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Resumen

Fundamento - Este trabajo surge como
resultado de la necesidad de medir
concentraciones de nutrientes para cultivos
hidroponicos o  aeropdénicos  mediante
electrodos selectivos. Desde el punto de vista
analitico, muchos de los compuestos son iones
que también estan presentes en fluidos
biol6gicos como sangre, plasma y suero, por lo
que los electrodos selectivos a ser estudiados
también son de interés Clinico.

Metodologia — Para la realizacion del estudio
se identificaron los iones que se pretenden
medir, y en base a éstos, las caracteristicas de
las membranas a ser utilizadas en los electrodos
empleados para su medicion. Los parametros de
mayor interés son selectividad, estabilidad,
tiempo de vida del sensor y tiempo de
respuesta.

Resultados — Se desprende del trabajo que hay
muchos avances al respecto y que se han
realizado numerosos estudios en el area de los
electrodos selectivos de iones y sus diversas
aplicaciones, entre ellas las de interés clinico.
De este estudio se concluye que es posible
realizar la medida de muchos de los iones,
siendo, en algunos casos, necesario el uso
combinado de varios electrodos selectivos para
la eliminacion de las interferencias.

1. Introduccidn

Ciertos analitos de interés biomédico pueden
cuantificarse rapidamente utilizando electrodos

con diferentes tipos de membranas, a diferencia
de otros métodos como espectrografia de flama
o HPLC.

Actualmente existen muchos sensores para
medir compuestos presentes en sangre, suero y
plasma. Aqui se hard un andlisis de los
electrodos selectivos de iones (H”, Li*, Na*, K,
Mg®, Ca’), haciendo énfasis en el tiempo de
respuesta, selectividad, estabilidad y tiempo de
vida, discriminandolos por el ion que miden.

Principios de los sensores
potenciometricos

De acuerdo a la naturaleza del material de la
membrana los electrodos selectivos de iones
pueden clasificarse en:

(@) Electrodos de membrana de estado soélido,
basados en diferentes materiales cristalinos

(b) Electrodos de membrana de vidrio.

(c) Electrodos de membrana con unién liquida
basado en sitios cargados.

(d) Electrodos de membrana con unién liquida
y carrier neutral, donde la membrana es
usualmente formada por una solucién organica
eléctricamente neutral. El agente acomplejante
selectivo de iones es mantenido en una matriz
de polimetro inerte.

(e) Electrodos con gases sensitivos y electrodos
de enzimas.

En estos electrodos, la membrana forma parte
de la pared de un compartimiento cerrado que
contiene una solucion de wuna sal de
concentracion  prefijada.  Cuando  esta
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membrana se sumerge en la solucion a medir,
una diferencia de potencial eléctrico es
generado entre la pared interna de la membrana
en contacto con una solucion de concentracion
conocida y la pared externa en contacto con la
solucion a ser analizada. El potencial eléctrico
se comporta como una funcién lineal del
logaritmo de la concentracion del analito de
interés (1) en la solucién a ser analizada. La
ecuacion se conoce como ecuacion de Nerst,
esta ecuacion es suficiente si la membrana es
altamente selectiva para el ion | y/o si los
deméas iones presentes estdn en cantidades
comparativamente pequefias (interferencia).

Una extension a la ecuacion de Nerst, es la
ecuaciéon de Nikolskii-Eisenman para el EMF
(diferencia de potencial eléctrico cero entre las
referencias externas e internas de los electrodos
a una composicion constante en la solucion).

EMF =E, +E, Jrs.log{ai +> Ki';“aj'/i}

j=#i
Donde,
E,: Constante de diferencia de potencial,
depende del electrodo de referencia y de la
temperatura.
E, : Diferencia de potencial en la union liquida
generada entre el electrolito referencia y el
analito en la solucion de la muestra.
R: Constante de los gases ideales, 8.314 JK
'mol™*
T : Temperatura absoluta, K.
1F : Equivalencia de Faraday, 9.6487.10" C mol

Z;,Z;: Numero de carga del ién Iy nimero de

carga de los iones interferentes J,
respectivamente  (unidades de carga de
protones)

a;,a;: Actividad del ion U y actividad de las

interferencias J, en la solucion de la muestra
(mol L™

K 5“ , Factor de selectividad. Es una medida de

la preferencia del sensor por la interferencia del
i6n J relativo al ion I. Para la membrana ideal
este parametro es igual a 0.

Para los estudios del anién cloruro (CI) en
fibrosis quistica, los electrodos con membrana
de estado sélido del tipo a) son clinicamente
relevantes. En contraste, las membranas de
vidrio con selectividad para HzO y Na’ son

ampliamente aceptadas en analisis clinicos. A
continuacion se hard un estudio mas detallado
sobre las del tipo c) y d), ya que son sobre las
que se han realizado las mayores e intensivas
investigaciones, y sobre las cuales se han
logrado sustanciales mejoras.

Componentes de electrodos

Los electrodos de membrana con unién liquida
basados en los sitios cargados (tipo c)
generalmente muestran permiselectividad por el
ion opuestamente cargado. En el caso de
interacciones no selectivas entre sitios y
contraiones (intercambio idnico) la selectividad
del sensor es determinada por el
comportamiento del medio solvente de la
membrana. Se obtiene la siguiente secuencia
selectiva monotdnica para electrodos de
membrana basados en intercambio de cationes
(Ej. Tetrafenilborato)

R*">Cs">Rb">K*">Na">Li"

Anélogamente para intercambio de aniones (Ej.
Sales cuaternarias de amonio)

R*>CIO, >1">NO,; >Br  >Cl" >HCO; >F"~

Con R" y R ion organico lipofilico.

Para las membranas con union liquida e
interaccion selectiva entre el sitio cargado
(carrier cargado con iones) y su iGn opuesto; la
selectividad potenciométrica depende en gran
medida y de manera bastante mas complicada
(ambos casos) del solvente de la membrana y
de la selectividad del enganche del ion al
ionoforo cargado.

Membranas de solvente polimérico

Para mantener el solvente organico en su lugar,
un vidrio o ceramica o un filtro de papel es
empapado con el. De esta manera virtualmente
cualquier liquido organico puede ser usado
como un solvente de membrana. Por otro lado,
es mecanicamente pobre y no de facil uso en
ciertas aplicaciones.

La introduccion del (PVC) como matriz
polimétrica en 1967 para atrapar el solvente
organico aumenté mucho la flexibilidad de la



membrana en el sentido fisico y también en sus
aplicaciones. El solvente tiene que ser un
agente hinchador para el polimetro, el cual es
mantenido en el lugar por las fuerzas de
solvatacion. Suele agregarse otros componentes
(plastificante) para alterar sus interacciones
fisicas, quimicas y eléctricas, Ej. Poliuretano,
goma de silicona.

Las membranas PVC con estos aditivos son las
mas usadas para los electrodos de ion-selectivo.

Caracteristicas deseadas de
membranas

Selectividad

Selectividad es la capacidad de determinar con
cierto grado de exactitud la cantidad de cierto
ion, y no de otro u otros que puedan encontrarse
en la solucién que se desea medir, si se
determinara un numero mayor o menor del
“correcto”, podria decirse que ocurren
interferencias, esto sera tratado posteriormente.
Para que esto no suceda, las muestras deben
tener rangos de concentracion fisiologicamente
normal, para mantener claros requerimientos de
corte que puedan ser impuestos en direccion a
la selectividad sobre otros iones teniendo el
mismo tipo de carga. Usando la formulacion de
Nikolaskii-Eisenman y asumiendo
concentraciones  fisiologicas representativas
(tabla 1 y 2) los factores de selectividad pueden
ser calculados con la siguiente ecuacion.

K_Pot ai ,min I:)ij

e (a )%J 100

j,max

P p
Kij":ﬁx, Valor més alto tolerable para el factor

de selectividad.

a; nin » Menor valor esperado para la medida del
ion 17

8 Mayor  valor
interferencia del ion J*
p; ;» Error mas alto tolerable por la actividad a;
debido a interferencias de a; (en porcentaje).

Si el valor calculado para la selectividad
requerida es alcanzado por la membrana,

significa que el error realizado en la actividad
de a; debido a la interferencia de a es menor

esperado para la

que el valor fijado p;j aun en el peor caso. Los
valores log K requeridos, son dados en las
tablas 1 y 2, calculados para p;; = 1, Ej. Para el

maximo error tolerable de 1%.
Todos los esfuerzos en el disefio de nuevos

ionoforos toman en consideracion las
restricciones impuestas por la selectividad
requerida.

Tiempo de vida

El tiempo de vida de la membrana es
determinado por la pérdida de los componentes
de la membrana (plastificante, aditivos, etc.) en
la solucion muestra. Esta pérdida afecta la
selectividad y resistencia de la membrana. El
tiempo de vida puede ser también afectado por
fugas  eléctricas en los  conectores,
contaminacion de superficie, y envenenamiento
del solvente polimérico.

La caracteristica lipofilica de la muestra
(sangre, plasma, suero) favorece una sustancial
y répida extraccion de los componentes de la
membrana. Por lo tanto, para minimizar la
lipofilicidad, (P, definido como el coeficiente
de particion entre 1-octanol y agua) los
componentes de la membrana deben ser
extremadamente altos. La correlacion entre
lipofilididad Pr.c de un componente y su
coeficiente de particion K en el sistema
membrana/muestra puede ser definido por la
ecuacion:

log K =0.48+0.33log P,, .

Modelos teoricos y calculos pueden ser usados
para cuantificar la pérdida de los componentes
de la membrana en la muestra, a partir de
ciertas variables como lipofilicidad, geometria
de la membrana, y condiciones hemodinamicas.
Para un analizador tipico comercial de flujo en
uso continuo en contacto con suero o0 sangre,
puede suponerse que la lipofilicidad Pr.c sea al
menos 2.5 x 10 8 para los ionéforos y 6 x 10*2
para los plastificantes, a fin de garantizar un
tiempo de vida de al menos un mes. Los valores
obtenidos son el peor caso porque son
realizados en la base del uso continuo. Muy
pocas aplicaciones usan  monitorizacion
continua en cuidados intensivos. En los
dispositivos comerciales usualmente después de



cada muestreo se detiene y se calibra y lava la
solucion, esto obviamente alarga la vida de la
membrana.

Estabilidad de la sefial medida

La estabilidad no es una propiedad discutida en
la tecnologia de sensores, y no existe una

descripcion  cuantitativa definida de la
estabilidad.
Para  las  aplicaciones clinicas los

requerimientos son facilmente reconocibles. Se
debe tener wuna medida precisa de la
concentracion para los rangos normales
fisiolégicos. La precision necesaria puede ser
diferente dependiendo de los laboratorios
clinicos como asi también del tipo de
aplicacion. Para la realizacion de las
comparaciones entre sensores de distintos tipos
de ion se va a tomar un rango de concentracion
del 95% del limite de confianza. La desviacion
estandar para la sefial de EMF es dada en las
tablas 1y 2.

Algunos criterios experimentales para la
estabilidad para determinadas aplicaciones
pueden ser:

e Corrimiento en el potencial (corrimiento Ey)
e Derivacion

e Desviacion Standard residual

e Reproducibilidad

Para aplicaciones batch, la calibracion puede
ser determinada durante la corrida, un
arrastramiento de alto grado en el EMF del
electrodo es insignificante, debido a que
usualmente los intervalos de calibracion son del
orden de un minuto.

Para aplicaciones en vivo, donde calibraciones
intermitentes no pueden ser realizadas, la
estabilidad debe ser expresada mediante la
derivacion y la desviacion estandar residual.

Para ambos tipos de aplicaciones es frecuente
observar como en cada tipo de membrana un
corrimiento Eo ocurre después del primer
contacto con la solucion que contiene la
proteina. Es esperado que el corrimiento Eg
ocurra obedeciendo los cambios de la condicion
de interfase. La deposicion de proteinas
modifica la naturaleza fisica de la interfase.

Este cambio en el potencial estdndar E, debe
ser anticipado. También ocurren cambios en la
muestra por extraccion de los componentes de
la membrana lipofilica debido a las proteinas
contenidas en la muestra. La moderada
movilidad de los componentes de la membrana
pueden no ajustarse suficientemente rapido en
el lado de la muestra, y de esta manera generar
desbalances que tengan como resultado una
interfase Eq diferente, esto puede ser observado
como una lenta lectura en el sensor.

Tiempo de respuesta

El tiempo de respuesta tiene que ser compatible
con el tiempo de analisis, esto es en el orden de
30 seg., para analizadores comerciales. Hay
muchos procesos diferentes que contribuyen en
la respuesta dindmica del comportamiento (Ej.
Difusion de los iones de la muestra a través de
la capa sin movimiento adherida a la superficie
de la membrana) que no son intrinsecos a la
membrana. Esto dificulta comparar tiempos de
respuesta como caracteristicas de los sistemas
de membrana. La expresion matematica del
tiempo de respuesta puede ser acortada
adecuandola a la tecnologia de la membrana.

Electrodos sensibles a distintos
iones

H*, Electrodos selectivos

Las celdas con membrana de vidrio para medir
pH tienen un excelente comportamiento.
Selectividad, estabilidad, y tiempo de vida no
tienen limitaciones significantes. La membrana
de vidrio tiene ciertas desventajas comparadas
con las membranas de solvente poliméricas.
Una de ellas es el montaje de electrodos
robustos y miniaturizados (Ej. para aplicaciones
en flujo) que no es técnicamente simple y la
relativamente alta resistencia eléctrica es a
menudo un problema. Las membranas de vidrio
son mas susceptibles a ser perturbadas por
ciertos componentes de las muestras biologicas
(Ej., deposiciones de proteinas).

Se prefiere una membrana con unién liquida y
solvente tridodecilamina para el uso clinico, ya
que estos sensores exhiben muy buena
precision en la medida del pH de la sangre.
Pueden ser usados para aplicaciones



gastroenteroldgicas ya que para un rango de
respuesta de pH entre 0.5 y 7, resultan mas
selectivos que el electrodo con membrana de
vidrio.

Li*, Electrodos selectivos

Electrodos potenciometricos Li* no se han
introducido aun en la préactica clinica, debido a
que la determinacion fisiologica de las
concentraciones de Li* no son o
suficientemente selectivas para los electrodos
disponibles. Pero hay aplicaciones en las que se
pueden usar como por ejemplo en la terapia de
los maniacodepreseivos en los que interesan los
incrementos de Li* en el rango de millones.

La proporcion de la concentracion de Li* y Na*
en sangre parece ser un factor importante en el
control de los tratamientos a base de litio,
porque el paciente con baja concentracion de
Na’ parece necesitar menos Li* para lograr el
mismo efecto terapéutico en el tratamiento.

Na’, Electrodos selectivos

Las membranas de vidrio usadas para el ion
Na® tienen aplicaciones muy variadas y son
usadas ampliamente en analizadores clinicos.
Se encuentran las mismas dificultades que en
las membranas de vidrio para pH. Las
membranas con mejores cualidades tienen a ser
afectadas por la interferencia de bajas
concentraciones de K*. Las membranas
potenciometricas de K" son usadas en suero, y
tienen una diferencia en la medida del 5%
comparada con los resultados de la fotometria
de llama.

K", Electrodo selectivo

En los ultimos veinte afios todos los electrodos
selectivos de K* eran basados en valinomicina.
Otros usaban membranas de cloruro de vinilo.
Cuando estas eran usadas para la medicion en
orina sufrian de interferencia de algunos
aniones. Este problema se puede eliminar
usando valinomicina en goma de silicona, y
esta membrana se considera universalmente
aplicable a las muestras de los fluidos del
cuerpo humano, teniendo caracteristicas ideales
para uso clinico.

Mg, Electrodos selectivos

Hoy en dia no existe un electrodo de membrana
disponible para la medicién de Mg" en sangre.
Se usa un compuesto ciclodecapeptido
sintético, que tiene un rechazo adecuado a los
iones H*, Li* y K" pero insuficiente a Mg*/Na"
y Mg*/Ca”, lo que se hace en estos casos es
medir simultaneamente Na* y /Ca’ para tener
una medida bastante realista de Mg".

Ca2+, Electrodos selectivos

Las membranas poliméricas basadas en
organofosfatos satisfacen los requerimientos de
selectividad para el anélisis de Ca?*. La medida
del calcio total requiere membranas con alto
grado de selectividad para Ca®*/H*, porque los
limites del calcio son desplazados de sus
complejos a través de la acidificacion de la
muestra de suero (pH 3.5). Por esto las
membranas de mejores caracteristicas son las
basadas en carga neutral, que tienen un alto
rechazo del H® comparadas con las que
contienen organofosfatos. Para controlar la
influencia del pH, los nuevos analizadores de
Ca®*, permiten medir simultaneamente la
concentracion de Ca®* y el pH de la sangre.

CI', Electrodos selectivos

Hoy en dia, las membranas poliméricas basadas
en intercambio de iones son de uso exclusivo de
los ensayos clinicos.

Este tipo de electrodos tiene muchas
interferencias y aun no posee la selectividad
requerida, aunque se estan haciendo mejoras
debido a los nuevos estudios realizados sobre
las membranas selectivas de aniones.

Problemas con el uso clinico de los

electrodos

Se vio para la determinacion de electrolitos en
analisis clinicos propiedades de los materiales
de la membrana, pero muchas otras propiedades
también afectan los resultados:

e Método del ensayo (directo o indirecto)

e Calibracion

o Naturaleza de la muestra (sangre, plasma,
suero)

e Toma de la muestra



e Tratamiento de la muestra

e Almacenamiento de la muestra

e Tipo de liquido en la union ( efecto de
suspension por eritrocitos)

e Instrumentos de medida

Ensayo Directo vs Indirecto

Los ensayos directos con electrodos de ion
selectivo han sido calibrados con los estandares
de actividad, ofreciendo la Unica posibilidad
para realizar ensayos fisioldgicos en las partes
mas relevantes de un ion en sangre. Por esto las
medidas con este tipo de electrodos son
realizadas con métodos directos.

Calibracion

Excepto para el ion H* no hay recomendaciones
generalizadas y procedimientos de calibracion
para los electrodos de membrana. Las
desviaciones en las soluciones de calibracion en
vario de los analizadores clinicos contribuyen a
las diferencias en los resultados vy
consecuentemente en los rangos de referencia.
Al momento del presente articulo se comenta
que existe una preparacion para la realizacion
de recomendaciones del comité IFCC, estas
recomendaciones ya fueron emitidas en la
actualidad.

Union Liquida

Los problemas datos en la union son por
ejemplo cuando se tiene una muestra de sangre,
se levanta un potencial debido a la presencia de
eritrocitos, esto depende del puente salino que
es formado en la muestra de sangre.

Preparacion de la muestra

En la preparacion de muestras sanguineas
anticuaguladas, los efectos debido a una tardia
centrifugacion, dan fendbmenos como pérdida de
CO,, movimiento osmotico de agua a través de
eritrocitos, etc.

2. Conclusiones

Los electrodos de ion selectivo son
ampliamente usados en el campo clinico, vy

debido a los problemas de interferencia muchas
veces se realizan mediciones en paralelo de los
iones interferentes, para asi determinar la
cantidad del ion requerido. Los tipos de
membrana y sus propiedades, como asi también
el medio en el que van a ser usados tienen un
papel muy importante a la hora de la
determinacion del ion a medir, ya sea por
ejemplo para membranas de vidrio o
polimerizadas. El medio a medir también
condiciona de gran manera el tipo de membrana
ya que la calibracion depende en gran medida
del medio y el método de inspeccion (directo o
indirecto). Para mitigar estos problemas asi
como también para mejorar el tiempo de vida y
la contaminacion del medio a inspeccionar, a
las membranas se las puede combinar con otros
materiales para eliminar aspectos que de no ser
asi, impedirian realizar la medida (ejemplo:
goma de silicona, polurietano.) o esta fuera
incorrecta debido a una interaccion con la
membrana que diera como resultado un alza del
potencial medido (puente salino).



3. Tablas
Table 1. Required Stabilities and Selectivities for Cation-Selective Electrodes for Whole Blood, Plasma, and Serum

Applications
96% normal — Raquired ssisctivity factor® log K™ for interering cation J
Cation | rangs, mmol'L stablitty,* mV H* u+ u+e Ma* K* Mg+ Ca®*
H* 43-10%

’ 5.6-10°*% 0.35 0 -4.4 -6.5 -85 -7.0 -77 =7.7
u* <0.01 - 0.1 0 - -6.2 =47 -53 -54
L*e 0.7-1.5 0.97 21 — 0 -4.3 -28 -35 -3.8
Na* 135-150 0.12 4.4 21 -0.1 0 =06 =12 -1.3
K* 3.5-5.0 0.46 2.8 0.5 -1.7 -36 0 -28 -29
g*** 0.45-0.8 0.37 8.9 4.4 0.1 -39 -048 0 -24
Ca®** 1.0-1.2 0.12 8.3 4.8 04 -38 -08 -1.9 0

*Requined standard deviation of the EMF for a fivelold subdivislon of the ghven concentration range with & 5% confidence limit,

*Required potenbiometric sslectivity tactor for & maximal interferance of 1% by Other cations (worst case).

*TITROINT .

“Due to the undefined lower limit of the physiclogical concentration range, the regquired sekectivity factors have been calculaled for 0.01 mmolL lthium
conoantration.

*lonized cation.

tabla 1
Table 2. Required Stabilities and Selectivities for Anlon-Selective Electrodes for Whole Blood, Plasma, and Serum
Applications
95% normal Required selectivity factor® log K™ for Interfering anion J

concentration Required EMF
Anilon | range, mmolL stabliity,"mV = OM™ cr Br HCO; SON-° HPO; HPOY" 801~ co}-

OH- 261010
41-10°4 0.58 0 -76 -48 ~-70 -38(-48) -47 -68 -88 -49
cr- 95-110 0.19 34 0 07 -14 17 (08 09 -12 -13 086
Br- 0.009-0.17 38 -06 -61 0 -54 -23(-32) -32 -52 -53 -34
HCO3 21.3-265 0.28 27 -27 01 0 11 (01) 02 -18 -18 00
SCN™°  0.007-0.017(0.15) 1.1 -08 -62 -34 -58 0 -33 -54 -54 -35
HPO;  0.084-0.14 18 01 -56 -28 -49 -18(-27) 0 -47  -47 -289
HPO3" 0.26-0.89 08 66 -42 14 -29 34 (15) 16 0 -26 -18
- 0.3-1.0 0.7 67 -41 15 -28 35 (16 17 -26 0  -17
cot- 0.10-0.17 0.34 62 -46 10 -34 31 (11) 12 -30 -30 O

* Required standard deviation of the EMF for a fivefold subdivision of the given concentration range with a 85% confidence limit.
®Required potentiometric selectivity factor for a maximal interference of 1% by other anions (worst case).
“Vaiuves for non-smokers, for smokers in parentheses.

tabla 2
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