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RESUMEN

Nuestro equipo investigador, en colaboracion con la empresa Grupo Interlab, SA. (Madrid),
[leva varios afios involucrado en un ambicioso proyecto que ha llevado al mercado un
instrumento optoelectronico para andlisis y control medioambiental e industrial. El sistema
multicanal utiliza sensores y biosensores sobre fibra éptica basados en indicadores especificos
resultantes de la ingenieria molecular y fotoquimica de complejos luminiscentes de Ru(ll). De
esta forma, se ha conseguido un novedoso dispositivo capaz de monitorizar simultdneamente por
via éptica, in situ y en continuo, diversos parametros esenciales en calidad de aguas y procesos
industriales (oxigeno, temperatura, pH, amonio, DBO, hidrocarburos, detergentes y pesticidas de
tipo carbamato) mediante el simple cambio de terminal sensible situado en &l extremo de la fibra
Optica, ya que todos los indicadores preparados a medida se excitan por la misma luz y emiten
luminiscencia en la misma region espectral. La presentacion detallard € camino seguido desde
e disefio y preparacidon de estos Ultimos hasta la validacion de campo de los dispositivos
desarrollados.
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instrumento optoelectronico para andlisis y control medioambiental e industrial. El sistema
multicanal utiliza sensores y biosensores sobre fibra 6ptica basados en indicadores especificos
resultantes de la ingenieria molecular y fotoquimica de complejos luminiscentes de Ru(ll). De
esta forma, se ha conseguido un novedoso dispositivo capaz de monitorizar simultaneamente por
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luminiscencia en la misma regidn espectral. La presentacion detallara el camino seguido
desde el disefio y preparacion de estos Ultimos hasta la validacion de campo de los dispositivos
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INTRODUCCION

El impacto de la industridizacion y la
contaminacién medioambiental asociada a ella se
ha extendido virtuamente a todas las naciones y
comunidades.

Como consecuencia de €llo, la proteccion de
medio ambiente esta recibiendo una considerable
atencion. Cada uno de los aspectos relacionados
con dicha proteccién requiere, en Ultima instancia,
una monitorizacion de pardmetros fisicos o
quimicos'.

Cua quier programa de control medioambiental (de
las aguas naturales o la atmosfera, de efluentes
industriales o domésticos, del vertido de residuos,
etc) debe pasar por la determinacién,
preferiblemente in situ, en continuo y en tiempo
rea, de las especies relevantes @ mismo y de su
magnitud o concentracion.

No resulta sorprendente, por elo, que se hayan
desarrollado multitud de técnicas e instrumentos
en respuesta a demandas especificas de las
instituciones responsables a nivel supranacional,
nacional, regional o local®.

TECNOLOGIAS PARA PROTECCION DEL
MEDIO AMBIENTE

En relacion a las nuevas tecnologias para la
proteccion del medio ambiente, e parlamento
europeo y € consgo de la Unién Europea
subrayaron hace casi ya 10 afios (Decision n°
1110/94/CE), la necesidad de que & esfuerzo en
I+D tecnolGgico se centrara, entre otras, en las
tecnologias instrumentales necesarias para la
observacion, vigilancia e  investigacion
ambientales.

“Ello implica, en particular, una contribucion al
desarrollo de las tecnologias de observacion de la
tierra, [...], incluyendo aqui los sensores, las
tecnologias de observacion y de vigilancia de los

diferentes comportamientos de la biosfera, €
mayor desarrollo de las tecnologias de andlisis de
los diferentesmedios|...].

Se incluiran también todos los instrumentos
relacionados con la prevencion de catastrofes
naturales y con € control de la contaminacion
provocada por instalaciones industriales”.

Estas recomendaciones quedaron reflgjadas en €
programa “Environment and Climate” desarrollado
en e cuso dd IV Programa Marco de
Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico, asi como
en programas posteriores (e.g. “Quality of Life and
Management of Living Resources” del V
Programa Marco, 1998-2002).

La sensibilidad, especificidad y versatilidad de los
métodos Opticos de andlisis han convertido a la
espectroscopia en una técnica muy popular sobre
la que basar sistemas de monitorizacion
medioambiental®.

Desafortunadamente, las caracteristicas que hacen
tan atractiva la espectroscopia, también han
conducido (hasta la fecha) a dispositivos costosos
y métodos complejos en relacion, por gemplo, a
los bien establ ecidos sensores el ectroquimicos.

Los sensores quimicos de fibra Optica (u
“optodos”, figura 1), superan dichas limitaciones
mediante la fabricacién de instrumentos mas
econdmicos que, a mismo tiempo, sean lo
suficientemente especificos, sensibles y robustos
para cumplir su mision anditica en medio
ambiente, aportando sus caracteristicas inherentes
a la utilizacion de guias de luz y procesos
fotoquimicos o fotofisicos apropiados (carencia de
consumo de andito y dafios  eléctricos,
versatilidad, miniaturizacién, densidad de
informacion transportada, tenacidad, etc.): unaluz
vigia hasta €l extremo sensible que contiene un
indicador o6ptico cuya absorcién, reflexion o
fluorescencia se modifica por e analito deinterés.

'B. Dag (ed.), “The Global Environment: Science, Technology and Management”, Wiley-VCH, Weinheim

(Alemania), 1997.

“er, p. §., d excdente informe de WS Atkins Management Consultants, “Markets for Environmental
Monitoring Instrumentation”, Dept. for Trade and Industry, HM SO, Londres, 1991.
*R.N. Reeve, “Environmental Analysis”, Wiley, Chichester, UK, 1994.
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La instrumentacion optoelectrénica que utiliza
tales sensores (figura 1) consta, habitualmente, de
una fuente de luz cuya radiacion (generamente
monocromada por algun tipo de filtro) se lanza a
interior del nuicleo de un conductor éptico.

La guia de luz lleva ésta hasta e termina
sensible,—verdadero “corazon” del dispositivo—,
que contiene una molécula indicadora especifica
(reactivo) inmovilizada firmemente en un soporte
polimérico. Al producirse la interaccién selectiva
con € analito objetivo, alguna propiedad 6ptica del
indicador (absorcion, reflectancia, fluorescencia,
polarizacion, indice de refraccion,...) experimenta
un cambio medible. Asi, la radiacién modificada,

abandona € termina sensible y se conduce de
vuelta a detector fotonico a través de la fibra
Optica. La sefial eléctrica del detector se amplifica
convenientemente y se procesa digital mente.

Una calibracion adecuada utilizando patrones
analiticos permite llevar a cabo, posteriormente, la
medida in situ y en continuo de las especies
guimicas de interés, con ta de que la interaccion
sensor-andito sea de naturaleza reversible. S se
trata de un biosensor, € transductor opto-quimico
se acopla en € termina sensible con un elemento
de reconocimiento de origen bioldgico (enzima,
anticuerpo e, incluso, un microorganismo intacto)
gue aporta especificidad ala medida analitica.

Fig. 1. Esguema simplificado de un sensor quimico luminiscente sobre fibra dptica y equipo
optoelectronico multiparamétrico OPTOSEN® de Grupo Interlab (Madrid). El extremo sensible,
gue contienela capa reactiva con e indicador inmovilizado, es intercambiable por e usuario
seglin d analito deseado (como gjemplo, €l destinado a la medida de oxigeno disuelto en aguas).

Tradiciondmente, las medidas Opticas maés
utilizadas para la monitorizacion remota por fibra
Optica ha sido la absorcion de luz por las
moléculas de indicador inmovilizadas (o la
variacion de la reflectancia difusa en € caso de
indicadores soportados en materiales opacos a la
radiacion, pero transparentes a la entrada del
andlito).

No obstante, estimulada por los avances
tecnoldgicos, la monitorizacion de especies
quimicas mediante sensores luminiscentes se va
imponiendo, gracias a las ventgjas decisivas que
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proporciona esta técnica (extrema sensibilidad,
mayor selectividad, versatilidad y tiempo de vida
operativa de | os dispositivos resultantes).

De acuerdo con dicho principio de medida, la
fuente de excitacion (hoy en dia diodos emisores
deluz o diodos | aser) envia luz de una determinada
longitud de onda (0 una regién estrecha) a
terminal sensible através delafibra éptica

Las moléculas de indicador luminiscente
inmovilizado absorben dicha luz y emiten
radiacion de mayor longitud de onda (i.e, de
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menor energia debido a las pérdidas intrinsecas
derivadas de los procesos fotofisicos de
excitacion-relgjacion).

La mayoria de los indicadores que hemos
desarrollado en e Laboratorio de Fotoquimica
Aplicada de la UCM absorben luz violeta o azul y
emiten en la regidn rojo-anaranjada del espectro
electromagnético. De esta forma, la separacién de
la débil luminiscenciay la intensa excitacion se ve
facilitada extraordinariamente, o que permite la
utilizacion de filtros 6pticos econémicos.

En la version mas simple del dispositivo sensor, la
especie quimica objetivo (andito) es capaz de
penetrar en la membrana sensible situada en €
extremo de la fibra dptica (figura 1) y colisionar
con las moléculas indicadoras fotoexcitadas
electrénicamente antes de que hayan tenido
ocasion de volver a su estado fundamenta
espontaneamente (en UNOS POCOS NS O S).

Como consecuencia de la colision, tiene lugar una
desactivacion ~ bimolecular  del indicador
competitiva con su luminiscencia, de manera que
la intensidad de emisién de luz disminuye con
respecto a la observada en ausencia de andito
quimico.

Una consecuencia obvia del proceso de
desactivacion molecular es la aceleracion del
proceso de regreso del indicador fotoexcitado, asu
estado primitivo (antes de la excitacion).

Por consiguiente, es posible diseflar sensores
quimicos sobre fibra o¢ptica basados en la
monitorizacion de la intensidad de luminiscencia
gue proviene del terminal sensible (utilizando una
fuente de luz continua para la excitacion) o bien
basados en la velocidad de extincién de la emision
(usando una fuente pulsada).

Las ventgjas adicionales de las medidas anditicas
basadas en la cinéica de luminiscencia son su
independencia intrinseca de (i) la cantidad de
indicador inmovilizado, (ii) las fluctuaciones de la

intensidad de la fuente de excitacion o de la
respuesta del detector y (iii) la luz ambiente
(radiacién continua).

La cinética de extincién de la luminiscencia de una
molécula indicadora fotoexcitada se caracteriza
por e denominado tiempo de vida de emisién (1),
un parametro igual al inverso de su constante de
relgjacion al estado fundamental.

Bésicamente, hay dos métodos bien establecidos
para determinar en sensores Opticos. la técnica de
excitacion con destello y muestreo de la sefial de
luminiscencia de termina y la técnica de
excitacion con luz de intensdad modulada y
deteccion, sensible alafase, delaemision®.

Excepto en casos muy favorables (indicadores
fosforescentes), la primera es més exigente en
términos de electrénica requerida que la segunda,
debido a la extraordinaria rapidez del proceso de
extincion de laluminiscencia (T < 5 ps).

La utilizacion de una unidad opto €eectrénica
especificamente disefiada paralamedidain situ, en
tiempo real con sensores quimicos sobre fibra
Optica, capaz de interrogar diferentes terminaes
sensibles @ mismo tiempo o en répida secuenciay
basada en la técnica de modulacion de fase, debe
permitir una sustancial disminucion del coste
asociado con la instrumentacion requerida para
medidas de terminaes luminiscentes y un
considerable aumento de la estabilidad de la
medida.

En los Ultimos 20 afios, hemos asistido
précticamente a nacimiento, infancia y llegada a
la madurez de los sensores quimicos de fibra
Opticaen el ambito académico mundial.

Centenares de publicaciones en este campo han
descrito dispositivos y principios de medida Optica
de gases (02, CO2, NH3, Cl2, HCN,...), cationes
(H+, Nat, K+,...), aniones (Cl-, Br-, NO3-,...) y
contaminantes organicos (hidrocarburos,
organoclorados,..)’.

“JR. Lakowicz, “Principles of Fluorescence Spectroscopy”, 22 edicion, Plenum, New Y ork, 1999.

®Dos de las més exhaustivas y recientes revisiones del tema son la monografia de O.S. Wolfbeis (ed.), “Fiber
Optic Chemical Sensors and Biosensors” (2 vols.), CRC Press, Boca Raton, Fla. (USA), 1991y € capitulo de
C. Cémara, M.C. Moreno y G. Orellana, Chemica Sensing with Fiberoptic Devices, en “Biosensors with
Fiber Optics”, Wise & Wingard, eds., Humana Press, Clifton, NJ (USA), pp. 29-84, 1991.
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SENSORES QUIMICOS

Sin embargo, & desnivel existente entre la
investigacion bésica y la fabricacion industria y
comercidizacion de taes dispositivos solo se ha
superado muy recientemente.

Las razones de ello pueden resumirse en los
siguientes puntos.

Desconocimiento de las necesidades del usuario
fina.- Frecuentemente la labor “académica”
investigadora en € area de los optosensores no ha
tenido en cuenta los requisitos de los usuarios
potencides de la tecnologia medioambiental
desarrollada (analitos y niveles de concentracién,
determinaciones ya resueltas satisfactoriamente
por otras técnicas, estudios de costes de desarrollo
y del producto final, plazos, etc.)®.

Fata de versdtilidad de los sensores.- Se han
descrito infinidad de principios de medida Optica
(por absorcién, emision, reflexion, cambio de
indice de refraccion, etc.), pero cada uno es
especifico de un analito concreto lo cua exige
cambiar la fuente de luz, sistemas de seleccidn de
longitudes de onda, disposicion del terminal
sensible de fibra ptica, detector, etc. en cada caso,
dificultando asi su puesta en el mercado’.

Coste- La mayoria de los sensores Opticos
publicados hasta la fecha se han desarrollado sobre
instrumentacion  espectroscopica de |aboratorio
(sofigticados espectrometros, |&seres,
monocromadores, Optica, etc.), de elevado precio y
prestaciones, que no es tradadable a la situacion
dd mercado medio ambiental enormemente
competitivo y de amplia difusién, lo que determina

gue la instrumentacién para control haya de ser
economica.

No existen todavia instrumentos comerciaes
adaptados particularmente a la naturaleza de la
medida &ptica concreta.

Carencia de indicadores disefiados “a medida.- la

mayoria de grupos investigadores en esta &rea se
ha centrado fundamentalmente en los aspectos
analiticos del desarrollo de sensores, utilizando
indi cadores Opticos comercia mente asequibles.

S6lo una colaboracion multidisciplinar  con
guimicos expertos en sintesis organica/inorganica
y en la fotofisica y fotoquimica de moléculas
Opticamente activas hace posible disefiar principios
de medida especificos para un parametro fisico o
guimico, con los requisitos imprescindibles de
fotoestabilidad del indicador, sensibilidad 4
andlito y anclge a soporte polimérico que
congtituye € termina sensible (ausencia de
“lavado” o pérdida’).

Ausencia de validacion analitica.- Los trabajos
publicados sobre sensores quimicos de fibra dptica
sblo se han ensayado en condiciones de |aboratorio
(matrices “limpias”, falta de interferentes y de las
drésticas condiciones de la medida in situ,
determinaciones analiticas de una Unica jornada de
trabajo o muy pocos dias, €tc.).

No se han llevado a cabo ensayos de
monitorizacion medioambienta in situ, durante un
nimero de meses, en diferentes estaciones ddl afio
y localizaciones, y con las sondas Opticas sujetas a
entorno real agresivo (e.g. “biofouling”, abrasion,
ensuciamiento,..?).

®F. Colin y P. Quevauvillier (Eds.), “Monitoring of Water Quality: The Contribution of Advanced

Technologies”, Elsevier, Amsterdam, 1998.

(@) J.R. Lakowicz (ed.), “Topics in Fluorescence Spectroscopy”, Vol. 4: “Probe Design and Chemical
Sensing”, Plenum, New York, 1994; (b) G. Orellanay D. Garcia-Fresnadillo, “Environmental and industrial
optosensing with tailored luminescent Ru(ll) polypyridyl complexes”, en “Optical Sensors: Industrial,
Environmental and Diagnostic Applications” (Springer Series on Chemical Sensors and Biosensors, Val. 1),
R. Narayanaswamy y O.S. Wolfbeis, Eds., Springer Verlag, Berlin-Heidelberg, 2003.

8C. Cémara, C. Pérez-Conde, M.C. Moreno-Bondi y C. Rivas, “Fibre-Optical Sensors Applied to Field
Measurements”, en “Quality Assurance for Environmental Analysis. Method Evauation within the
Measurements and Testing Programme (BCR)”, Ph. Quevauviller, EA. Maier y B. Griepink (eds.), Elsevier,

Amsterdam 1995; pp. 165-192.
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Una dedicacién conjunta de fabricantes de
instrumentacion opto-electronica, de expertos en
andisis medioambiental, de organismos oficiales
de vadidacion y de los usuarios findes es, por
tanto, imprescindible para “poner a trabajar” los
esfuerzos  conjuntos de  espectroscopistas,
fotoquimicos, quimicos organicos e inorganicos,
analiticos e ingenieros en investigacion basica y
aplicada. El proyecto llevado a cabo en nuestro
equipo de la UCM durante los Ultimos 7 afios ha
pretendido  especificamente  abordar  dichos
aspectos, gracias ala experiencia combinada de los
participantes universitarios e industridles y a
liderato en sus respectivas areas de actividad.

PARTE EXPERIMENTAL

El equipo optoelectrénico desarrollado por Grupo
Interladb y la UCM (OPTOSEN®), es un
instrumento elaborado ex-profeso para
determinaciones analiticas medioambientaes in
situ por fibra dptica utilizando la familia de
indicadores luminiscentes ingeniados y patentados
por € Laboratorio de Fotoquimica Aplicada de la
UCM (ver lista de referencias). Dichos indicadores
pertenecen a grupo de los compuestos de
coordinacién de rutenio (1) con ligandos
poliazaheteroarométicos quelatantes (figura 2)°.
Entre sus ventgjas, de cara a la fabricacion de
termindes  sensibles para medidas de
luminiscencia por fibra éptica, se encuentran: una
fuerte absorcion en la region azul del espectro
electromagnético, intensa emision roja, largos
tiempos de vida de emisén (02 a 7
microsegundos), una considerable fotoestabilidad
(comparados con las moléculas fluorescentes
indicadoras puramente organicas) y, sobre todo, la
posibilidad de "sintoniza" finamente sus
propiedades fotofisicas y fotoquimicas a través del
moléculaindicadora (ver lista de referencias).

disefio molecular de los ligandos heterociclicos,
coordinados a centro metalico. Como se detalara
en la presentacion, la modificacion quimica de los
ligandos orgénicos, permite (i) gustar la carga
eléctrica neta global de complgo metdico
indicador (n+, 0, 0 m-); (ii) proporcionar grupos
funcionales para e anclgje del indicador a soporte
polimérico; (iii) hacer efectiva o incrementar su
interaccion con € andito diana o evitar
interferencias quimicas; (iv) aterar la solubilidad
del  complgo; (v) variar las propiedades
espectroscopicas y fotofisicas de  indicador
luminiscente. Incorporados en una membrana
indicadora situada en e extremo terminal de un
haz bifurcado de fibras dpticas, la determinacion
analitica puede redlizarse in situ con sensores de
durabilidad, versatilidad y precio competitivos o
superiores alos actuamente en el mercado.

Para aumentar la sensibilidad, precision,
estabilidad, robustez y versatilidad de la medida
con taes indicadores, se ha desarrollado un
instrumento (OPTOSEN®, figura 1) robusto y
provisto de sistemas de comunicacién remota
capaz de monitorizar la luminiscencia de los
mismos por fibra Optica a través de la técnica de
deteccion sensible ala fase™. La luminiscencia de
un indicador excitado con Iluz modulada
sinusoidalmente, aparece también modulada de
igua forma pero desfasada respecto a la radiacion
incidente; la magnitud de dicho desfase es funcién
del tiempo de vida del estado excitado (emisor) del
indicador luminiscente € cual, a su vez, esfuncion
del entorno fisico-quimico que rodea al mismo. Es
posible, redlizar la cuantificacion de un anaito
dado, con tal de que éste experimente a guin tipo de
interaccion con la moléculaindicadora (ver lista de
referencias).

°Aunque pueda parecer exdtico @ recurrir a un metal como @ Ru(ll), la presencia de éste confiere las
propiedades Unicas al compuesto de coordinacion resultante. Si se emplea Fe(l11), metal mucho mas abundante
situado en € mismo grupo que € rutenio, e complgo resultante es fuertemente coloreado pero no
luminiscente. Si se reemplaza por Os(I1), metal situado inmediatamente debgjo del rutenio en la Tabla
Periddica de los Elementos,  complejo resultante de la coordinacion a ligandos poliazaheterociclicos es
mucho menos luminiscente y presenta un tiempo de vida de emisién considerablemente inferior (ver ref. 7b).

1 E| sistema OPTOSEN® vy los correspondientes terminales sensibles luminiscentes intercambiables se
fabricay comerciaiza en la actualidad por Grupo Interlab, S.A. (Madrid, Espafia) (www.interlab.es; tel. +34-

913 589 611; fax +34-913 589 482).

TECNIA 20 (2) 2010



Monitorizacién de calidad de aguas y control de procesos mediante sensores quimicos de fibra éptica

Fig. 2

Estructura tridimensional de un tipico complgjo luminiscente de Ru(ll) con ligandos

poliaazaheterociclicos quelatantes (en la figura, el ligando 2,2’-bipiridina), utilizados por
nuestro equipo investigador para la fabricacion de sensores y biosensores quimicos sobre fibra
Optica para € control de calidad de aguas. Los 8 atomos directamente unidos al centro
metalico son nitrogeno; e resto congtituye & esgueleto carbonado y los hidrégenos

directamente unidos al mismo.

Como se ha indicado mas arriba, la adecuada
ingenieria molecular de los complgos
luminiscentes de Ru(ll) permite “sintonizar” las
propiedades del indicador para una respuesta
Optima a una especie quimica en particular”™. Por
gemplo, la inherente sensibilidad a oxigeno
molecular de taes indicadores, cuyo estado
electrénico excitado de energia mas bagja se ve
eficazmente desactivado por dicho gas, puede
incrementarse notablemente introduciendo, en la
estructura bésica de 2,2’-bipiridina o 1,10-
fenantrolina, anillos bencénicos conjugados en
posicion 4(7) del anillo de piridina coordinado a
metal (figura 2). De esta manera se prolonga
notablemente e tiempo de vida del estado excitado
del complgo luminiscente y aumentan las
probabilidades de colision con € 02*.

La desactivacion del estado excitado es répida y
completamente reversible, permitiendo con €elo la
medida en continuo e in situ de la concentracion de
02 disuelto (0,04-35 mg L-1) o en la atmosfera
(0,03-100%) con e mismo sensor (lo que no puede
realizarse utilizando los actuales “electrodos de

" a disminucién del tiempo de vida del estado
excitado (6) de un lumindforo en presencia de un
desactivador (Q), en fase homogénea fluida, viene
dada por la denominada ecuacién de Stern-
Volmer: 60/6 = 1 + kgb0[Q], en donde €
subindice “0” hace referencia a la ausencia de
desactivador, kq es la constante de velocidad del
proceso bimolecular de desactivacion y [Q] es la
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oxigeno™), bastando realizar el calibrado en uno u
otro medio.

Por otra parte, la utilizacién de determinados
soportes poliméricos, membranas semipermeables
y/o ligandos heterociclicos quelatantes provoca
una sustancial disminucion de la desactivacion del
complejo luminiscente por e oxigeno.

Lasensibilidad d pH ddl agua se logra mediante la
incorporacion de ligandos poliazaheterociclicos
dotados de atomos de nitrégeno que no participan
en la coordinacion a centro metdlico o grupos con
caracteristicas acido-base en posiciones adecuadas
de los anillos heterociclicos (hidroxilo, carboxilo,
amino,...).

La transferencia de i6n hidrogeno a o desde €
complgjo metdlico en estado electronico excitado
abre una via de desactivacion competitiva con la
luminiscencia del indicador. Ello se manifiesta en
unadisminucién o un aumento (segun la estructura
quimica del ligando) del tiempo de vida de
emision a aumentar € pH del medio.
concentracion de desactivador en la disolucion. La
inmovilizacion del luminéforo en un soporte
solido habitualmente provoca e aegamiento de la
linealidad en la ecuacion de Stern-Volmer. Una
explicacion mas detallada se encuentra en la ref.
7b.
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Mediante un correcto calibrado, la respuesta
sgmoidal de los diversos indicadores
luminiscentes disefiados y sintetizados en nuestro
laboratorio permite realizar la determinacion del
pH en € intervalo deseado (que se extiende
tipicamente a lo largo de 4-5 unidades de pH)
mediante sensores dpticos (figura 3).

La figura 3, muestra la determinacion simultanea,
continua e in situ del oxigeno disuelto, e pH y la
temperatura con sensores de fibra éptica en un
pequeiio curso fluvial. El equipo OPTOSEN® y

los correspondientes optodos se han instalado
durante varios meses en este lugar y en otros de
Espafia para llevar a cabo su validacion de campo
mediante la comparacion con los sensores
instalados  actuamente en las  mismas
localizaciones.

Una traza representativa de la monitorizacion
Ilevada a cabo durante una semana tipica muestra
las variaciones diarias y ocasionales de |os niveles
de andito.

Fig. 3  Monitorizacion in situ, continua y simultanea de oxigeno disuelto, pH y temperatura con tres de los
8 canales de fibra dptica del equipo OPTOSEN®, en un pequefio rio en los alrededores de Madrid.

Las medidas de amonio en aguas (0 de bicarbonato
en aguas y didxido de carbono en fase gaseosa)
pueden llevarse a cabo s se utiliza una membrana
permeable exclusivamente a gas para separar la
fase sensible a pH (un hidrogel que contiene €
complgo indicador) situada en € extremo de la
fibra Optica. De esta manera, se desvia una
pequefiisima cantidad del agua hacia el sensor y se
afiade  autométicamente  una  disolucion
concentrada de hidréxido sodico. La presencia de
una base fuerte convierte cuantitativamente e ion
amonio en gas amoniaco, que araviesa la
membrana semipermeable y penetra en la fase
reactiva. Alli, la entrada de amoniaco, fuertemente
basico, dtera e pH de dicha fase, lo cual afecta
draméticamente alaluminiscenciadel complegjo de
Ru(ll). El cese de la entrada de amoniaco provoca
la sdida de éste del extremo sensible y € tiempo
de vida de emision del indicador recupera su valor
de partida. La sensibilidad (0,1-500 mg L-1) y
tiempo de respuesta del optodo (<120 s) pueden
sdeccionarse a voluntad en funcion de la
concentracion de indicador en la fase reactiva, la
concentracion del electrolito (NHACI) en lamisma,
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la membrana permeable al gas y e soporte
polimérico del indicador.

Nuestro equipo investigador en la UCM ha venido
trabgjando también, en los dltimos afios, en €
desarrollo de un sensor luminiscente para la
medida de la demanda bioquimica de oxigeno
(DBO) de las aguas en continuo utilizando €l
monitor OPTOSEN®. Actualmente, e parametro
recogido en lalegidacion, como un indicador de la
calidad de las aguas en funcién de la cantidad de
materia organica presente en las mismas, es la
DBO?®. Dicho pardmetro se determinaatravés dela
medida, a lo largo de cinco dias, del consumo de
oxigeno de una muestra de agua colocada en un
recipiente hermético e inoculada por una cantidad
dada de biomasa. La cantidad de materia organica
de la muestra de agua (en mg L-1) se calcula por
comparacion con e consumo de oxigeno que
produce una mezcla patrén de glucosa y écido
glutdmico (GGA). Obviamente, este parametro
puede tener un valor punitivo a infractor causante
del vertido no autorizado, pero nunca paliativo al
requerir 5 dias para su determinacion. Por ello, €
desarrollo de sensores capaces de proporcionar en
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tiempo rea alguna medida proporciona a la
DBO5, es de candente actualidad y del méaximo
interés.

El funcionamiento del optodo de DBO que hemos
desarrollado en colaboracion con Grupo Interlab se
basa en la medida del oxigeno consumido por
bacterias inmovilizadas en una membrana porosa,
situada en e extremo del sensor, como resultado
de la respiracion aerébica de dichos
microorganismos que conlleva e consumo de
materia  organica La membrana de
biorreconocimiento esta unida intimamente a otra
membrana polimérica que actlia como transductor
opto-quimico de oxigeno. Esta dltima (la
membrana indicadora) contiene un complego
luminiscente de Ru(ll), sintetizado en nuestros
laboratorios, capaz de absorber luz azul y emitir
luz roja; € tiempo de vida de laluminiscencia roja
del indicador es funcién de la concentracion de
oxigeno en e medio, pudiéndose medir esta Gltima
mediante & caibrado del sensor. La luz de
excitacion y la emitida por la membrana

indicadora se conducen a través de fibra Optica
hasta € dispositivo optoelectronico de medida. Si
se mantiene un nivel constante de oxigeno en la
muestra (i.e. equilibrada a aire), cuya DBO se
desea medir, la concentracion de oxigeno que
detecta en cada momento € transductor 6ptico
acoplado a la membrana biosensora serd
inversamente proporciona ala cantidad de materia
organica gque contenga e agua. De esta manera,
hemos conseguido la determinacién de una DBO,
la cual hemos demostrado que es directamente
proporciona alaDBOS5 en € intervalo 1-2000 mg
L-1 lo que por eemplo, mediante €
imprescindible calibrado, nos ha permitido
determinar cada 30 min la DBO en € influente de
una estacion depuradora de aguas residuales
(EDAR, figura 4). Actuamente hemos
incrementado |a frecuencia de medida del sistema
OPTOSEN hagta los 15 min-1, lo que permite
adecuar e tratamiento secundario en la EDAR a
los imprevisibles picos de entrada de materia
organica, superiores alos valores habitual es.

AL

Fig. 4.

Monitorizacion continua in situ de la demanda bioguimica de oxigeno (DBO) con € equipo
OPTOSEN® vy los biosensores luminiscentes desarrollados por la UCM que contienen bacterias
inmovilizadas en €l extremo de un transductor optogquimico de oxigeno disuelto. Cuanto mayor esla
carga de materia organica del agua, menor es el contenido en oxigeno que detecta € transductor

[umini scente.

El reconocimiento de moléculas de detergente o de
hidrocarburos en las aguas tiene lugar s se
introducen largas cadenas hidrocarbonadas (C14-
C18) en la periferia del complegjo metdlico y éste
se ancla covaentemente sobre un soporte
adecuado.

El efecto del soporte del indicador (un polimero
organico o inorganico) no puede despreciarse:
frecuentemente € mejor complgo luminiscente
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indicador, como se ha deducido de investigaciones
previas sobre su interaccion con e analito en
disolucioén, no proporciona un optodo (til debido a
|os importantes cambios de sensibilidad, d lavado
de mismo o a interferencias quimicas que se
producen tras lainmovilizacion.

La determinacién de pesticidas de tipo carbamato
ha podido redlizarse mediante un biosensor
enzimético que aprovecha la inhibicion de la



actividad catalitica de la acetilcolinesterasa por
estos andlitos. Para ello, hemos disefiado y
sintetizados complejos de Ru(ll) acetilados en la
parte extena de uno de sus ligandos
poliazaheterociclicos, cuya luminiscencia
disminuye drésticamente a producirse la hidrélisis
catalizada por la mencionada enzima. Cuanto
mayor es la concentracién del carbamato, mas
lenta es la hidrélisis del indicador. En este caso no
se trata de indicadores reversibles, sino que se
destruyen como resultado de la medida (cinética).
Un sistema de andlisis por inyeccion en flujo (FIA)
permite redizar de manera automéica las
determinaciones analiticas.

Finalmente, se puede conseguir una apreciable
sensibilidad a la temperatura del entorno en e que
se encuentra introducido e sensor, mediante la
preparacion de compleos luminiscentes de Ru(ll)
con ligandos fuertemente atractores de electrones.
La sensihilidad cruzada a oxigeno y a otras
especi es quimicas mencionadas mas arriba se evita
mediante & atrapamiento del indicador en un
polimero transparente a la luz pero impermeable a
las mismas.
CONCLUSIONES

Deteccion prematura de casos de
contaminacion

Monitorizacion en genera de la calidad
del agua, estaciones depuradoras de aguas
residuales, embal ses, etc.

Posibilidad de monitorizacion en tiempo
real de descargas autorizadas

Medida de descargas intermitentes
procedentes de colectores de tormentas e
inundaciones

Disminucion, en fin, de las necesidades de
muestreo persona continuo y andlisis de
laboratorio

Es evidente que las potenciaes aplicaciones del
dispositivo  opto-electronico 'y los sensores
[umini scentes desarrollados no se limitan a ambito
medioambiental, sino que pueden facilmente
extenderse a la garantia de calidad de aimentos,
control y andisis de procesos industriaes,
biotecnologia, Quimica clinica, entre otras areas.
Algunas de dlas ya se estén realizando con éxito
en colaboracion con los usuarios finales de la
tecnologia.
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