curva de calibraciéon

Se determind el contenido de nitrato en un lote de tomates maduros
colectados al azar en un agromercado de Santiago de Cuba. Se tomaron
quince muestras de tomates a los que se le hicieron tres réplicas de anali-
sis por muestra. Se emplearon los métodos potenciométricos de adicion
de estandar y directo; ademas del espectrofotométrico (UV).

Electrodo indicador: electrodo selectivo a nitrato de membrana li-
quida, sobre un soporte conductor construido en este trabajo, compuesto
por NTDA-DBP-PVC.

Electrodo de referencia: Ag/AgCl de doble union.
La fuerza ionica del medio fue ajustada con KAI (SO,), al 1 %.
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Para las medidas de las absorbancias se utilizo6 un espectrofotometro

SFE. 26. URSS.

Para las medidas de potenciales se emple6 un pH digital Pracitronic
mV 870. Aleman, con una precision * 1 mV.

Tratamiento de la muestra

Se pesan 5¢g de la muestra, se cortan en porciones muy pequenas, se
trituran y se hace pasar a través de un tamiz plastico de 40 micrometros
(um) para obtener el jugo; el residuo se vuelve a tratar incorporando el
liquido obtenido al filtrado anterior, vertiéndolo en un matraz aforado

de 100 mL y se enrasa con KAI(SO,), al 1 %.

Se procedio a determinar los potenciales de la muestra con el ESI de
NTDA-DBP-PVC, por interpolacion directa en la curva de calibracion,
se determinaron las concentraciones de las muestras reales.

A partir de una disolucion patron 1 mol/dm? de nitrato, se prepara-
ron por dilucion sucesivas patrones en el rango de 10° a 10" mol/dm? en

un fondo de K Al (SO,), al 1 %.

Se leyo el potencial de cada uno de los patrones y se construyo la curva
de calibracion, graficando E (mV) vs concentracion de nitrato (mol/dm?).
La curva puede observarse en la figura 16.
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log CHNO= (molidm®)
Figura 16. Curva de calibracion de nitrato con ESI NTDA-DBP yKAI(SO,), 1%
S=-5771 mV » déct Sd(S)=0,1343 r=0,9999

Una vez leido el potencial de la muestra, por interpolacion en la cur-
va de calibracion, se determino su concentracion.
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Determinacion de nitrato por Adicion de estandar

A 10 mL de la muestra se le midi6 el potencial E, (mV), luego se adi-
cion6 1,4 mL de un estandar de nitrato de 180 mg/L y se leyo nuevamen-
te el potencial E, (mV). La concentracion de la muestra se determin6 a
través de la siguiente ecuacion.

donde

Cm=Cstd.Q
Q=(Vstd/ Vm + Vstd * 10 AE / S - Vm)

(17)

Cm: concentracion de la muestra.

Cstd: Concentracion del estandar.

Vm: Volumen de muestra.

Vstd: volumen del estandar adionado.

S: pendiente del electrodo empleado.

AE: Diferencia de los potenciales medidos.

(18)

Determinacion de nitrato por espectrofotométrico UV

Al aplicar el método espectrofotométrico UV se construyo una curva
de calibracion (absorbancia vs concentracion), determinandose la con-
centracion de la muestra por interpolacion en la misma. Los resultados
potenciométricos se compararon con la determinacion espectrofotomé-
trica directa en la zona UV.

En la tabla 15 se muestran las concentraciones obtenidas por el méto-
do potenciométrico directo y de adicion de estandar asi como el método
espectrofotomeétrico.

Tabla 15. Concentracion de nitrato en tomates

Método Potenciometria | Potenciométrico | Espectrofotomé-
Directa, con ESI| por adicion de trico(UV)
estandar
Concentracion 18,95 = 0,43 18,30 + 048 19,15 + 0,53
(mg/L)
SD L15 1,22 1,28
CV (%) 6,1 6,7 6,7

Leyenda: CV: coeficiente de variacion; SD (S): desviacion estandar de la

concentracion media
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Estos métodos se aplicaron a quince muestras con tres réplicas. Los
calculos fueron hechos por el programa estadistico Systar, version 5.0.
Se obtuvo que no existen diferencias significativas entre los resultados
obtenidos para (a0 = 0,05) entre las medias comparadas.

Se realiz6 un analisis comparativo de los resultados obtenidos por los
tres métodos. Se utilizo el mismo criterio por parejas de métodos y se
empleo el criterio de t de Students para conocer si los presentaban dife-
rencias. De este modo, se obtuvo que no existen diferencias significativas
entre los resultados obtenidos (tabla 16).

Tabla 16.Valores calculados para Fs y t

Pares UV -C.C C.C. — A.Est A.Est — UV
Fs calculada 1,755 5 1,432 2 1,202 6
t calculada 0,226 6 0,226 9 0,430 4

Determinacion de nitrato en muestra de agua potable

Se emplearon los métodos potenciometria directa y cromatografia
ionica. LLas muestras se tomaron en la estacion de bombeo Caribe, de la
provincia Guantanamo. Esta abastece a una poblacion de 70 000 habi-
tantes. Se analizaron utilizando el ESI de NTDA — DBP. En las aguas
la conductividad ionica fue menor de 3 mS/cm; lo que indica que contie-
nen una baja concentracion de sales, asi la concentracion de HCO, esta-
ba en el intervalo de 212-220 mg/L y la concentracion de cloruros 8-214
mg/L. (datos ofrecidos por el laboratorio en cuestion).

Determinacion de nitrato por potenciometria directa. Curva de
calibracion

A partir de una disolucion patréon 1 mol/dm® de nitrato se prepararon
por dilucion sucesivas patrones en el rango de 10-6 a 10-1 mol/dm?, se adi-
cionaron a cada patron 10 mL del ISA-Ag. Se ley¢ el potencial de cada uno
de los patrones y se construyo la curva de calibracion, graficando E (mV) vs
concentracion de nitrato mol/dm?® (figura 17). ISA de Ag controla las inter-
ferencias, ademas de mantener la fuerza ionica del medio constante. Esta
compuesto por: 0,01 mol/dm* de Al, (SO,),, 0,01 mol/dm* Ag SO,,
0,02 mol/dm® H,BO,, 0,02 mol/dm* NH,SO H; ajustado a pH 3.

El Al (SO,), tiene como funcion descomponer a pH 3 los bicar-
bonatos y flocula los compuestos organicos, el NH,SO,H destruye los
nitritos, el Ag,SO,, precipita los cloruros y el H,BO, para detener la
degradacion biologica de la muestra.
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Figura 17. Curva de calibracion de nitrato con ESI e ISA-Ag

A 10 mL de la muestra, se le adicionaron 10 mL del ISA-Ag. Se
mantuvo agitacion constante con un agitador magnético. Se leyo el po-
tencial y se determiné la concentracion de nitrato a través de la curva de
calibracion por interpolacion.

S =-5573 mV e déc! Sd(S)=0,8794 r=0,999 63

Determinacién de nitrato por cromatografia iénica

Cromatografo ionico Dionex.
Detector: conductimétrico.
Rango del detector: 10-30 mS. Integrador: Spectra physics 4290.

Columna: separador anionico (AS4A/SC); supresor anionico (AFES),
protector anion (AG4A/SC).

Inyector: valvula multiple, activada por aire, con lazo de 50 microli-
tros (pL.).

Eluente: 1,8 nM de Na,CO, / 1,7nM Na,HCO,.
Flujo de eluente: 2 mI./min.

Regenerante: 25 nM H.SO,.

Flujo de regenerador: 23 mL./min.

Todas las soluciones estandares y muestras fueron preparadas con
agua desionizada, en el intervalo de 15 - 4 ppm de NO,-.
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Como puede observarse en las tablas 17 y 18 el contenido de NO,- en
las muestras analizadas no excede a los 10 mg/L, por lo cual no se puede
considerar critica la contaminacion del agua. Téngase en cuenta que se
consideran niveles criticos para nitratos en aguas si estos se encuentran
en rangos de concentracion entre 45-90 mg/L, para lo cual la norma
estandar internacional de concentracion permisible de nitrato en aguas
de consumo es de 45 mg/L y la europea de 50 mg/L.

Tabla 17. Concentracion (mg/L.) de nitrato en muestras de agua con el

electrodo NTDA-DBP-PVC

Numero de Potenciometria directa / Cromatografia ionica /
muestra CV (%) CV (%)

1 9,93+0,01 / 1,54 9,50+0,02 / 2,19

2 8,30 £ 0,005 / 1,20 8,10+0,02 / 247

3 590+ 0,005 / 1,70 6,20 £ 0,02 / 2,8

Leyenda: CV: coeficiente de variacion

Tabla 18. Analisis de anadido recobrado

Numero de Adicionado Encontrado % Recobrado
muestra

1 1 mg/L 1,07 mg/L 107
10 mg/L 10,07 mg/L. 100,7

2 1 mg/L 0,8 mg/L 80
10 mg/L 9,9 mg/L 99

3 1 mg/L 1,1 mg/L 110
10 mg/L 10,1 mg/L. 101

La comparacion de los resultados segtn el criterio t de Students de-
mostré que no existen diferencias significativas (= 0,05) entre las me-
dias comparadas.

Reconocimiento molecular de un portador mévil neutro
(1-furoil-3,3-dietiltiourea) usado como electrodo all solid stated a
nitrato, plomo y cobre

ESI a plomo y nitrato

La membrana compuesta por la 1-furoil-3,3-dietiltiourea como portador
movil neutro (figura 18), el tributilfosfato como plastificante y el cloruro
de polivinilo como matriz sobre un soporte conductor sensible a plomo
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y nitrato (a este Gltimo una vez agotado el tiempo de vida del ESI a plo-
mo).Para el mismo portador se manifiesta dos mecanismos de respuesta
muy eficaces. El ESI a Pb*" presenta una respuesta lineal en el rango
de concentracion de 10 —10® mol/dm?®, con pendiente de 29,6 mV/déc,
el tiempo de respuesta obtenido fue de 20 s. Para el ESI a NO, la pen-
diente fue sobrenernstiana de -63,14 mV/déc y un tiempo de respuesta

de 20 s (tabla 19).
La composicion de la celda electroquimica es la siguiente:
Ag/AgCl |[KCIO,1 mol/dm?® | K,SO,0,1 mol/dm?|| disolucion de tra-

bajo [| membrana PVC | soporte conductor Cu,

Figura 18. Portador mévil neutro empleado como ionoforo:
1-furoil, 3,3- dietiltiourea. Estructura optimizada

Tabla 19. Parametros de calibracion de los ESI sensibles a plomo y

nitrato
ESI Plomo(IT)* Nitrato Cobre
S mV/déc 29,6 -63,14 29,34 £ 0,6
LPD mol/dm3  |2,15+10-6 5, 66 * 10-7 3,84 < 10-7
LIRL mol/dm3 |[943 * 10-6 2,02 < 10-6 6,15 * 10-7
Tiempo de 20s 20s 20s
respuesta

El plomo, segun la teoria de Pearson, es un acido blando-intermedio,
ya que es un metal de gran radio, bajo estado de oxidacion y con sus
electrones externos facilmente excitables. Ia presencia de varios hete-
roatomos de diferente dureza en la tiourea empleada como ionoforo, es-
tablece una competencia en el proceso de reconocimiento por formacion
de complejo. Los atomos de O y N del ionoforo, segiin la misma teoria,
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constituyen centros menos blandos, mientras que el atomo de S es un
centro blando, ya que posee una elevada polaridad y baja electronegati-
vidad, lo que pudiera facilitar la formacion de complejo por esta posicion
en la membrana liquida del ESI.

En el caso del plomo, resulta factible la formacion de enlaces sp3x
con los pares de electrones libres que tienen los atomos de S, O de la
tiourea empleada como ionoforo en cuestion, no el nitrogeno porque el
par de electrones esta deslocalizado entre las nubes electronica pi de los
dobles enlaces C=0O y C=S como puede observarse en la figura 20. Por
otro lado, asumiendo que el plomo se asocia principalmente al azufre
no podria asociarse al nitrogeno, porque el complejo seria muy inestable

(tabla 20 y figura 19).
Tabla 20. Orden de enlaces mayores y distancias de enlaces °A

Atomos Orden de enlace

0,C, 1,0766
C,C, 1,5975
C,C, 1,1957
C.C. 1,6916
C.O, 1,0831
C,C, 1,0558
C, N, 1,2757
N,.-C, 1,4488
C-S, 1,9671
N.-C, 3,4195¢-006
N.-C, 1,9508
C,O, 1,0256
CH,, 5,91105e-007

En la respuesta del ESI a plomo, prima el siguiente mecanismo de

formacion de complejo.

F3DET  +Me” S [(F3DET) Mel* |

3

(19)
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Homo I I

Homao 5

Figura 19. Homos obtenidos en el estudio tedrico

Cuando este ESI pierde sus sitios activos a plomo, ya sea por satu-
racion, por envenenamiento de la membrana o exudacion de algunos
de sus componentes de la membrana liquida a la fase acuosa, responde
a nitrato. Consideramos como hipotesis que responde a nitrato a través
del mecanismo por intercambio de carga, teniendo en cuenta el caracter
basico del ion nitrato y el posible caracter acido que da el proton asocia-
do al nitrogeno de esta tiourea empleada como ionoforo a pesar de no
formar puente de hidrogeno.

En la figura 20 se muestran las imagenes de membranas del ESI de
plomo (II) en diferentes etapas de funcionamiento. En la etapa a, apa-
recen “crateres” de diferentes tamanos y camulos blancos que pudieran
ser atribuibles al complejo que se forma entre el metal y el ionoforo.
En la etapa b se aprecian “crateres” pero de mayor tamano que los de
la imagen a; se detectan ademas otros mas pequenos, uniformemente
distribuidos en toda la superficie. El relieve es diferente al de la imagen
anterior y semejante al de una superficie ondeada u ondulada.

El cambio morfologico que se aprecia en la superficie puede ser debido
a: 1) la reaccion quimica que se produce entre el plomo y la tiourea em-
pleada como ionéforo; 2) la pérdida por exudacion de alguno de los com-
ponentes de la membrana, aspecto este que también se reporta por otros
autores en la literatura y que conlleva a la pérdida de respuesta del sensor.
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Figura 20. Microscopia Electronica de Barrido (MEB) de las membranas del EST

Después de los cambios morfologicos que sufre la membrana liquida
selectiva mostrada en la figura 20b, es que el ESI experimenta respuesta
a nitrato, cuando ya no hay sitios activos disponibles a forma complejos.

ESI a cobre con la 1-furoil-3,3-dietiltiourea como portador movil
neutro

Con este mismo iono6foro se obtuvieron respuesta a Cu®.L.a membrana
liquida de cobre fue preparada con un 6 % del ionéforo y 33 del plastifi-
cante en una matriz polimérica de cloruro de polivinilo (PVC) y el DOP
como plastificante. Presentd buenas caracteristicas de respuesta (figura 21

Figura 21. Curva de calibracion representativa a Cu®’ por el método de
las adiciones

T T T T T T T T
-5 -8 -t -B = -3 -3 -2
s
Log Cu

La respuesta del ESI a cobre frente a la variabilidad del pH (diagra-

ma Reilley) mostro que solo es posible trabajar en un pequefo intervalo
de pH 8.0 2 10.0 (figura 22).
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Figura 22. Respuesta del ESI a cobre con la variabilidad del pH a
concentracion del ion primario de 102 mol/dm?

Tabla 21. Coeficientes de selectividad del ESI, a través del método de las
soluciones mezcladas a una concentracion del interferente de 10? mol/dm?

Ion interfe o1 ot ot 01

rente KjB Log K 4BRef.” |Log KjB Ref.”

K 6,25 * 107 -1,2041| 1L17,32-10* -34
1.6 2,22 <103

Na* 1,59 < 102 -1,2291| L18,52+10* -4,2
169,10 - 10*

Zn™ 1,26 + 10 -0,8996 | 115,73 °10° -4,0
1.6 4,90 103

Fuente:** S. Sadeghi, M. Eslahi, M. A. Naseri, H. Naeimi, H.
Sharghi, A. Shameli (2003)

Como puede verse en la tabla, la mayor interferencia se obtuvo para
el Zn", siguiendo el siguiente orden (Zn?>Na" > K). En estudios simi-
lares por otros autores (Sadeghi ez al., 2003) con ESI L1 y L6 resulto
mas interferentes para la 1-furoil-3,3-dietiltiourea que la base derivada de
(Sadeghi ez al., 2003) 2,2_-[4,4_diphenyl-methane bis(nitrilomethylidy-
ne)|- bisphenol (L1) y 2,2_[4,4_diphenylsulfonebis (nitrilomethylidyne)]
-bis(4-methyl phenol) (I.6), empleando el método de las soluciones mez-
cladas y el BHNB empleando el método de igualacion de los potenciales.

Obtencidn y caracterizacidon quimica de un microsensor
CHEMEFET para aplicaciones medioambientales

Microsensores basados en Transistores de Efecto de Campo (CHEM-
FET), para la determinacion de aniones NO, en aguas empleando mem-
branas poliméricas que utilizan como portador cationico al nitrato de
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tetradecil amonio (NTDA) y que son depositadas en la compuerta no
metalizada, de dimensiones de 20 -500pm de los transistores.

La caracterizacion quimica se realizo mediante el empleo de un ins-
trumento virtual desarrollado en ambiente LabView. Los microsensores
poseen un rango de respuesta lineal de tres décadas con un limite practi-
co de deteccion de 8,78 * 10° M y una sensibilidad de 59,7 + 1,2 mV/dec.

Estos mostraron mejores tiempos de respuesta que sus analogos ma-
crosensores del tipo Electrodo Selectivo de Tones (ISE) y su tiempo de
vida fue de al menos seis semanas. El estudio de interferencias realizado
demostro la selectividad hacia el anion nitrato que presentan estos Tran-
sistores de Efecto de Campo Quimicamente Modificados.

Se emplearon transistores de efecto de campo fabricados en el Ins-
tituto de Microelectronica de Barcelona. Estos poseen una compuerta
de 20 - 500 pm formada por una capa de nitruro de silicio/6xido de sili-
cio. Para la seleccion de los transistores se tom6 como criterio que los
valores de las corrientes de fuga en las uniones p-n estuvieran por debajo
de los 10 nA, ya que para un correcto funcionamiento de estos transisto-
res es de gran importancia el hecho de minimizar al maximo sus valores.

La composicion de las membranas poliméricas fue la siguiente: 7 %
del ionoforo nitrato de tetradecil amonio (NTDA), 64 % del disolvente
mediador orto-nitrofeniloctiléter (0-NPOE) y 29 % de la matriz polimé-
rica PVC. Todos los componentes se disolvieron en THEF. Una vez ho-
mogeneizada la mezcla fue depositada sobre la compuerta del transistor
mediante el empleo de una micropipeta, después de lo cual se dejo secar
durante 24 h a temperatura ambiente quedando asi listos para su empleo
y caracterizacion.

Los microsensores fueron caracterizados quimicamente mediante
el empleo del método de la adicion conocida. Para ello se construyo
una tabla de adiciones que garantizaba un barrido de concentraciones
entre 10-7 y 10-2 M a fin de poder determinar el rango de respuesta
lineal, el limite practico de deteccion y la sensibilidad (pendiente de la
recta) del microsensor construido.

Se empleo el instrumento virtual desarrollado en ambiente LabView
para este tipo de microsensores, mediante el cual se mide el valor del
potencial entre el terminal de compuerta y la fuente (V) de los CHEM-
FET al variar la actividad del ion nitrato en el intervalo de concentra-
ciones ya mencionado. El sistema de medicion desarrollado por nuestro
grupo de trabajo consta, como se muestra en la figura 23, de una PC
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portatil, una tarjeta de adquisicion de datos (National Instruments), un
circuito para la polarizacion de los transistores, una fuente de voltaje

doble y un electrodo de referencia de Ag/AgCl.
Sensor y electrodo de referencia Circuito de polarizacion

Fuente

Computadora portatil Tarjeta de adguisicién de datos

Figura 23. Sistema de medicion empleado y partes

La evaluacion de los microsensores se realizo durante un periodo de
tiempo largo a fin de determinar su tiempo de vida, es decir, el tiempo
transcurrido hasta que la pendiente comienza a deteriorarse y a dismi-
nuir su valor alejandose del valor tedrico. En la figura 24 puede obser-
varse que este tiempo fue de unas seis semanas. Este valor es algo su-
perior al reportado para este tipo de microsensores, aun cuando resulta
menor que el de sus homologos macrosensores ISE dado que existe una
menor adherencia de la membrana a la compuerta del microsensor.

12-;33_1 #l
]
PR
‘o
a tioms S0
a 20 40 L21] &l 100

Figura 24. Variacion de la sensibilidad en el tiempo

Los valores de los parametros de caracterizacion de los CHEMFET
obtenidos y los valores reportados por la literatura de los macrosensores
ISE con igual composicion de membrana estan reflejados en la tabla 22.
Estos resultados confirman que los nuevos microsensores poseen valores
de pendiente cercanos al reportado tedricamente para aniones monova-
lentes a T=25 °C, cuyo valor es de 59,16 mV/dec. Por otra parte, se puede
apreciar que los valores de sensibilidad, coeficiente de correlacion lineal,
limite inferior de respuesta lineal y limite practico de deteccion de los
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microsensores son comparables con los de los macrosensores. Los limites
de deteccion estan en plena concordancia con los reportados, en general,
para sensores potenciométricos.

Tabla 22. Parametros de calibracion de los CHEMFET y de los ISE que
utilizan la membrana NTDA selectiva al ion nitrato

Parametros CHEMFET ISE
S (mV/dec) 59,7 +1,2]-599 09
Coeficientede correlacion > 0,99 > 0,99
LIRL (M) 2,14+ 105 | 195107
LPD (M) 8,78 < 10°| 849 -10°
Rango de pH 1,5-7,5 2,5-11,5
Tiempo de vida (meses) ~15 ~6
Tiempo de respuesta (s) 0,95 20

Como se puede observar en la figura 25 se presenta una de las curvas
tipicas obtenidas para el calculo del tiempo de respuesta; el valor de \A
se estabiliza con rapidez luego de realizar el cambio de concentracion.
En todos los CHEMFET estudiados el tiempo de respuesta estuvo por
dejado de un segundo y su valor promedio fue de 0,95 segundos. Este
valor es mucho menor que el reportado Arada (2012) para los ISE fabri-
cados con la misma sal cuaternaria de amonio (NTDA). Consideramos
que esta diferencia en los tiempos de respuesta esta asociada al hecho
de que en los microsensores los mecanismos que establecen el potencial
medido ante un cambio de concentracion son diferentes a los que deter-
minan el potencial en los ISE.

W@ EAm o
5500 =
S50 4
540 4
530 4
520 4
10
m .
#50 -
=1 r Y , We
1780 1500 150 1230

Figura 25. Curva tipica de respuesta obtenida para un cambio de concentracion

de 10° M a 10* M de NO,- en un fondo de agua a T = (25 + 1) °C
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En la tabla 23 se muestran los valores calculados de los coeficientes
de selectividad potenciométricos para diferentes aniones. También, a
manera de comparacion, se presentan estos coeficientes calculados para
los macrosensores ISE. De esta tabla se concluye que no existen variacio-
nes notables en la selectividad de los CHEMFET y los ISE para estos
aniones interferentes, empleando la sal cuaternaria de amonio.

Pot
Tabla 23. K5 para diferentes iones de los CHEMFET y de los ISE que
utilizan la membrana NTDA selectiva al ion nitrato

Iones Valores de Kr*.

interferentes .
CHEMFET ISE

Cr 9,8 +10° 8,7+10°
Br 9,8 +10°% 4,6 107
ClO* 5,5 107 9,9 « 10"
BrO* 5,5+10? 7,2+ 107
10* 5,7 103 52+ 10*
SO,” 5,2+ 10* 1,510

Biosensor para la determinacion de compuestos fendlicos
empleando la enzima polifenol oxidasa

Un biosensor electroquimico fue construido, usando la polifenol oxidasa
(PPO) para la determinacion de catecol. La PPO empleada como enzi-
ma fue obtenida de la Archontophoenix Cunninghamiana. La respuesta
del biosensor enzimatico fue monitoreada.

Construccion del biosensor

La mezcla grafito (50 %, w/w), Araldita-endurecedor (35 %, w/w) se ho-
mogenizo, lograndose una resistencia menor a dos KQ o igual a este,
luego se mezcld con el tejido fino de la Latania Sp. (15 %, w/w) y fue
empaquetado firmemente en un tubo plastico junto con el alambre de
cobre empleado como contacto eléctrico (figura 26).

Parametro operacional del biosensor

Se determino el pH optimo para el trabajo, asi como el potencial de re-
gistro, la corriente de flujo del portador y el volumen de inyeccion de la
muestra. Los resultados demostraron que el pH desempena un rol impor-
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Figura 26. Representacion esquematica del sistema de analisis de inyeccion en

flujo empleado en este estudio (FIA). a) Solucion del transportador, b) lazo de

muestra, ¢) muestra, d) jeringa, e) inyector, f) celda electroquimica, g) detector,
h) senal amperométrica

tante en la respuesta del biosensor amperométrico, resultando por ambos
métodos empleados (el analisis por inyeccion a flujo (FTA) amperomé-
trico y la Voltametria Ciclica (VC)) el pH 6,7 como el 6ptimo (tabla 24).

Tabla 24. Optimizacion de los parametros de trabajo del biosensor

Parametros Rango Valor optimo
estudiado

pH 2,0-7,0 6,7

Volumen de inyeccion (pL) 50-300 200

Potential de registro (V) -0,1-0,5 -0,4

Corriente de flujo (mL min?) 2,3 2,3

Todas las medidas se realizaron con Autolab Type III, Potentiostat/
Galvanostat. El sistema Electroquimico Purpose General (GPES, por
sus siglas en inglés) pH Lab Metrohm 827. Todas las medidas fueron
efectuadas a temperatura ambiente.

Los experimentos del analisis por inyeccion en flujo (FIA ampero-
métrico) fueron realizados usando una celda de flujo, la cual esta confi-
gurada por tres electrodos: el biosensor amperométrico construido, el
electrodo Ag/AgCl_, y un electrodo de auxiliar de acero inoxidable.
Ademas se emple6 para la propulsion de la solucion amortiguadora bu-
ffer un sistema gravitacional (2,3 mL min?).

Caracteristicas de respuesta del biosensor

Se emplearon los métodos de Voltametria Ciclica y el de Analisis de
inyeccion en flujo (AIF) para establecer el pH 6ptimo, en una solucion
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amortiguadora buffer de fosfato como transportadora de la muestra, va-
riandose el pH de trabajo. Como puede apreciarse en las figuras 27 y 28,
la respuesta obtenida esta relacionada al pH de trabajo, obteniéndose la
maxima respuesta a pH 6,7.

108 F

%D =10 .//’-’fl-f'

pH

Figura 27. Respuesta del biosensor al variar el pH,
para una solucion de catecol 1 * 10 mol/L, por el

método de AIF
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Figura 28. Voltamperogramas ciclicos obtenidos en
solucion de catecol 1410*mol/L, a pH: 8; 6,7; 4; 3; 2

Por Voltamperometria Ciclica se estudio el comportamiento oxida-
cién-reduccion de una solucion de catecol 1 * 10* mol/L. Como se ilustra
en la figura 29, la enzima polifenol oxidasa es capaz de catalizar la oxi-
dacion del catecol a o-quinona como un producto primario, pero en los
registros obtenidos se observaron dos reducciones, una correspondiente
a la reduccion electroquimica de la o-quinona a catecol a un potencial de
-0,1 y una segunda correspondiente a la reduccion de catecol a catecol
monofosfato (CMP), la cual es obtenida - 0.4V aproximadamente.
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Figura 29. Representacion esquematica de la reduccion-oxidacion
electroquimica del catecol en presencia de la enzima polifenol oxidasa

En la figura 30 se puede apreciar la reduccion electroquimica de
o-quinona a catecol mono fosfato (CMP) muy cercano a -0,4 V.

0.18x10
0.13x102 |
0.08x102 |
0.03x10
-0.02x1073
0.07x107
0.12x1073
0.17x1073+
0.22x10°3-
-0.27x1073
41.32;:11_1;;'__

100 -0.450 -0.200 0.050 0.300 0.550

Figura 30. Voltamperograma Ciclico (VC, i/ pA vs E/V) de
la reduccion electroquimica del catecol a CMP en solucion del

amortiguador de fosfato (pH 6,7)

La respuesta obtenida a la variacion de la concentracion de catecol
en solucion buffer 6,7 por el método VC (i/pA vs E/V), es representada
en la figura 31, para concentraciones el catecol desde 6,66 * 10° (1) —
2,06 * 10° mol/L(6); en la cual se aprecia el correspondiente crecimiento
de la onda de reduccion de o-quinona a catecol a un potencial de -0,1V.
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0.82x10*
0.57%10*
0.32x10+

0.07x10*

-0.18x10"

-0.43x10* 4
-0.70 -0.452 -0.202 0.048 0.298 0.543

Figura 31. Estudio por el método VC (i/pA vs E/V) de la
respuesta del biosensor en presencia de solucion amortiguadora

de fosfato pH 6,7

Curva de calibracion

La determinacion de la curva de calibracion a través del método de ana-
lisis en flujo en un rango de concentracion de 1 ¢ 10® a 3 *10* mol/L
de catecol. En la figura 32 puede apreciarse que se obtuvo una buena
relacion lineal entre las corrientes culminantes catodicas obtenidas en
el registro para las concentraciones de catecol testadas con un lazo de
muestra de 200 pL. a una corriente de flujo del portador del buffer fosfa-
to de 2,3 mLL. min_ 1, con un coeficiente de correlacion de 0,99756.

ipA | (A)

702907 [}
6.0x10" -
5.0x107 -
4.0x10"
3.0x107

2.0x10"

100 T T T T T T T T 1
2,0%1073,0x107"4,0x1075,0x1076,0x1077.0x1078,0x107"9.0x10™"1,0x1071,1x10"7

C catecol moliL
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Figura 32. A) Curva de calibracion utilizando soluciones estandar 3
*10* mol/L - 1 * 10® mol/L de solucion de catecol, a un potencial de
registro de - 0,4V (vs Ag/AgCl), con un volumen inyeccion de 200 pL
y una corriente de flujo del portador de 2,3 mL. min- 1

B) Respuesta de la inyeccion en flujo obtenida para tres inyecciones
consecutivas de soluciones de catecol: a) 3 * 104, b) 5« 104, ¢) 7 « 10%,
d)9+10*ye)1l*10° mol/L.

La buena repetibilidad obtenida se muestra en el registro en la figura 33
para 25 determinaciones consecutivas de una solucion de catecol de con-
centracion 9 * 10* mol/L. a pH pH 6,7.

0,9

A
M = %
R —.

T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000

Tiempo/S

Figura 33. Repetibilidad obtenida en la respuesta para 25
inyecciones consecutivas de una solucion de catecol 9 * 10* mol/L,
con solucion portadora buffer de fosfato a pH 6,7
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Determinacién de acido caféico y acido salicilico

Los registros de soluciones de acido caféico y acido salicilico de concen-
tracion 1 ¢ 10* mol/L, empleando el método de analisis de inyeccion a
flujo se pueden apreciar en la figura 34. Los picos obtenidos son bastante
reproducibles en las cincoinyecciones consecutivas registradas.

(a) acido cafgico (b) acido salicilico

Figura 34. a) y b). Registro obtenido por el método CV, para soluciones
estandar 1 * 10* mol/L de acido caféico y acido salicilico, en portador buffer
fosfato pH 6,7
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Este libro se presenta como mate-
rial de apoyo a los estudiantes
universitarios de pregrado y pos-
grado en ciencias quimicas. Es
una breve introduccion a los
sensores quimicos, fundamental-
mente a los potenciométricos,
en especial a aquellos que incor-
poran material bioldgico (biosen-
sores), en este caso amperomeé-
trico. Se explican los electrodos
selectivos aiones y se ejemplifi-
can los biosensores utilizados en
el andlisis de farmacos, detec-
cion de plaguicidas, fertilizantes
y en el andlisis de adifivos ali-
mentarios. Asimismo, se muestran
construcciones de electrodos
selectivos a varios iones y sus
parametros de respuestas mas
significativos.
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