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Capitulo 1

Resumen

En esta tesis presentamos los principios basicos del funcionamiento de un
biosensor usando la técnica sol-gel. De igual forma se muestra la metodologia
para construir un biosensor de fibra dptica fotonica o microestructurada, basado en
el principio de transmitancia. Hemos elegido fibra éptica por su facil manejo,
inmunidad a interferencia electromagnética, tamafio compacto, y bajo costo. Se
explora la posibilidad de usar fibra optica fotdnica, rellena con un material sensible
a variaciones de pH mediante la técnica sol-gel. Para ello se determinaron las
concentraciones adecuadas de los elementos quimicos que conforman el sol-gel,
para ser introducida en la fibra fotonica por medio de capilaridad; esta fibra
preparada recibe el nombre de optrodo. Se realiz6 un estudio de espectroscopia
de la muestra que contenia los indicadores de pH para conocer el porcentaje de
absorcion con relaciéon a la longitud de onda. Posteriormente, los optrodos fueron
caracterizados mediante un sistema electrénico de deteccion de sefal, para
obtener una curva de caracterizacion de variaciones de voltaje con respecto al pH.



Capitulo 2

Introduccion

El pH se define como el grado de acidez o alcalinidad de una sustancia, lo cual es
medido por la concentracion de iones de hidrégeno de la sustancia, y se puede
definir por

pH = —log (H+).

La escala de pH se representa mediante nimeros entre 0 y 14. Si una sustancia
tiene un pH del 0 al 6.9 se dird que es acida. Una sustancia que tenga un pH de 7
se dira que es neutra. Un ejemplo de sustancia neutra es el agua destilada (agua
sin sales) Si la sustancia tiene un pH del 7.1 al 14, se dira que es alcalina o
bésica.

Las soluciones acidas contienen hidrégeno. Las soluciones bésicas contienen,
salvo el amoniaco, hidrégeno, oxigeno y al menos un metal. En la figura 2.1 se
muestra el pH para algunas sustancias cominmente conocidas.

La determinacion del pH es de suma importancia para el area de la salud, la
industria de alimentos, crecimiento de bacterias, para el tratamiento de agua, para
la agronomia, la industria farmacéutica y de cosméticos, para la petroquimica,
metalurgia, etc. [1], [2], [3].

Productos alimenticios

El control del pH es muy importante en la elaboracion de los productos
alimentarios, tanto como indicador de las condiciones higiénicas como para el
control de los procesos de transformacion. El pH, como la temperatura y la
humedad, son importantes para la conservacion de los alimentos. De ahi que
generalmente, disminuyendo el valor de pH de un producto, aumente el periodo de
conservacion. Por ejemplo, el tratamiento de alimentos en una atmosfera
modificada con pH inferior a 4,6 puede inhibir la multiplicacion de agentes
patdgenos como el "Clostridium botulinum™ [43] [46].
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Figura 2.1. pH para algunas sustancias conocidas Por ejemplo el café tiene un pH de 5, por lo que
es una sustancia acida. El agua de mar tiene un pH de 8, por lo que es una sustancia basica. El
agua pura tiene un pH de 7, y se dice que es una sustancia neutra.

Carnes y embutidos

El pH es un indicador importante de las condiciones de salud y alimentarias del
animal en el momento del sacrificio. Los valores tipicos deberian rotar entre pH 5.4
y 7.0, y son indicativos de una conservacién correcta de la carne.

Con el paso del tiempo, el valor del pH tiende a disminuir. Ademas, es indicativo
del grado de dureza de la carne cortada, debido a que el proceso de acidificacion
es diverso en los distintos cortes de carne. Valores elevados de pH caracterizan
una carne mas oscura, menos sabrosa y de menor valor en el mercado.

Ya que estos productos se conservan en ambientes refrigerados, la medida del pH
permite controlar que no haya contaminaciones debidas a pérdidas de amoniaco
en los circuitos refrigerados.

Bebidas

El pH es un factor importante en la produccion de todos los tipos de bebidas.
Incluso pequefios cambios del pH en las aguas minerales pueden indicar una
contaminacion de las fuentes o de los estratos naturales.

Para la calidad de las bebidas es importante controlar el pH tanto del agua como
de los jarabes y zumos. El pH juega un papel crucial en la produccién de la
cerveza y debe ser controlado regularmente en las diferentes fases de su
elaboracion, con el fin garantizar un producto con buenos estandares cualitativos.
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Por ejemplo, el valor pH de algunos ingredientes debe ser controlado para crear
condiciones favorables a la fermentacion. El pH del vino varia normalmente de 2.8
a 3.8. Su control es muy importante en las diversas fases del proceso productivo,
como la fermentacién y la conservacion. Con un pH superior a 3.5, algunas
bacterias pueden atacar el vino. Incluso el sabor depende en gran medida del pH:
por ejemplo, los vinos secos se convierten generalmente en acidos. En el
embotellamiento de algunos tipos de bebidas alcohdlicas como el brandy, las
botellas se enjuagan con el mismo producto. La solucién de lavado se recupera y
su pH va controlado con el fin que se pueda reutilizar en los ciclos sucesivos.

Leche y derivados

El pH de la leche debe ser controlado desde el momento de la recoleccion hasta la
entrega del producto, ya que es un indicador valido de sus condiciones higiénicas.

El valor normal esté en torno a 6.8. Valores inferiores a pH 6.8 pueden indicar una
infeccion en el animal, que puede ser grave si el pH es inferior a 4.4.

El control del pH puede determinar la presencia de una contaminacién de
amoniaco debida a pérdidas en las instalaciones de refrigeracion.

La leche usada para la produccion de quesos debe ser de éptima calidad y su pH
puede variar de 6.1 y 6.5, segun el tipo de queso que se debe obtener. El pH
también se controla durante la elaboracién y maduracién de los quesos. Valores
de pH comprendidos entre 4.1 y 5.3 garantizan una ralentizacion del crecimiento
de los agentes patdgenos en los quesos frescos. Asimismo, el control del pH es
muy importante durante las diferentes fases de elaboracion de la mantequilla. Por
ejemplo, la nata se enfria tras la pasteurizacion o a un valor que debe ser muy
preciso. El valor del producto terminado debe ser de pH 5 aproximadamente, que
en algunas condiciones puede necesitar aditivos. Un valor entre 4.5 y 6.4 del
producto terminado garantiza una mayor conservacion.

En la preparacion del yogur, la refrigeracién que sigue a la incubacion de los
fermentos, puede comenzar sélo cuando el valor del pH ha alcanzado valores de
alrededor 4.4-4.6. La fruta agregada al yogur debe tener el mismo valor de pH
para evitar reacciones no deseadas. Un producto final éptimo deberia tener un pH
de alrededor de 4.0-4.4 para que pueda ser conservado por mas tiempo.

Pan y pasta

El pan se conserva mas tiempo si su valor pH esta comprendido entre 4.0 y 5.8.
Las pastas al huevo deben tener un pH acido para evitar la reproduccion de
microorganismos patégenos.

Mayonesa y salsas

Para garantizar la seguridad higiénica de salsas a base de mayonesa, éstas de
acidifican agregando el vinagre o el jugo de limon, prologando en este modo el
periodo de conservacion de los productos.

Mermeladas, jarabes y caramelizados

El pH del producto terminado influye en el tiempo de conservacion de este tipo de
alimentos. Para las mermeladas y los jarabes deberia ser en torno a pH 3.5 y para
los caramelizados entre pH 4.5y 5.0.



Mariscos
Durante la estabulacion de moluscos como las conchas y las almejas, el pH es un
indicador del correcto desarrollo de este procedimiento de depuracion.

Fruta y verdura

Un valor pH entre 2.5 y 5.5 prolonga la conservaciéon de la fruta fresca e inhibe la
reproduccion de microorganismos. Lo mismo ocurre con la verdura en un intervalo
entre 4.6 y 6.4 pH.

Alimentos cocinados
Un valor pH 4.5 es la forma mas sencilla de garantizar la estabilidad del producto.

El agua en la elaboracién de los alimentos

Controla el pH del agua usada en las elaboraciones alimentarias es un modo
simple y rapido para garantizar una mejor calidad del producto final. Esto es
debido a que el agua de la red municipal o aguas subterraneas tienen propiedades
que varian considerablemente en el tiempo y que deben por lo tanto ser
controladas con regularidad [45].

Esterilizacién de las maquinarias

Algunos entes normativos recomiendan valores particulares de pH para las
soluciones detergentes que se han de usar.

Por ejemplo, el pH de los detergentes a base de cloro deberia ser de de pH 8 a 10
mientras que aquéllos a base de yodo deberian tener un pH 5 o inferior.

En la siguiente tabla se muestran valores aproximados de pH para algunos
alimentos comunes.

Valores aproximados de pH de algunos alimentos

Alimento pH Alimento pH
Lechuga 6.0 Manzana 29-3.3
Pepino 3.8 Leche 6.3-6.5
Zanahoria 49-52 Carne de res 51-6.2
Uva 3.4-45 Carne de pollo 6.2-6.4
Sandia 5.2-5.6 Pescado 6.6 -6.8
Platano 45-4.7 Atlun 5.2-6.1

En lo que respecta a las bacterias, en la mayor parte de ellas, el pH 6ptimo de
crecimiento esta entre 6.5 y 7.5, aunque algunas bacterias pueden desarrollarse a
pH extremos [47]. Los microorganismos atendiendo a su respuesta al pH pueden
ser:



e Acidofilos toleran intervalos de 2 a 5

e Aciddfilas obligadas como ejemplo estdn Thiobacillus y Archaea que
incluyen Sulfolobus y Thermoplasma

e Alcaldfilos con intervalos de 10-11. Ejemplo el género Bacillus

e Neutrdfilos intervalos de 6-8

El pH de un alimento es uno de los principales factores que determinan la
supervivencia y el crecimiento de los microorganismos durante el procesado, el
almacenaje y la distribucion.

Los limites de pH para el crecimiento difieren ampliamente entre los
microorganismos, dentro del rango comprendido entre 1 y 11 [48]. Muchos
microorganismos crecen a velocidad 6ptima alrededor de 7, pero pueden crecer
bien entre pH 5 Y 8. Hay sin embargo algunas excepciones: las bacterias acéticas,
que tienen su 6ptimo entre pH 5,4 Y 6,3, Y las bacterias lacticas, cuyo optimo se
encuentra entre pH 5,5 (o incluso inferior) y 6 [49]. La siguiente tabla muestra una
lista de valores maximos y minimos para el crecimiento de microorganismos. En
general, las levaduras y los hongos son capaces de crecer a pHs mucho mas
bajos que las bacterias; los valores minimos de pH a los que es posible el
crecimiento, son similares sin embargo, en levaduras, hongos y bacterias [50].

A partir de una flora mixta, la acidez puede actuar como agente selector de un
componente de la poblacién inicial que sea particularmente tolerante. Las
levaduras y los lactobacilos resultan a menudo seleccionados por efecto de los pH
bajos. En la tabla que se muestra a continuacion se citan algunos ejemplos de
tipos de alteraciones:

Microorganismo pH minimo pH maximo
Bacterias gram negativas
Pseudomas aeruginosa 5.6 8.0
Salmonella paratyphi 4.5 7.8
Bacterias gram positivas
Bacillus subtilis 4.5 8.5
Streptococcus lactis 43-48 9.2
Staphylococcus aereus 4.0 9.8
Clostridium botulinum 4.7 8.5
Levaduras
Saccharomyces cerevisie 2.35
Candida krusei 15
Hongos
Aspergillus oryzae 1.6 9.3
Fusarium oxysporum 1.8 11.1
Penicillium italicum 1.9 9.3




Area de la salud

En el area de la salud, la monitorizacion del pH esofagico es un examen que mide
la frecuencia y tiempo con que el acido estomacal penetra en el esofago. Se
introduce un pequefio tubo delgado en el estbmago, a través de la nariz o de la
boca, como se muestra en la figura 2.2. El tubo se fija a un monitor que registra el
nivel de acidez en el esofago. El paciente registra los sintomas y la actividad
mientras que el tubo permanece en el lugar en las proximas 24 horas [51]. Se
compara la informacion del monitor con el diario del paciente. Este examen es Uutil
para determinar la cantidad de acido estomacal que entra al es6fago. Un aumento
del acido en el es6fago puede ser signo de, u ocurrir con: Esofago de Barret [52],
dificultad para deglutir (disfagia) [53], cicatrizacion esofagica, enfermedad de
reflujo gastroesofagico (ERGE) [54], acidez gastrica, esofagitis por reflujo [55].

Tubo en /
el esofago /\\g

Traquea

Esofago

Figura 2.2. El monitoreo del pH esofagico, examen de acidez esofégica o control del pH esoféagico
es un examen para medir con qué frecuencia y por cuanto tiempo el acido estomacal ingresa al
conducto que lleva de la boca hasta el estbmago (eséfago).

Estudio y tratamiento de aguas

En cuanto al estudio y tratamiento de aguas, por ejemplo, se ha observado que los
valores de pH son menores en temporadas proximas a los meses en los que hay
florecimientos fitoplancténicos en el sistema, e inversamente, son mayores en las
alejadas de este tipo de fendmenos. Este tipo de relacion ha sido oportunamente
descrito para sistemas estuariales [56].

Las extracciones de agua superficial y subterranea para los usos consuntivos a
nivel nacional indican que para los servicios publicos se extrae un volumen
aproximado de 13.5 km3/afio, mientras que para el uso industrial se extraen
aproximadamente 4.1 km3/afio, lo que representa el 17% y el 51%
respectivamente del total nacional. Estos usos generan cerca de 12.9 km3/afio de
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aguas residuales, de las cuales un volumen aproximado de 1.67 km3/afio (13%)
so6lo recibe tratamiento, por lo que el 87% de las aguas residuales son vertidas en
la mayoria de los casos a los cuerpos receptores [57]. Con este panorama no es
dificil suponer los impactos negativos que soportan los cuerpos receptores y por
consiguiente la fauna y flora acuéatica que en varios sistemas se ha disminuido y
en otros se ha perdido. Se altera ademas la cadena alimenticia, aumentan las
poblaciones de bacterias, hongos y parasitos y se modifica el pH y la temperatura
[58]. De aqui la necesidad de monitorear continuamente el pH del agua, ya que es
un indicativo del grado de contaminacion del agua.

Industria minera

Los procesos mineros son muy contaminantes debido a la continua adicion de
metales pesados, que hacen del agua, un producto inutilizable para el riego o
evacuacion sin previo aviso. Para regular la salida se trabaja con la neutralizacion
con acidos y bases para que puedan ser desechados a los rios.

Riego tecnificado y fertilizantes

Es muy utilizado el término fertirrigacion cuando se trata el tema de uso de
fertilizantes con agua de riego, de esta manera se logra que los cultivos dispongan
de distintos nutrientes en el momento que sea necesario. El control de los niveles
de pH en esta aplicacion tiene por objetivo prevenir reacciones quimicas de
fertilizantes en las lineas de riego, ya que si existe un pH muy basico existe la
posibilidad de formar precipitados y por tanto obstruccién de lineas. Los valores de
pH ligeramente acidos permiten asimilar los diferentes nutrientes. Inclusive el
proceso fisioldgico de absorcion de nutrientes de las raices es afectado por el nivel
de pH, ya que fuera de los rangos adecuados la absorcién es afectada y si la
desviacibn es muy elevada se pueden elevar los niveles de toxicidad por
absorcion de elementos fitotoxicos.

Industria de los cosméticos e higiene personal

El pH de la piel es aproximadamente de 5.5 de media, variando ligeramente de
una zona a otra del cuerpo. Este valor es posible mantenerlo gracias al sudor y
sebo que se mezclan en la superficie corporal dando este pH, Por una parte
debemos recordar que para el buen estado de la piel y el cabello es muy
importante mantenerlo sin producir grandes variaciones. El uso indiscriminado de
productos que lo transforman en alcalino supone favorecer la penetracion en la
piel de microorganismos y por lo tanto la aparicién de enrojecimientos y afecciones
diversas. Todo ello puede producirse con el uso de jabones y detergentes
exageradamente fuertes, con elevado poder de arrastre, que disuelven todo el
manto &cido y dejan la piel y el pelo totalmente desprotegido. Para comprender
bien el sentido de pH en lo que afecta al cuerpo, aparte del efecto explicado
anteriormente, vamos a intentar comparar la escala de pH con una escala de
temperatura. Todos sabemos que cuando tocamos un objeto que se halla a una
temperatura muy elevada o muy baja nos quemamos, Pues bien algo parecido
ocurre cuando manejamos productos que se encuentran en los extremos de la
escala de pH, si tocamos con la mano un producto como el acido sulfarico en
concentraciones altas durante un rato puede llegar a dejarnos la mano
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carbonizada, Si, por el contrario, dejamos la mano durante un tiempo en soda
caustica concentrada, podria a la larga llegar a disolverla. La conclusién clara es
que lo interesante es procurar que los productos que entran en contacto con la piel
tengan su pH lo mas cercano posible a 55 o en todo caso cercano a la
neutralidad. En general los productos que se utilizan en peluqueria: tinturas,
permanentes y decolorantes poseen un pH fuertemente alcalino. Ello hace que si
se aplican de forma indiscriminada y sin tomarlas precauciones adecuadas
puedan producir problemas como irritaciones o que maduras sobre el cuero
cabelludo, ademés de dejar el cabello opaco y aspero.

Para que el pH de la piel permanezca constante y de esta forma la piel y el pelo se
mantenga en buen estado, el champu deber& ser preferente 4cido para mantener
la acidez natural de la piel y al mismo tiempo producira el cierre de las cuticulas,
mostradndonos un cabello suave al tacto y con brillo [59], por ello la importancia de
monitorear y controlar el pH de los productos de aseo personal y cosméticos, de
manera que sean menos agresivos con nuestro organismo y con el ambiente.

La medicion del pH se hara, como ya se menciong, utilizando tres indicadores de
pH (bromofenol azul, rojo cresol y rojo fenol) que nos daran un rango mas amplio
(de 3 a 9) que seran inmovilizados en la matriz de sol-gel, que quedara adherida a
la fibra fotonica.

La técnica sol-gel se basa en la mezcla de reactivos liquidos a nivel molecular, lo
cual permite crear un material que contiene el reactivo a utilizar, esto se inicia con
una suspension coloidal en un liquido (sol) y la hidrdélisis y condensaciéon de este
sol para formar un material solido lleno de solvente (gel), el solvente se extrae con
un tiempo de reposo a temperatura ambiente o un tiempo con tratamiento térmico.

2.1 Antecedentes

Un biosensor se puede definir como un dispositivo analitico compacto que
incorpora un elemento biolégico (o derivado biolégicamente) de sensado,
integrado o intimamente asociado con un transductor fisicoquimico. El objetivo de
un biosensor es producir una sefial digital electronica discreta o continua la cual es
proporcional al analito o grupo de analitos [5].

En base a la definicion anterior podemos identificar claramente el profesor Leland
C. Clark Jr. como el padre del concepto de biosensor. En 1956, Clark publicé su
trabajo definitivo sobre el electrodo de oxigeno [60]. En base a su trabajo y en su
deseo de ampliar la gama de analitos que podrian medirse en el cuerpo, dié un
discurso histérico en 1962, en el simposio de la Academia de Ciencias de Nueva
York, en el que describia cémo "fabricar sensores electroquimicos (pH,
polarogréafico, potenciométrico o conductividad) mas inteligente mediante la
adicion de" transductores de enzimas como sdndwiches de membrana cerrados ".
El concepto fue ilustrado mediante un experimento en el que se atrapo la glucosa
oxidasa en un electrodo de oxigeno Clark utilizando membrana de dialisis. La
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disminucién de la concentracion de oxigeno medida fue proporcional a la
concentracion de glucosa. En el articulo publicado por Clark y Lyon acufiaron el
término electrodo enzimatico [61], que muchos criticos han atribuido errbneamente
a Updike y Hicks [62], quienes dieron a conocer ampliamente los detalles
experimentales necesarios para construir electrodos enziméticos para glucosa.
Guibault y Montalvo [63] fueron los primeros en dar los detalles de un electrodo de
enzimas potenciométrico. Ellos describieron un sensor de urea basado en la
inmovilizacion de ureasa en un electrodo selector de amonio de membrana liquida.
Las ideas de Clark se hicieron comerciales hasta 1975 con el relanzamiento
(primer lanzamiento en 1973) del analizador de glucosa basado en la deteccion
amperométrica de perdxido de hidrogeno, de la Yellow Springs Instruments
Company (Ohio, Estados Unidos de América).

El biosensor tuvo una evolucion en 1975 cuando Divis [64] sugirié que una
bacteria podia usarse como elemento de reconocimiento en electrodos microbiales
para medir alcohol. Esta publicacién marco el comienzo, principalmente en Japon,
de una serie de investigaciones biotecnoldgicas y de aplicaciones ambientales de
los biosensores. Lubbers y Opitz [65] acufiaron el término optrodo en 1975 para
describir un sensor de fibra 6ptica con un indicador inmovilizado para medir
dioxido de carbono u oxigeno. Ellos extendieron el concepto para hacer un
biosensor 6ptico para alcohol inmovilizando alcohol oxidasa al final de la fibra
Optica del sensor de oxigeno [66].

Los optrodos comerciales actualmente muestran un excelente desempefio en las
mediciones in vivo de pH, pCO2 y pO2. En 1976, Clemens et al [67] incorporaron
un biosensor electroquimico de glucose en un pancreas artificial y éste fue
llamado mas tarde por Miles (Elkhart) como Biostator. Sin embargo el Biostator no
estuvo comercialmente disponible ya que un nuevo catéter analizador semi-
continuo de glucosa en la sangre fue introducido por VIA Medical (San Diego). En
el mismo afo, La Roche (Suiza) introdujo el Analizador Lactate LA640 en el cual el
mediador soluble, hexacianoferrato, fue usado para lanzar electrones del lactato
deshidrogenasa hacia el electrodo. Sin embargo este tampoco fue un suceso
comercial en ese entonces.

Un mejor avance en las aplicaciones in vivo de biosensores de glucosa fue
reportado por Shichiri et al [68] quienes describieron el primer electrodo
enzimatico tipo aguja para implantacion en 1982. La idea de construir
inmunosensores directos fijando anticuerpos a un transductor potenciométrico o
piezoeléctrico ha sido explorada desde principio de los afios 70’s, pero fue la
publicacion de Liedberg et al [69] que preparé el camino para el éxito comercial de
los biosensores. Ellos describieron el uso de resonancia de plasmones
superficiales para monitorear reacciones afines en tiempo real. La BlAcore
(Pharmacia, Suecia) lanzado en 1990 usa esta tecnologia. En 1984, se publicé un
articulo acerca del uso del ferroceno y sus derivados como un medio inmobilizado
para el uso con oxidoreductasas [70] en la construccion de electrodos enziméaticos
de bajo costo. Esto formd la base de los electrodos enziméticos de pantalla
impresa lanzados por MediSense (Cambridge, Estados Unidos de América) en
1987 con un medidor de glucosa de la sangre del tamafio de un boligrafo. La
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electrénica fue redisefiada y se pusieron en modelos estilizados, por lo que las
ventas de MediSense crecieron exponencialmente a $175 millones de ddlares en
1996 cuando fueron comprados por Abboth. Boehringer Mannheim y Bayer
compiten actualmente en el mercado de los biosensores y entre las tres
compafiias dominan el 85% del mercado mundial.

Las publicaciones actuales contienen descripciones de una amplia variedad de
enzimas, &cidos nucleicos, receptores celulares, anticuerpos y células intactas en
combinacion con transductores electroquimicos, Opticos, piezoeléctricos vy
termométricos [15]. Con cada combinacién tenemos una gran cantidad de
transductores para su aplicacion en medicina [71], alimentos y bebidas [72],
procesos industriales [73], monitoreo ambiental [74], defensa y seguridad.

Los objetivos genéricos pueden identificar elementos esenciales en los programas
de desarrollo de biosensores y hacer frente a sus principales obstaculos para
poder adoptar la tecnologia de estos dispositivos para el analisis. El disefio de
sistemas integrados, la seleccién de elementos sensitivos y los métodos para
mejorar la linealidad, sensibilidad, estabilidad y selectividad son areas claves en
las que se sigue trabajando actualmente

En los dltimos afios se ha dado un desarrollo creciente en la medicion de
sustancias quimicas, tales como el pH [75]. El estudio de estos sensores ha
resultado atractivo ya que permiten realizar el analisis in vivo y el monitoreo in situ.
Muchos de los sensores de pH con fibra éptica se basan en la inmovilizacion de
algun colorante sensible al pH depositado sobre la cara de un fibra tipo D, o
alrededor de una fibra convencional. El colorante se soporta mediante una matriz
normalmente de SiO2 obtenida a partir de tetraethyl orthosislicate (TEOS) utilizado

como precursor. Este tipo de sensores basa su operaciéon en la absorcion de la
onda evanescente al interactuar los iones presentes en la solucién a medir con el
colorante depositado en la pelicula.

En algunos trabajos se reporta la utilizacién de la técnica de inmovilizacion del
colorante por diferentes técnicas, tales como polimerizacion [76] o Langmuir-
Blodgett [77][78]. Sin embargo, estos métodos presentan cierto grado de dificultad
para la implementacién, ademas de ser costosos y elaborados. Recientemente, la
técnica sol-gel se ha desarrollado para la inmovilizacion del indicador sensible al
pH [79]. Esta técnica tiene ventajas sobre otros métodos de depdsito [80] ya que
aparte de su simplicidad, la pelicula producida por este proceso es mas dura y
resistente en medios agresivos que las peliculas poliméricas [4][84].

Gupta et al [81][82] reporta un sensor de pH de fibra ¢ptica basado en la absorcion
de la onda evanescente, la pelicula sensible fue preparada por la mezcla de tres
colorantes, usando TEOS como precursor y depositados mediante la técnica de
sol-gel. El rango dinamico de pH obtenido es de 4 a 12. Sin embargo, los
colorantes utilizados son relativamente caros, lo cual eleva el costo del dispositivo.
En el trabajo de Beltran-Pérez G, et al [84] se muestra un sensor que trabaja bajo
el principio arriba mencionado pero que utiliza colorantes mas baratos y ademas
se emplea el TiO2 COMO precursor ya que es mas resistente que el SiO2 [83], con

lo que se espera incrementar el tiempo de vida util del dispositivo, ademas de
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disminuir los costos de fabricacion. Para la construccion de los sensores se
utilizaron cuatro colorantes organicos: verde brillante (VB), rodamina 6G (R6G),
rodamina B (RB) y coumarin (CM). Se midio el rango dindmico de cada pelicula
ademas que se realizoé un estudio de los efectos de la variacion de la longitud de
onda sobre la sensibilidad del dispositivo y se concluyé que se tiene un sensor
eficaz, reversible, reproducible, a un bajo costo y con un aceptable grado de
confiabilidad [84].

Desarrollar sensores de fibras Opticas para medir pH ha sido ampliamente
estudiado mediante diferentes técnicas. Otra de ellas se basa en el publicado por
E. Alvarado-Méndez, et. al. [4]. El sensor se prepara dopando una fibra Optica
plastica por medio de la técnica sol-gel. Entre las ventajas que ofrece este método
se encuentra su facil uso, solo se necesita dopar la fibra e introducirla en el
sistema para la obtencidon y procesamiento de los datos. En la figura 2.2 se
aprecia el esquema del arreglo experimental. El optrodo de fibra éptica se dopa
con la solucién y se introduce en el sistema mecéanico que alinea perfectamente la
fibra con la luz del laser. La luz transmitida se mide en una fotorresistencia que
manda los datos que son procesados en una tarjeta de adquisicion de datos y
finalmente procesados en una computadora.

Fiber Optic
Optrode

Solution Detachable ﬁ@ ,
— ' [.ab View

o

Figura 2.2. Esquema del arreglo experimental

El procesamiento de los datos es en tiempo real, ademas de ser un sistema
portétil. En este trabajo se utilizé un solo indicador de pH (bromofenol azul) por lo
que su rango de medicion es limitado (de 3 a 4.6 pH). El funcionamiento del
sensor se basa en el principio de transmitancia, es decir, se coloca el optrodo en
un arreglo optico donde se alinea el laser que viaja por la fibra; el otro extremo de
la fibra se sumerge en un pH previamente conocido (llamados buffer), la luz que
viaja por la fibra sera absorbida en el extremo previamente sumergido, y esas
variaciones en intensidad, seran registradas por una fotorresistencia que convierte
luz en sefial eléctrica.

Desafortunadamente este sensor, tiene un uso limitado, ya que solo puede usarse
10 veces y su tiempo de respuesta es lento (20 s). De ahi la necesidad de buscar
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desarrollar otro biosensor que pueda aumentar el nimero de veces de uso y que
disminuya su tiempo de respuesta.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

Investigar y desarrollar un biosensor de fibra Optica fotonica mediante la técnica
sol-gel para medir pH.

2.2.2 Objetivos especificos

a) Seleccionar y determinar las concentraciones de los indicadores de pH.
b) Desarrollar los optrodos mediante la técnica sol-gel.
c) Calibracion del biosensor mediante la relacion pH vs voltaje.

2.3 Justificacion

La fabricacion de sensores mediante técnicas Opticas ha sido de gran interés para
la medicion de sustancias biologicas. Los sensores opticos ofrecen ventajas con
respecto a sistemas tradicionales como son, altamente sensibles, inmunes a
interferencia electromagnética y de bajo costo.

El principio fisico del funcionamiento del biosensor se basa en la transmitancia de
la luz, lo cual se puede llevar a cabo utilizando una fibra optica.

Existe una amplia variedad de sensores como por ejemplo para medir pH,
glucosa, colesterol, hemoglobina, oxigeno, urea, etc.

En esta tesis proponemos fabricar un biosensor para medir pH, ya que es de vital
importancia medir o cuantificar el valor del pH, por ejemplo en el tratamiento de
agua, la agronomia, la industria de alimentos, la industria de cosméticos y
shampoos, en la industria quimica, petroquimica, en las farmacéuticas, en la
metalurgia, etc.

Para inmovilizar los indicadores de pH en la fibra Optica se utilizara la técnica de
sol-gel ya que ofrece mdltiples ventajas, como la poca infraestructura necesaria
para llevar a cabo el proceso, ademas que se puede realizar a temperatura
ambiente y los materiales que se obtienen son 6pticamente limpios.

Una diferencia importante entre esta tesis y trabajos previos es el uso de fibra
oOptica fotonica. Una de las desventajas de los biosensores de fibra Optica plastica
es el niumero de veces que se puede utilizar (10 veces), por lo que se investigara
si con la fibra Optica microestructurada se incremente las veces que se puede
utilizar el optrodo.
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Capitulo 3

Biosensores

biosensor = bioreceptor + transductor

Un biosensor consiste de dos componentes: un bioreceptor y un transductor. El
bioreceptor es una biomolécula que reconoce el analito mientras que el
transductor convierte ese reconocimiento en una sefial medible. La peculiaridad de
una biosensor es que los dos componentes estan integrados en un solo
dispositivo, en un solo sensor. Esta combinacion permite medir el analito objetivo
sin necesidad de utilizar reactivos. Por ejemplo para conocer el pH de una
sustancia se mide directamente con el biosensor (hecho especificamente para
medir pH) introduciendo el sensor en la muestra. La simplicidad y la velocidad de
la medicion es la principal ventaja de un biosensor [5].

El biosensor esta en contacto directo con la muestra a través del bioreceptor, que
le confiere la selectividad a través de un sitio selectivo que identifica al analito y lo
transforma de alguna manera.

La figura 3.1 muestra los componentes basicos de un sensor: la muestra a

analizar, el biosensor, la sefial que es amplificada y medida, y el procesamiento de
datos a través de sistemas de computo.

3.1 Bioreceptor

El bioreceptor puede ser una enzima, un anticuerpo, un acido nucleico o un
receptor, inmovilizado que transforma el analito en un producto que es detectable
por el transductor.
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Figura. 3.1. Esquema basico de un sensor.

El bioreceptor es crucial pues produce el efecto fisico-quimico que sera detectado
por el transductor. Esto involucra procesos como biocatdlisis, acoplamientos
inmunoldgicos o quimiorecepcién [6][32].

Los bioreceptores mas empleados son:

a)

b)

c)

Catalizadores biologicos (enzimas). Las enzimas pueden ser extraidas de
una o mas fuentes biolégicas (in situ) para aplicaciones especificas y
pueden usarse solas o con sus cofactores. Las enzimas que se consiguen
comercialmente presentan las siguientes ventajas: se reproducen por lotes,
tiempo de vida y caracteristicas conocidas, disponibilidad inmediata. Las
desventajas de las enzimas purificadas son que no son siempre estables y
necesitan la presencia de sus cofactores para operar en forma apropiada.
En algunos casos se necesitan cadenas enzimaticas para realizar las
transformaciones, lo que debe asegurarse la operacion Optima del
biosensor en forma global.

Microorganismos. Son entidades estructurales que poseen todas las
enzimas necesarias y sus cofactores en un ambiente optimizado por la
naturaleza. Pueden reproducir y compensar pérdidas en la actividad
enzimatica con el tiempo.

Tejidos y organelas. El tejido tiene la ventaja de la cohesidén, y tiene una
estructura que es lo suficientemente robusta para adherirse a un
transductor sin necesidad de recurrir a técnicas de inmovilizacion de
proteinas. Pueden usarse:
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1) Tejidos de animales y vegetales: estos tejidos son fuentes
naturales de material enzimatico por lo cual pueden construirse
biosensores muy estables.

2) Organelas: se pueden encontrar biocatalizadores en lisosomas,
cloroplastos, mitocondrias y microsomas.

d) Inmunorreceptores. Debido a la reaccién antigeno-anticuerpo se produce
una débil variacion del potencial que puede detectarse, pero deben
utilizarse distintos procesos para mejorar la respuesta del transductor.

e) Quimiorreceptores. Se emplean los receptores celulares especificos de
membranas celulares que se excitan quimicamente para producir cambios
conformacionales. Ejemplo: neurorreceptores para detectar drogas vy
toxinas.

Un paso crucial en la construccion de un biosensor es inmovilizar las proteinas de
interés, por ejemplo las enzimas. Esto asegura maximo contacto con la muestra, y
estabilizacion de la proteina para poder emplearla en forma repetida [7].

3.2 Inmovilizaciéon

La inmovilizacion puede llevarse a cabo por:

1. Inmovilizacién de enzimas

a. Atrapamiento fisico

b. Inmovilizacion por puente cruzado

c. Inmovilizacién electromagnética

d. Inmovilizacion multienzimatica

e. Inmovilizacion de cofactores

f. Inmovilizaciébn de mediadores
Inmovilizacion de microorganismos
Inmovilizacién de inmunoagentes

a. Inmovilizacién de anticuerpos

b. Inmovilizacion de antigenos

c. Inmovilizacién de los compuestos por bioafinidad
4. Inmovilizacion de tejidos y organelas
5. Inmovilizacion de quimiorreceptores

w N

1.- Inmovilizacién de enzimas

a) Atrapamiento fisico
Las enzimas tienen alto peso molecular y gran tamafio, lo suficiente como
para atraparlas en geles de poliacrilamida o membranas de dialisis [34]. El
primer electrodo de enzima fue construido por Updike y Hicks atrapando
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b)

d)

e)

glucosa oxidasa en una capa de gel de poliacrilamida, que a su vez se
adheria a un electrodo de oxigeno.

El atrapamiento fisico no se usa generalmente porque la presencia de
enzimas en una solucion no permite una actividad enzimatica a largo plazo.

Inmovilizacion por enlace cruzado (cross-linking)

Este proceso usa un agente bi o multifuncional para formar un puente entre
distintas especies biocataliticas o proteinas. Esto resulta en un incremento
considerable del peso molecular, y los compuestos que se forman son
insolubles.

Es posible enlazar moléculas de una misma enzima, o coreticular dos o
mas proteinas diferentes (enzima con enzima, enzima con proteina, etc.).
Un agente utilizado en cross-linking es el glutaraldehido. Este agente
bifuncional tiene dos grupos aldehidos en sus extremidades que reaccionan
con el grupo amina de una enzima o proteina. Los métodos de cross-linking
son: método de inmersién (para inmovilizar ureasa), método de enlace
directo, uso de aerosoles, uso de membranas y, membranas
prefuncionalizadas.

Inmovilizacién electromagnética

Si una enzima puede incorporarse en un soporte magnético, entonces
puede usarse un campo electromagnético para inmovilizarla. La ventaja de
este método es que los componentes biocataliticos pueden ser cambiados
tan frecuentemente como se desee. La enzima puede despegarse
deteniendo la corriente en el solenoide. La dificultad es la fijacion de la
enzima a las particulas magnéticas. La interaccion bioespecifica usada es
fragil e irreversible, y la enzima puede ser despegada bajo ciertas
condiciones de pH.

Inmovilizacién multienzimatica

La naturaleza proteinica de las enzimas significa que contienen un gran
nidmero de grupos reactivos que pueden ser simultineamente
inmovilizados, lo que permite que el sustrato pueda ser reciclado,
aumentando la sensibilidad de la respuesta del electrodo.

El uso de mediadores para reducir el potencial aplicado en los electrodos
amperométricos, y la interferencia, algunas veces requiere inmovilizacion
multienzimatica.

La inmovilizacion multienzimatica necesita la catélisis de reacciones de
descomposicion sucesivas que requieren muchas enzimas diferentes, pero
eventualmente los productos pueden ser detectados por un electrodo.

Inmovilizacion de cofactores
Un cofactor (o coenzima) puede ser inmovilizado en un soporte insoluble al

mismo tiempo que una enzima, gracias a que forman una unidad indisociable
con la apoenzima. Ademas, el cofactor puede permanecer lo suficientemente
movil después de su inmovilizacion para pasar de un sitio activo de una
apoenzima al sitio activo de otra para su regeneracion.
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La inmovilizacion fisica de los cofactores es imposible debido a su tamafio tan
reducido y por lo tanto debe ser unido covalentemente ya sea a una enzima o
un soporte insoluble. A veces la regeneracion de un cofactor no requiere otra
enzima sino simplemente otro sustrato. El cofactor es inmovilizado en un sitio
activo de una enzima para obtener la reaccion enzimatica con el primer
sustrato, y luego el cofactor es regenerado por un segundo sustrato [8].

f) Inmovilizacion de mediadores
Los mediadores se usan para regenerar los cofactores involucrados en las
reacciones redox catalizadas por enzimas. La movilidad de un cofactor se
reduce si la enzima no esta en solucion y se requiere un mediador para
transportar electrones entre el electrodo y el cofactor. Pueden usarse
ferrocenos y sales organicas conductoras. Los mediadores se inmovilizan
usando redes poliméricas inertes o electroactivas.

2.-Inmovilizacion de microorganismos

Como los microorganismos son de mayor tamafio que las enzimas pueden ser
inmovilizados por atrapamiento fisico. Pueden atraparse en geles agar o de
poliacrilamida, o en membranas de dialisis o filtracion. También se pueden
inmovilizar células enteras en suspensiones de colageno tratadas con
glutaraldeido.

3.- Inmovilizacion de inmunoagentes

Existen dos tipos de inmunosensores: aquellos que en forma directa explotan una
variacion de un parametro como resultado de un acoplamiento inmunolégico y
aguellos que recurren a una enzima para liberar un producto, o consumir un co-
sustrato, que es detectable por un transductor. El primer paso en ambos casos es
fijar un antigeno, un anticuerpo, o un compuesto que tenga bioafinidad con el
analito, sobre el transductor.

a) Inmovilizacion de anticuerpos
El objetivo de inmovilizar un anticuerpo en un transductor es detectar el
antigeno correspondiente. Los anticuerpos tienen estructuras proteinicas y
pueden ser inmovilizados de la misma forma que las enzimas, en forma
directa (enlaces covalentes) o usando membranas.

b) Inmovilizacién de antigenos
Los antigenos no siempre poseen estructuras proteinicas como para
inmovilizarlos en la misma forma que los anticuerpos o las enzimas, y por lo
tanto se los une a portadores ionicos.

c) Inmovilizacion de los compuestos con bioafinidad
Los compuestos con bioafinidad pueden usarse para preparar proteinas
complejas por procesos similares al acoplamiento inmunolégico. Los
compuestos se inmovilizan usando membranas obtenidas por
copolimerizacion de 1,8-diamino-4-amino-metiloctano con triacetato de
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celulosa. Las membranas se sumergen en una solucion que contiene
ovalbimina y luego HABA (&cido benzoico 2[(4-hidroxifenil)azo]), el
compuesto con bioafinidad, se une con carbodiimida.

4.- Inmovilizacion de tejidos y organelas

Se corta un trozo de tejido animal o vegetal que se inserta entre dos membranas
semipermeables que luego se adjuntan al transductor. EI transductor
generalmente es un electrodo de pO2, pCO2, o pNH3 los cuales tienen su propia
membrana hidrofébica permeable a un gas. Los tejidos animales pueden ser de
higado de conejo o bovinos, musculo o mucosa intestinal de conejo. Los
componentes celulares también se usan, por ejemplo mitocondrias. Estas
organelas hacen mas selectivo al biosensor porque contienen enzimas mas
especificas. Los tejidos vegetales se inmovilizan usando retencion mecanica.
Estos biosensores tienen un tiempo de respuesta mayor que los sensores de
enzima correspondientes. Para obtener respuestas mas rapidas se incorpora el
tejido en pastas de carbén para facilitar el contacto entre el sitio biocatalitico y el
componente sensible [9].

5.- Inmovilizacion de quimiorreceptores

Los quimiorreceptores se adhieren en su estado natural a un electrodo
potenciométrico para crear sensores llamados “receptrodes”. De esta forma
pueden crearse neurorreceptores para medir toxinas y otros agentes quimicos.
Por ejemplo, el uso de receptores de acetilcolina permite la determinacion

de acetilcolina a través de la deteccion de una impedancia especifica comparada
con otros neurotransmisores.

En nuestra tesis haremos una inmovilizacién de inmunoreceptores por la técnica
sol-gel.

3.3 Transductor

El transductor debe dar una sefial 6ptima, sensible, facil de monitorear y con el
minimo de ruido. El transductor puede ser electroquimico, termomeétrico,
fotométrico o piezoeléctrico y de acuerdo al tipo de bioreceptor con el que se
combina pueden formarse multiples tipos de biosensores.

El transductor provee la evidencia de que ha ocurrido una reaccion en el
bioreceptor. La eleccién del transductor depende del tipo de reaccion, y las
sustancias liberadas o consumidas. Generalmente, la eleccion apropiada del
transductor es el modelo comercial que existe para el método de deteccion
requerido. Hay un gran numero de electrodos disponibles para deteccion
electroquimica, por ejemplo, electrodos sensibles a pH, a aniones o cationes, y a
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gases (pO2, pCO2, pNH3). ElI componente sensible puede comprarse
independientemente y luego adherirlo al biosensor [10].

La eleccion del transductor también depende de la aplicacion deseada del
biosensor. Si va a ser usado en ambientes biologicos, debe satisfacer criterios de
biocompatibilidad, especialmente con respecto a la deposicion de proteinas,
lipidos o células sobre su superficie. Si va a ser utilizado in vivo, debe ser de
tamafo reducido, y con forma adecuada para no dafar excesivamente los tejidos.
Ademas deben tenerse en cuenta las caracteristicas toxicas, metalicas, o
componentes poliméricos cuando se va a implantar por largo tiempo.

La interferencia quimica puede afectar la transduccién, por lo que también debe
tenerse en cuenta en el momento de la eleccion del transductor.

El transductor debe aprovechar Optimamente las modificaciones fisicoquimicas
que resulten de las reacciones bioldgicas. Por ejemplo, si una reaccién provoca
una variacion de la entalpia, se produce un incremento muy débil de la
temperatura y por lo tanto un termistor es un transductor térmico mas adecuado
que una termocupla.

El mismo transductor puede usarse en modos de operacion diferentes, que se
eligen de acuerdo al objetivo deseado. Por ejemplo, una fibra éptica puede usarse
como un transductor extrinseco, con un componente biorreactivo inmovilizado en
Su punta, o como un transductor intrinseco explotando la interaccion entre las
inmunoproteinas de su superficie y las ondas evanescentes de la superficie.

Los transductores pueden ser:
1.- Electroquimicos
a) Potenciométricos
b) Amperomeétricos
C) Semiconductores
2.- Termométricos
3.- Piezoeléctricos
4.-Fotométricos

En esta tesis solo describiremos brevemente los transductores fotométricos, que
son los que utilizaremos para la construccion del optrodo.

Transductores fotométricos

Se basan en la medicion de la variacion de las propiedades 6pticas de un medio o
un receptor inmovilizado. La luz puede atravesar, reflejarse o emitirse del material
analizado.

Las fibras épticas pueden usarse para construir biosensores. La luz entre una
muestra y una fuente o detector se transporta a lo largo del interior de las fibras
siguiendo los principios de reflexion total. La luz se propaga a lo largo de la fibra
en diferentes modos, de acuerdo a un angulo de incidencia dado.

La reflexion total en una fibra nunca es perfecta y por lo tanto algo de radiacion
electromagnética penetra la cubierta de la fibra. Esto se llama ondas
evanescentes, y pueden usarse para detectar variaciones de las propiedades
Opticas de peliculas quimicas y bioldgicas que se colocan alrededor de la fibra.
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Comunmente el material (reactivo) que cambia sus propiedades O6pticas
(absorcidn, fluorescencia, y luminiscencia) es inmovilizado en la punta o alrededor
de una fibra dptica.

Absorcion de luz

El detector mide la reduccion de la intensidad de la luz de la fuente. Esta
reduccion es causada por un producto absorbente que proviene de la reaccion
entre la sustancia inmovilizada y el analito.

Generalmente se utilizan ondas de longitud de onda monocromatica, y los rayos,
incidente y emitido, tienen la misma longitud de onda.

Se basan en el recubrimiento de la punta de una fibra Optica con un indicador
coloreado incorporado a una matriz polimérica. Se emplean en medidores de pH.

Fluorescencia

La longitud de onda de la emision fluorescente es diferente de la longitud de onda
de la onda de excitacion, y una sola fibra es suficiente para transportar la radiacion
de excitacion y emision.

También se usa una sola fibra para medir fluorescencia, que ocurre cuando un
compuesto absorbe en la misma regidén espectral que la emision presente.

Es muy sensible y detecta muy bajas concentraciones. Se emplean indicadores
fluorescentes inmovilizados en la punta de una fibra. Un cambio de pH provoca un
cambio en la fluorescencia del indicador. Se emplea luz laser para iluminar la
punta.

Bio o Quimioluminiscencia

La Bioluminiscencia esta asociada a la emision de luz de organismos vivos como
las luciérnagas.

Basicamente, una reaccion es catalizada por la luciferasa y libera un compuesto
en su estado excitado, que emite luz cuando vuelve al estado de reposo. Se
emplea para cuantificar ATP o procesos que usen ATP como cofactor.

La Quimioluminiscencia proviene de reacciones quimicas, en las que ocurre una
oxidacion que involucra oxigeno molecular, o peréxido de hidrégeno (H.0,). Estos
sensores sirven para medir H,O,.
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Capitulo 4

Técnica sol-gel

4.1 Introduccion

La técnica sol-gel ha sido usada en los Ultimos afios para preparar un amplio
rango de materiales. Este método es atractivo debido a que involucra procesos a
baja temperatura, ademas de la altura pureza y homogeneidad a su forma de
preparacion en sistemas multicomponentes. La técnica sol-gel ha sido explotada
para elaborar nuevas composiciones de cristales, nuevos sistemas ceramicos y
compuestos de Utiles propiedades.

Avances recientes en la tecnologia de ceramicas han hecho posible moldear el
silice y otros 6xidos metélicos a temperatura ambiente, mediante la técnica sol-gel,
y ademas, se ha demostrado la posibilidad de atrapar compuestos organicos en
matrices inorganicas al introducir el compuesto deseado con los precursores del
sol-gel [11]. Esta técnica se ha extendido también a compuestos biologicos.

La técnica sol-gel permite la sintesis de ceramicas homogéneas tanto de grano
fino como de grano grueso y ofrece control de pureza quimica y cristalina [12].

Dicho proceso también permite, a partir del gel, la preparaciéon de productos en
diversas formas fisicas tales como: polvos ultrafinos, monodispersos y muy
reactivos, piezas monoliticas de formas definidas (Opticamente limpias),
recubrimientos vy fibras.

El material final es mas homogéneo con respecto a especies quimicas obtenidas
por procesos en los cuales, difusion en estado solido o fase fundida, es necesario
para la formacion del compuesto; ademas de ser mas versatil que los demas
métodos no convencionales en el procesamiento de cerdmicas avanzadas.

En la figura 4.1 se esquematiza la técnica sol-gel [13], en esta se puede apreciar

gue a partir de la suspension coloidal (sol) se pueden obtener particulas, peliculas,
fibras, ceramicos densos (monolitos) y aerogeles.
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Figura 4.1 Esquema general del proceso sol-gel.

4.2 Antecedentes

El proceso sol-gel se descubrié a finales del siglo XIX, aunque no se estudio de
manera intensa hasta los anos 30’s. Posteriormente se perdio interés de la técnica
y no fue hasta principios de los afios 70’s cuando se sintetizaron geles de sales
inorganicas que fueron transformados en vidrios sin necesidad de altas
temperaturas ni fusion. Con ello se conseguia un o6xido inorganico con las
propiedades deseadas de dureza, transparencia Optica, estabilidad quimica,
porosidad y una buena resistencia térmica a baja temperatura.

Posteriormente, el método sol-gel permitio desarrollar rapidamente la fabricacion
de peliculas, fibras y polvos con un tamafio de particula nanométrico. También
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permiti6 el desarrollo de muchas aplicaciones especificas, entre las cuales se
incluyen las 6pticas, proteccion y peliculas porosas, capas, aislantes de ventanas,
dieléctricos, peliculas de interés electronico, superconductores, fibras de refuerzo
y catalizadores.

Se considera a Badini como el pionero en proponer la aplicacion de la técnica sol-
gel en la obtencion de sensores quimicos (1989), constituyendo el principio de un
sensor de pH [36], seguido por Suzman (1990) [37]. Gracias a esto de observo la
ruptura producida por los geles, que mas tarde permitiria a MacCraith, en 1991,
perfeccionar el procedimiento [38].

MacCraith utilizé una fibra 6ptica a la cual le retird la proteccion y le adhirié una
capa delgada de silice con fluoresceina, que es una substancia colorante de color
amarillo que produce un color fluorescente verde intenso, en soluciones alcalinas
(pH>5). Fue cuando Ding, propuso un sensor de fibra éptica donde el nicleo se
encontraba dopado con una pelicula delgada del gel de silice que contenia
bromofenol azul [39].

Desde entonces, la técnica sol-gel es ampliamente utilizada en la fabricacién de
sensores quimicos y biosensores.

4.3 Conceptos y términos generales

La técnica sol-gel permite obtener un compuesto sélido a partir de una soluciéon
liguida. Recibe este nombre debido a que durante el proceso de lleva el cambio de
un sol a un gel mediante la condensacion.

El desarrollo de la técnica sol-gel ha sido enfocado hacia la obtencién de 6xidos.
La técnica sol-gel, es un método donde uno o varios elementos son usados en la
forma de sol y/o gel, con el fin de obtener un sélido homogéneo, principalmente
policristalino amorfo.

En una dispersion coloidal, se llama fase dispersa o dispersoide a la substancia
disuelta que se encuentra en menos proporcién, y medio de dispersién al medio
en que se hallan dispersas las particulas. Las suspensiones coloidales mas
importantes tienen un liguido como medio de dispersién aunque también puede
servir como tal un gas o un solido; con fase dispersa solida, liquida o gaseosa.

La dispersion coloidal recibe el nombre genérico de sol. Cuando el medio liquido
es el agua, el sistema se denomina hidrosol y si es un alcohol, entonces se
denomina alcosol.

Las soluciones coloidales o soles, contienen ya sea grandes macromoléculas,
agregados moleculares o pequefias particulas y ocupan una posicion intermedia
entre soluciones de especies de bajo peso molecular, y dispersiones.
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Se consideran particulas coloidales aquellas que tienen al menos una dimension
en el rango de 1nm-1um [14]. La quimica coloidal forma un vinculo continuo entre
la quimica molecular y el estado solido.

Algunos soles pierden gradualmente algo de su liquido por evaporacién y forman
masas gelatinosas que se llaman geles. Los hidrosoles dan lugar a hidrogeles,
mientras que los alcosoles dan lugar a alcogeles.

Un gel es una forma de materia entre liquido y solido. Un gel polimérico es una red
macromolecular infinita, la cual esta hinchada por solvente.

Un gel puede ser creado cuando la concentracion de la especie dispersa aumenta.
Una transicibn sol-gel se observa cuando la viscosidad se incrementa
notoriamente sobre lo normal. El solvente es atrapado en la red de particulas, asi,
la red polimérica impide que el liquido se separe, mientras el liquido previene que
el sélido colapse en una masa compacta.

4.4 Etapas de la técnica sol-gel

El proceso sol-gel se puede definir como una ruta quimica para preparar una gran
variedad de materiales inorganicos a través de una amplia gama de
procedimientos. Este proceso esta basado en la formacién de redes inorganicas
empezando con soluciones de precursores moleculares, el sol, tendiendo por la
gelificacion a formar una red soélida continua en una fase liquida continua, el gel.

A continuacion se describen los pasos que conforman el proceso de preparacion
via sol-gel.

Etapas del proceso sol-gel:

Preparacion del sol. Existen dos vias bésicas para obtener los soles: los sistemas
acuosos y los sistemas organicos. En los sistemas acuosos se utiliza como
precursores 6xidos coloidales, hidréxidos y sales tanto organicas (acetatos), como
inorganicas (nitratos), estos compuestos se dispersan o se disuelven en agua. En
los sistemas organicos se obtienen a partir de compuestos metal-organicos
(principalmente alcoxidos) disueltos en un solvente organico, que generalmente es
un alcohol.

Hidrolisis [15]. Se lleva a cabo la descomposicion de sustancias organicas e
inorganicas complejas en otras mas sencillas por accién de agua.

Gelificacion. Las reacciones de hidrdlisis y condensacion del proceso anterior,
conducen a la formacion de agregados (grupos), que se enlazan hasta formar un
anico conjunto gigante denominado gel [16]. En el momento de formacién de gel
hay muchos grupos en el sol que se unen entre si para formar una red solida,
responsable de la elasticidad, y ocurre un cambio abrupto de la viscosidad [17].
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Envejecimiento. Luego de la gelificacion el sistema continua reaccionando,
produciendo cambios quimicos y estructurales, mediante acoplamientos
covalentes y evoluciéon estructural con cambios en el tamafio de los poros y las
fuerzas de las paredes de dichos poros [18].

Polimerizacion. Es el proceso quimico por el cual, mediante calor, la luz o un
catalizador se unen varias moléculas de un compuesto para formar una cadena de
multiples eslabones de estas y obtener una macromolécula. Durante este proceso,
aumenta la interconexion del esqueleto soélido, en consecuencia aumenta la
densidad y la resistencia mecanica del solido [5].

Sintesis. Es la contraccion del esqueleto sélido del gel, acompanada de la
expulsion de la fase liquida contenida en los poros.

Crecimiento. Este proceso se debe a la disolucion y precipitacion producida por la
diferencia de solubilidad entre las particulas.

Secado y tratamiento térmico. El secado en la fase liquida, constituye la mayor
parte (70-90%) del volumen del gel humedo y cuando ésta se evapora se observa
una contraccion acompafiada de endurecimiento del gel. Esto se traduce en la
pérdida de agua, alcohol y otros componentes volatiles [5y 18].

Cabe mencionar gque el proceso es mucho mas sencillo de lo que se lee, ya que
en la practica la preparacién de optrodos por esta via es muy sencilla.

4.5 Aplicaciones

A través del método sol-gel es posible obtener ceramicas de 6xidos mixtos en la
forma de polvos muy finos, piezas monoliticas de formas definidas, fibras y
recubrimientos (peliculas) [13]. En cada caso existen condiciones de
procesamientos especificas.

Al preparar polvos ultrafinos, monodispersos y reactivos es necesaria una rapida
hidrolisis con gran exceso de agua (20-500 ml H,O por mol de alcéxido) en el caso
de una hidrdlisis-policondensacion y en el caso de usar un sol (dispersion
coloidal), este debe ser de alta concentracion para poder inducir la precipitacion de
polvos. Al introducir las particulas en la forma de suspension coloidal, la
gelificacion proveniente de estas particulas esta fuertemente determinada por el
pH. El secado se lleva a cabo a bajas temperaturas (<90 °C). Por este
procedimiento se logran polvos puros y finos, pero en la practica éstos no son
utilizados como tal, teniendo que proceder a una compactacion posterior o que
puede introducir impurezas.
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Para obtener piezas monoliticas de forma definida es necesaria una lenta
polimerizacion, la cual es controlada por la etapa de hidrdlisis, por lo tanto, es
requerida una lenta hidrolisis. Pero también es posible realizar la polimerizacion en
contacto con la humedad atmosférica, con el inconveniente de ser un proceso
mucho mas lento que el efectuar la hidrélisis mediante adicion controlada de agua.
Otros factores son requeridos tales como una baja razon agua/alcéxido, alta
temperatura de hidrdlisis (temperatura de ebullicion del solvente), el uso de
contenedores (en los cuales se vierte el gel para obtener una forma deseada) de
un material hidrofébico (no permite que la superficie se moje) y un lento secado y
calentamiento posterior.

Peliculas y fibras son preparadas bajo las mismas condiciones que las piezas
monoliticas, es decir, lenta hidrélisis y baja razén agua/alcoxido. A diferencia de
polvos y piezas, las peliculas y fibras pueden ser preparadas directamente del
estado viscoso de la solucion. En el caso de las fibras es necesaria una alta
viscosidad, para poder formar las fibras extrayendo filamentos de gel y en el caso
de peliculas la viscosidad (concentracion final) depende del producto deseado, es
decir, si se desea una pelicula gruesa o una de bajo espesor.

A continuacion se enlistan algunas aplicaciones de la técnica sol-gel:

APLICACION MATERIALES SOL-GEL
Peliculas de gel de silice dopada de
Fibras Opticas alta pureza para los precursores de
fibra 6ptica
Recubrimientos de gel de silice
Revestimientos resistentes a la abrasion de sustratos
plasticos
Revestimientos Opticos anti-reflejo Ventana laser, ventanas inteligentes

. . o Separadores de aerogel para ventanas,
Aislamiento térmico de ventanas -
revestimiento de colectores solares
Aislamiento  refractarios de alta L
Espumas ceramicas
temperatura
Sensores de pelicula delgada de NOx,
Sensores quimicos Osciladores cristalinos revestidos por
sol-gel
Filtros moleculares sol-gel. Filtros
antibacterianos
Abrasivos Abrasivos de alumina
Hidroxiapatita (como sustituto de tejido

0se0)

Membranas de ceramica

Selladores y rellenos dentales
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4.6 Ventajas y desventajas de la técnica sol-gel

A continuacion se enlistan ventajas y desventajas de la utilizacion de este método
de inmovilizacién.

Ventajas:

Bajo costo

Baja temperatura de proceso

Control de heterogeneidad

Control sobre impurezas

Control de cristalinidad

Preparacion de ceramicas de grano fino o grueso
Obtencion de especies Opticamente limpias
Elevado rendimiento

Simplicidad de proceso

Minima infraestructura necesaria

Gran versatilidad

Minima generacion de residuos

Manufactura de piezas de formas especiales sin la utilizacion de maquinaria

Desventajas: [16]

Dréstico encogimiento en el secado trayendo como consecuencia la
aparicion de microfisuras

Largo tiempo de duraciéon de la etapa de hidrdlisis (piezas monoliticas,
fibras y peliculas)

Dificil secado de estructuras de forma compleja

Gran cantidad de solvente utilizado

Desprendimiento de agua formada en la policondensacion

Dificil control de la porosidad
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Capitulo 5
Fibra Optica
5.1 Antecedentes

El concepto de conducir luz dentro de un dieléctrico estrecho y largo (mediante)
reflexion total interna) se conoce desde hace bastante tiempo. John Tyndall (1870)
demostré que una fina corriente de agua podia contener y guiar la luz. Poco
después se recurrio a “tubos luminosos” de vidrio y, sucesivamente, a hilos de
cuarzo fundido para demostrar ulteriormente dicho efecto. Sin embargo, solo a
inicios de los afios cincuenta se llevaron a cabo estudios serios para transportar
imagenes en el interior de mazos de fibra de vidrio cortas.

Después de la invencion del laser en 1960, se valoraron en seguida los beneficios
potenciales proporcionados por la transmisién de informacion de un lugar a otro
recurriendo a la luz, en comparacion con las corrientes eléctricas o incluso las
microondas. A frecuencias épticas tan elevadas (del orden de 10'° Hz), se puede
transportar cien mil veces mas informacién con respecto a las microondas [19]

Las comunicaciones con fibra 6ptica moderna datan de principios de los afios 60
cuando Charles Kao predijo teéricamente que se podian transmitir mensajes a alta
velocidad a grandes distancias a través de una angosta guia de onda de vidrio, la
cual es comunmente llamada fibra éptica. En 1970, un grupo de investigadores de
Corning fabricé exitosamente fibras Opticas usando silice fundida con una
atenuacion de menos de 20 dB/km a una longitud de onda de 633 nm. El avance
de Corning fue el avance mas significativo hacia la aplicacion de comunicacion
con fibra oOptica. En los afios siguientes, las pérdidas en la fibra disminuyé
drasticamente, con la ayuda tanto de los métodos de fabricaciobn mejorados y el
desplazamiento hacia longitudes de onda mas grandes, donde las fibras tienen
inherentemente baja atenuacion [20].

Ademas de las comunicaciones oépticas, la fibra éptica y tecnologias foténicas han
encontrado una variedad de aplicaciones que van desde la metrologia de
precision, para formacion de imagenes, a los sensores fotonicos. Diversas
técnicas de medicion 6ptica se han propuesto y demostrado en la investigacion,
desarrollo, mantenimiento y resolucién de problemas de los sistemas Opticos.
Diferentes sistemas Opticos de medicién diferentes y exigen técnicas de analisis
basadas en la aplicacion especifica y los requisitos clave de cada sistema. Con los
afos, la mediciébn por fibra éptica se ha convertido en una disciplina de
investigacion independiente, que es a la vez interesante y desafiante.
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La fibra 6ptica es el componente més importante en los sistemas de comunicacion
de fibra 6ptica, asi como en muchas configuraciones de medicién basadas en fibra
Optica. La estructura basica de una fibra Optica se muestra en la figura 5.1, que
tiene un nucleo central, un revestimiento y un recubrimiento externo para proteger
y reforzar la fibra.

Revestimiento (cladding)

Ndcleo

Recubrimiento externo (coating)

Figura 5.1 Esquema general de una fibra optica.

5.2 Reflexion y Refraccion

La propagacion y la guia de la luz en una fibra 6ptica se basan en el principio de
reflexion total interna entre el nudcleo y el revestimiento. Debido a la baja
atenuacion del silice, las sefiales Opticas pueden transmitirse largas distancias a lo
largo de la fibra Optica sin una pérdida significativa de potencia Optica. Para
entender el mecanismo de la propagacién éptica en la fibra revisaremos los
principios fundamentales de la propagacion de la luz en este medio.

Una interfaz optica es definida como un plano en el que las propiedades Opticas
cambian. Por ejemplo, la superficie del agua es una interfaz éptica porque el
indice de refraccion cambia drasticamente de n=1 a n=1.3 en el agua. Para
simplificar nuestro analisis, haremos las siguientes suposiciones:

1.- La propagaciéon es de una onda plana

2.- El medio es lineal

3.- El medio es isotrépico

4.- La interfaz Optica es plana.

En la figura 5.2 ilustramos una interfaz Optica formada entre dos materiales 6pticos

con indices de refraccion n; y n, respectivamente. Una onda plana es proyectada
sobre la interfaz 6ptica a un angulo incidente B; (con respecto a la superficie
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normal). La onda Optica es linealmente polarizada, y su vector de campo eléctrico
puede descomponerse en dos componentes ortogonales E| y E! paralela y
perpendicular respectivamente, al plano de incidencia. En la interfaz Optica parte
de la energia es reflejada hacia el mismo lado de la interfaz y otra parte es
refractada al otro lado de la interfaz.

. E)
e

Frentedeonda .- '

Frente de onda

Figura 5.2. Reflexion y refraccion de una onda plana en una interfaz optica.

La ley de Snell
n,sent; = n,send,;, (5.1)

nos dice la direccién de propagacion de la onda de luz refractada con respecto a la
onda incidente. El cambio en la direccibn de propagacién de la onda es
proporcional al cambio del indice de refraccion en la superficie. La ley de Snell se
deriva del hecho de que la velocidad de fase a lo largo de la direccién del eje z
debe ser continua en la interfaz. Como las velocidades de fase en la direccion z

SONVyy = ——Y Uy, = en ambos lados de la superficie, la ley de
T4 5610, Mg 56185

Snell se obtiene haciendo v,; = v,,.

Como la ley de Snell se obtuvo sin suponer nada acerca del estado de
polarizacion de la luz ni de la longitud de onda, es por lo tanto independiente de
estos parametros. Una importante consecuencia de esta ley es que 8, = 8; con
Ty <X 4.
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5.3 Coeficientes de Fresnel

Para encontrar la magnitud y la fase del campo optico que se refleja al mismo lado
de la interfaz, tenemos que tratar las componentes opticas E[ y E; por separado.

Un hecho importante es que las componentes paralelas a la interfaz deben ser
continuas en ambos lados de la interfaz.

Primero consideramos las componentes E;, Ef y E| (son paralelas al plano de
incidencia pero no a la interfaz). Estas se pueden descomponer en sus
componentes paralelas y perpendiculares a la interfaz, las componentes paralelas
son E cost,, Efcosf, y —E[cos8,, respectivamente, los cuales se obtienen de la
figura 5.2. Por la continuidad del campo en la interfaz tenemos

(E[ — E|)cosB, = E}cos#,. (5.2)

Al mismo tiempo, las componentes del campo magnético asociadas a E|, Ef y E[
tienen que ser perpendiculares al plano incidente, y estas son H{ = /=, /u, Ej,
Hf =y&/u, Ef Yy H[ =./s,/u,E, respectivamente, donde & y & son las
permitividades eléctricas y p, Yy i, son las permitividades magnéticas de los
materiales Opticos en ambos lados de la interfaz. Como H:, HI y H] son todas
paralelas a la interfaz (perpendicular al plano de incidencia), la continuidad del
campo magnético requiere H; + H] = H{. Suponiendo que iy = s, Y &, =n, Y
V&, = n, tenemos que

mEl + nEl =n,Ef . (5.3)
Combinando (5.2) y (5.3) encontramos el coeficiente de reflexion

E”__ _m c058y —Ng cos8, (5.4)

Eﬁ 14 C050q +1p cos8,

Haciendo un andlisis similar se puede obtener el coeficiente de reflexion para la
componente perpendicular al plano incidente

"
E), mycos8;—n;cosd;

PL =5 = (5.5)

E}  nycosf,+njcosf;

La reflectancia es entonces

2 =5 |
Ry = |F‘|| = Ellf (5.6)
y
R, =lp, I =} (5.7)
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Luego, de acuerdo a la conservacion de la energia, los coeficientes de transmision
gue se encuentran son

2 |Ef)?
T, =1-|p, E:f (5.8)
y
— 2 _ EEE
T,=1—|p,I*= B (5.9

Para el caso de incidencia normal, esto es, cuando la luz se lanza
perpendicularmente a la interfaz del material. En este caso, &, =6, =0y
cos#, = cosf, = 1, la reflectividad puede simplificarse como

My —MNg

Pr=P= (5.10)
Con incidencia normal la reflectancia es
My —N
y la transmitancia
T=T=T, =—2"2_ (5.12)
|14 +n2]

5.4 Bandgap o Banda Prohibida

Las fibras de cristal fotonico son una nueva clase de fibras 6pticas basadas en las
propiedades del cristal foténico. Debido a a que pueden guiar luz en nucleos
huecos, lo cual no es posible en la fibra éptica convencional, la fibra de cristal
fotdnico puede ser utilizada en aplicaciones de comunicaciones a través de fibra
Optica, laseres de fibra dptica [40], transmisiones de alta potencia, sensores [41] y
muchas otras areas [42].

El término “fibra de cristal fotonico" fue asignado por Philip Russel en 1995-1997
aungue también se han usado otros términos como “fibra micro-estructurada" [21].
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Las fibras de cristal fotonico son fibras de silice o polimeros transparentes que
tienen un nucleo central (a veces hueco) rodeado de una estructura peridédica de
agujeros rellenos de aire.

Los cristales fotonicos poseen una modulacion periodica del indice de refraccion,
siendo su periodo del orden de la longitud de onda del campo electromagnético en
el rango 6ptico. Debido a esto, los fotones se comportan en su interior, igual que lo
hacen los electrones en un semiconductor.

La propiedad mas importante de estos cristales es que pueden presentar rangos
de frecuencia en los que la propagacion de la radiacién electromagnética no esta
permitida.

Los cristales foténicos que son estructuras periodicas fabricadas, con periodos del
orden de décimas de micra hasta micras, que presentan una banda prohibida en la
region visible del espectro. Para guiar luz a través de un cristal fotonico basta
crear un “defecto”, que sirve precisamente de camino para confinar la luz que no
puede penetrar en el resto del cristal. En el caso de las fibras, el cristal foténico
juega el papel del recubrimiento, mientras que el defecto constituye el nacleo. Si
uno hace un corte transversal de la fibra se aprecia la estructura periddica que
rodea al defecto.

En la figura 5.3 se muestra un corte transversal de una fibra foténica de ndcleo
hueco, cuyas propiedades fisicas se muestran en la siguiente tabla (Apéndice):

Propiedades Fisicas:

Diametro del nucleo 58um= 1 pum
Diametro de la region micro-estructurada =37 um
Diametro del revestimiento 102 pm + 5um
Diametro de la cubierta 248 pm = 20 um

Cubierta

Revestimiento
Regién microestructurada

Nucleo

Figura 5.3. Foto del corte transversal de una fibra foténica.
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La periodicidad, asi como los materiales empleados en su fabricacion, determinan
la banda prohibida y las propiedades dispersivas e incluso no-lineales de la fibra,
permitiendo disefiar con gran versatilidad y control, de acuerdo a las aplicaciones
[22].

Un cristal foténico es un material estructurado de forma que su funcidn dieléctrica
varie periddicamente en el espacio, es decir son nanoestructuras Oopticas
periodicas que estan disefiadas para afectar el movimiento de los fotones de un
modo similar al que la periodicidad de un cristal semiconductor afecta al
movimiento de los electrones definiendo bandas de energia permitidas y
prohibidas. Basicamente, los cristales fotdnicos contienen regiones internas con
constantes dieléctricas altas y bajas que se repiten de forma regular. Las ondas de
luz que tiene permitido propagarse se conocen como modos, los grupos de modos
forman las bandas. Las bandas de longitudes de ondas no permitidas se llaman
bandas prohibidas. Esto da lugar a diferentes fendbmenos O6pticos como la
inhibicion de emisidén espontanea, espejos de alta-reflexion omni-direccionales y
guias de onda con pérdidas bajas, entre otros. Debido a que el fenémeno fisico
esta basado en la difraccion, la periodicidad de la estructura del cristal fotonico ha
de estar en el mismo orden de longitud de la mitad de la longitud de onda de las
ondas EM, es decir, las regiones de constantes dieléctricas altas y bajas que se
repiten han de tener las siguientes dimensiones; desde aproximadamente 200 nm
(azul) hasta 350 nm (rojo) para cristales foténicos operando en la parte visible del
espectro. Esto hace que la elaboracion de cristales fotonicos sea tediosa y dificil.

En la figura 5.4 se muestra la foto longitudinal de una fibra foténica (fibra 6ptica
microestructurada) vacia tomada con un microscopio, con un objetivo de 10X.

Figura 5.4. Foto longitudinal de una fibra fotonica sin dopar.
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La figura 5.5 muestra el corte transversal de una fibra fotonica vacia con un
microscopio a 10X, mientras que la figura 5.6 muestra la misma fibra aumentada
40X. Con este aumento son notorios los huecos por donde viaja la luz.

Figura 5.5. Foto transversal de una fibra foténica sin dopar, con un objetivo de 10X.

Figura 5.6. Foto transversal de una fibra fotonica sin dopar, con un objetivo de 40X Se puede
apreciar parte de la estructura.
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Para entender la propagacion de la luz en este tipo de fibra y verificar que una
gran cantidad de longitudes onda pueden llegar al otro extremo de la fibra en una
distancia pequefia (1.5 cm), sin que exista una atenuacion importante, en
particular la longitud de onda correspondiente a la de 633 nm que es la longitud de
onda permitida para la fibora que vamos a utilizar (Apéndice), usamos un
espectroanalizador 6ptico, mostrado en la figura 5.7 y una fuente de luz blanca,
figura 5.8.
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Figura 5.8. Fotografia de la fuente de luz banca utilizada para propagar luz visible a lo largo de la
fibra y analizar cuales longitudes de onda logran salir por el extremo opuesto de la fibra, para
diferentes longitudes de la fibra.
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Utilizamos tres longitudes diferentes para analizar las longitudes de onda que se
transmiten en la fibra Optica foténica utilizada: 6 cm, 11 cmy 180 cm.

No podemos medir una longitud de 1.5 cm de la fibra, que es lo usaremos para
construir los optrodos porque no se podria usar el espectroanalizador Optico ya
que se tiene que introducir parte de la fibra en el aparato, por lo que la minima
distancia para poder usarlo es de 6cm. Los resultados se muestran en las figuras
5.9,5.10y 5.11
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Figura 5.9. Gréfica de longitud de onda vs Intensidad normalizada para una fibra foténica de 6 cm
de longitud. Para esta longitud todas las longitudes de onda de la parte visible del espectro
electromagnético (400nm a 700nm) logran salir por el otro extremo de la fibra.
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Figura 5.10. Gréfica de longitud de onda vs Intensidad para la fibra fotdnica de 11 cm. Se puede
apreciar que el ancho de la curva disminuy6 respecto a la fibra de 6 cm de longitud. Las longitudes
de onda que logran salir estan entre los 600 nm y los 700 nm.
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Figura 5.11. Gréfica de longitud de onda vs Intensidad normalizada para una fibra foténica de 180
cm de longitud. El pico de la distribucion se vuelve mas pronunciado, teniendo su maximo
longitudes de onda que van de los 650 nm a los 700 nm.

En la gréfica 5.12 mostramos las tres graficas anteriores (5.9, 5.10 y 5.11)
empalmadas de manera que podamos apreciar que al utilizar una longitud igual o
menor a 6 cm garantizamos que una gran cantidad de longitudes de onda viajen
por la fibra sin sufrir una atenuacion importante.
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Figura 5.12. Gréfica de longitud de onda vs Intensidad normalizada para una fibra foténica de 6 cm,
11 cmy 180 cm de longitud. Se puede apreciar que para longitudes pequefias de la fibra es mayor
el nimero de longitudes de onda que pueden atravesar la fibra sin sufrir una atenuacién relevante.
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Observamos que para una longitud de 6 cm logran pasar por la fibra todas las
longitudes de onda de la parte visible del espectro electromagnético, y podemos
concluir que en 1.5 cm pasan al menos las mismas longitudes de onda que en
6cm. Notamos también que los maximos estan entre los 600 y los 700 nm, por lo
que usaremos un laser rojo (632 nm) que es facil de conseguir y de bajo costo. Es
notorio también el funcionamiento de este tipo de fibra fotdnica, pues al
incrementarse la distancia también se reduce el nimero de longitudes de onda
qgue pueden llegar al otro extremo de la fibra. Esto se debe a que los diagramas de
bandas de energia comienzan a actuar como filtros.

De manera poco formal, corroboramos estos hechos al colocar la fibra de 6 cm en
la fuente de luz blanca y observamos en el otro extremo un punto de luz blanca (lo
gue nos dice que pasan todas las longitudes de onda del visible) como mostramos
en la figura 5.13.

Luz blanca
proyectada sobre una
pantalla

Luz blanca que entra por
un extremo de la fibra

Figura 5.13. En la imagen se puede ver luz blanca que sale por un extremo de la fibra fotonica de
6¢cm de longitud y se proyecta sobre una pantalla..

Con la fibra de 11 cm de longitud solo apreciamos que sale un haz de luz rojo,
mostrado en la figura 5.14. Es decir solo pueden salir las longitudes de onda que
corresponden al rojo en el espectro electromagnético [33]. Las demas longitudes
de onda son “prohibidas”, es decir, se atentan rapidamente en esta fibra.
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Figura 5.14. En la imagen se observa la luz que sale de la fibra. En el otro extremo se introduce luz
blanca y la luz que se aprecia es roja, lo que nos indica que las demas longitudes de onda se
atenldan rapidamente y solo logran salir las longitudes de onda correspondientes al rojo. Se dice
que las demas ondas son “prohibidas”.
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Capitulo 6

Desarrollo experimental

6.1 Propiedades de los indicadores

Un indicador de pH es una sustancia que permite medir el pH de un medio.
Habitualmente, se utilizan como indicador de las sustancias quimicas que cambian
su color al cambiar el pH de la disolucién. EI cambio de color se debe a un cambio
estructural inducido por la protonacidbn o desprotonacion de la especie. Los
indicadores acido-base tienen un intervalo de viraje de unas dos unidades de pH,
en la que cambian la disolucion en la que se encuentran de un color a otro, o de
una disolucion incolora, a una coloreada.

En quimica, la protonacion es la adicién de un protén (H*) a un atomo,
molécula, o ion. La protonacion es posiblemente la reaccion quimica mas
fundamental y es un paso en muchos procesos cataliticos y estequiométricos.

La catalisis es el proceso por el cual se aumenta la velocidad de una
reaccion quimica, debido a la participacion de una sustancia llamada catalizador y
las que desactivan la catalisis son denominados venenos cataliticos. Un concepto
importante es que el catalizador no se modifica durante la reaccion quimica, lo que
lo diferencia de un reactivo.

La estequiometria es la ciencia que mide las proporciones cuantitativas o
relaciones de masa de los elementos quimicos que estan implicados (en una
reaccion quimica)

Algunos iones y moléculas pueden sufrir mas de una protonacion, y son
denominados polibasicos. Esto es verdad para muchas macromoléculas
biolégicas. Las moléculas que pueden ser desprotonadas son acidas, o poliacidas
si puede eliminarse mas de un proton.

Con la protonacion de un sustrato, tanto la masa y carga de la especie se
incrementan en una unidad. La protonacion y desprotonacion de una molécula o
ion altera muchas propiedades quimicas mas alla del cambio en carga y masa: por
ejemplo cambian también sus propiedades 6pticas, entre otras.

Las protonaciones suelen ser rapidas, en parte debido a la alta movilidad de
los protones en el agua. La velocidad de reaccion de la protonacién esta
relacionada con la acidez de especie protonada. Los acidos débiles protonan mas
débilmente que los acidos fuertes. Las velocidades de protonacion vy
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desprotonacién pueden ser especialmente lentas cuando la protonacion induce
cambios estructurales significativos.

Para la preparaciéon de los optrodos usamos tres indicadores, los cuales son
bromofenol azul, rojo cresol y rojo fenol. Una de las razones por las cuales
utilizamos estos indicadores es que nos ofrecen un amplio rango de medicién y
ademas ya contdbamos con ellos en el laboratorio.

El bromofenol azul nos brinda un rango de reaccion de pH entre 3y 4.6.

El rojo fenol reacciona para pH de entre 6.6 y 8. Finalmente el rojo cresol mide pH
entre 7.2 y 8.8, como se muestra en la figura 6.1

Rojo fenol

Azul bromofenol Rojo cresol
- | || N

| ||
I O
g 9

0 1 2 3 4 5 ] 7 10 11 12 13 14

Figura 6.1. Rango de medicién de pH de los tres indicadores usados. Se puede notar que el rojo
cresol y el rojo fenol comparten un rango de medicién que va del 7.2 al 8.

6.2 Preparacion de los optrodos

El primer paso es la preparacion de los optrodos. Describiremos a continuacion los
pasos para inmovilizar los indicadores de pH en la fibra 6ptica foténica por medio
de la técnica sol-gel. EI material que se necesita es:

Tetraetil de Ortosilicato (TEOS)
Bromofenol azul

Rojo cresol

Rojo fenol

Agua destilada

Alcohol etilico

Fibra Optica microestructurada

NoOokwNE

La fibra Optica microestructurada se corta en pedazos de 1.5 cm.

Se detalla la preparacion del sol: Se utiliza la balanza electronica para poner en un
tubo de ensayo los tres indicadores, que son 0.0015 gr de bromofenol azul, 0.0008
gr de rojo fenol y 0.0008 gr de rojo cresol. Estas sustancias se pueden apreciar en
la figura 6.2. Estas sustancias seran el soluto de la suspension.
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Figura 6.2. En la imagen de la izquierda se tienen los tres indicadores: Rojo fenol, rojo cresol y
bromofenol azul. En la imagen de la derecha se muestra la medicion 0.0008 gr de rojo fenol.

Ya que se tienen las medidas necesarias de los tres indicadores en el tubo de
ensayo, se le agrega 1 ml de TEOS, 1 ml de alcohol etilico (mostrados en la figura
6.3) y 0.1 ml de agua destilada, estas sustancias representan el solvente de la
solucién. Al afiadir el solvente al soluto (indicadores) una sustancia de color
naranja-rojo, como se muestra en la figura 6.4.

. Tetraethyl orthosilicat®
'agent grade, 98%

Figura 6.3. Solvente de la solucion: a la izquierda el Tetraetil de Ortosilicato (TEOS) y a la derecha
el alcohol etilico
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Figura 6.4. Sol: Mezcla de TEOS (1ml), alcohol etilico (1ml), agua destilada (0.1ml), bromofenol
azul (0.0015 gr), rojo fenol (0.0008 gr) y rojo cresol (0.0008 gr)

El siguiente paso es preparar el gel. Se pone el tubo de ensayo con el sol en bafio
maria a temperatura controlada de 50° con el objeto de evaporar durante 30
minutos parte del solvente, como se exhibe en la figura 6.5.

Figura 6.5. Sol con los tres indicadores. El gel se prepara poniendo el sol a bafio maria durante 30
minutos.

Ya que hemos obtenido el gel, nos interesa colocar los indicadores en la fibra, lo
cual se lograra por capilaridad. En la figura 6.6 podemos apreciar la cubeta con el
gel, el cual se introduce en la fibra por capilaridad. Se introducen las fibras al
horno a temperatura controlada de 21°C, esto con el objeto de que el secado sea
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lento y las fibras no se cuarteen y de esta manera obtenemos el xerogel, como en
la figura 6.7.

Figura 6.6. Las fibras se llenan por capilaridad dentro del horno a temperatura controlada.

£ EUROTHERM

Figura 6.7. Las fibras se introducen al horno a temperatura controlada de 21°C

Después de una semana se sacan las fibras del horno y se analizan con el
microscopio para revisar si no se formaron fisuras. En la figura 6.8 se muestra
una serie de fotografias de la misma fibra. Se observan bordes irregulares afuera
de la fibra, lo cual es normal ya que la fibra estuvo en contacto con la solucién.
Estas irregularidades no son relevantes ya que la luz viaja por el centro de la fibra.
Se puede apreciar también que no aparecieron fisuras, lo cual es un buen
indicador que utilizamos la temperatura adecuada de secado.
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Figura 6.8. Fibra foténica llenada por capilaridad y secada a temperatura controlada. A pesar de los
bordes irregulares por afuera de la fibra, no se observan fisuras ni grietas en el nacleo de la fibra.

Se hizo un analisis de espectroscopia de la solucion para conocer la cantidad de
luz que se transmite. Esto es importante ya que es necesario saber el porcentaje
de luz que llegara a la fotoresistencia. En la gréfica de la figura 6.9 aparece el
porcentaje de luz transmitida para cada longitud de onda entre los 300 y los 1100
nm. Se observa que a partir de los 550 nm aproximadamente (color verde en el
visible) se tiene un porcentaje de transmitancia mayor al 90%. Ese porcentaje se
mantiene hasta los 900 nm (infrarrojo cercano) [9], donde baja al 80% de

transmitancia.

100 T T T T T T T

80

70F

60

501

af

% Transmitancia

30F

20

10F

Mnnooooooo..oovooooonom

D 1 1 1 1 1
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Longitud de onda {nm)

Figura 6.9. Porcentaje de transmitancia de la solucién de TEOS vy los tres indicadores (bromofenol
azul, rojo cresol y rojo fenol) para longitudes de onda entre los 300 nm y los 1100 nm.

La importancia de esta informacién radica en que nos permite construir un
biosensor con un laser comercial, lo cual lo hace atractivo pues, entre otras
ventajas, mantiene su bajo costo.
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6.3 Caracterizacion de los optrodos

Para llevar a cabo la caracterizacion de los optrodos implementamos el siguiente
arreglo experimental, presentado en la figura 6.10: Colocamos un laser comercial
(rojo de 632 nm), un objetivo de microscopio de 10X para confinar la luz del laser
en la fibra, utilizamos una montura especial con una ranura para colocar la fibra
dopada, utilizamos una fotoresistencia que es colocada después de la montura
para medir la luz que sale del optrodo, y finalmente esta fotoresistencia se conecta
a un amplificador que a su vez se conecta a una computadora para ver los datos
en pantalla por medio de un programa llamado LabView.

Lo que se pretende es medir la luz que viaja a través de la fibra dopada y que
llega a la fotoresistencia. Es importante decir que la fotoresistencia recibe
Gnicamente la luz que pasa por el optrodo. Esta intensidad de luz recibida es
transformada en una diferencia de potencial por medio del sistema electrénico que
amplifica la sefal recibida. Cuando el optrodo se pone en contacto con una
solucion buffer reacciona y se modifica la trasmitancia de la fibra y estos cambios
son medidos como voltaje.

Laser Objetivo Fibra Fotoresistencia

10x Optica

Analisis
de Datos

Amplificador

|

Figura 6.10. Diagrama del esquema experimental
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En la figura 6.11 se muestra una fotografia de una parte del arreglo experimental.

Figura 6.11. Fotografia del arreglo experimental. De izquierda a derecha: Laser comercial
de 632 nm, objetivo de microscopio de 10X, ranura especial para colocar la fibra, y la
fotoresistencia.

Una vez implementado este arreglo se colocé una fibra foténica vacia y medimos
(como voltaje) la cantidad de luz que llegaba a la fotoresistencia. El valor medido
fue de 4.83 V, como se aprecia en la figura 6.12. Enseguida se midié la cantidad
de luz que pasaba por una fibra dopada, dicho valor fue de 4.11 V, visto en la
figura 6.13. Es decir, se tiene una transmitancia del 85.09%, lo cual concuerda con
el estudio de espectroscopia, en el cual obtuvimos una transmitancia superior al
90%, sin embargo, es imperativo decir que en el estudio de espectroscopia, a la
muestra se le agregd 1 ml de alcohol etilico para poder llevar a cabo la medicion
ya que se requiere de un volumen minimo en las celdas de medicion, lo cual diluyé
minimamente la muestra. Lo destacable de estos resultados es que se tiene un
gran porcentaje de transmitancia.

Utilizando (5.12), obtenemos un indice de refraccion de 1.93. La trascendencia de
este resultado radica en que si la fibra esta rellena con este material el principio
fisico en el que se basa la propagacion de la luz en la fibra es por reflexion total
interna. Si la fibra no esta dopada, la luz se propaga en la fibra como si ésta fuera
un cristal foténico, en otras palabras por banda prohibida o bandgap.
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Figura 6.12 .La transmitancia en la fibra vacia es medida como una diferencia de potencial. Se
obtuvo un valor de 4.83 V
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Figura 6.13 .La transmitancia en la fibra dopada es de 4.11 V.

Para caracterizar las fibras se utilizaron buffers o indicadores de pH de 3.00, 3.4
4.01, 5.00, 6.00, 6.2, 7.00, 7.4, 8.00, 9.00 y 9.18.

Primeramente se coloca una gota de buffer de pH 3.00 en la fibra y se mide
el voltaje asociado con la reaccion. Cuando se adquiere una sefal constante, es
decir cuando el voltaje se estabiliza en un valor, detenemos el programa vy
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guardamos los datos. Acto seguido se enjuaga la fibra con agua destilada y se
deja secar por 10 minutos. Se vuelve a medir la cantidad de luz que pasa por la
fibra y se coloca enseguida una gota de buffer del siguiente valor ascendente de
los pH mencionados anteriormente y se repite el proceso hasta el dltimo buffer que
es el de pH 9.18, y los resultados se pueden notar en la figura 6.14. Y se repite el
proceso para los buffers de pH en orden descendente, mostrando los datos
obtenidos en la figura 6.15.
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Figura 6.14. Gréfica de pH vs Voltaje. Estos datos coinciden con la recta V=0.0117pH+3.35246 en
un 87.052%.
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Figura 6.15. Gréfica de pH vs Voltaje. Estos datos coinciden con la recta V=0.01627pH+3.35903 en
un 93.889%.
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Si graficamos juntas ambos procesos obtenemos una curva como la mostrada en
la figura 6.16
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Figura 6.16. Grafica de pH vs Voltaje para las mediciones en orden ascendente y descendente de
pH.

Notamos que hay una ligera mejoria si hacemos la medicibn en orden
descendente, es decir nuestros datos se ajustan mejor a una recta ya que el ajuste
R-Square es mas cercano a 1 al hacer la medicién de esta forma. Una posible
explicacion a esto es que los tiempos de reaccién del sensor cuando se somete a
medios acidos son mas grandes que los tiempos de reaccion en medios basicos, y
como tenemos dos indicadores que cubren un mismo rango de pH estas
velocidades de reaccion pueden afectar el tiempo de respuesta del optrodo.

Los optrodos se han podido utilizar en promedio 39 veces antes de que se sature,
es decir antes de que se degrade el material inmovilizado. Esto sin duda
representa una ventaja respecto a los optrodos hechos con la fibra éptica plastica,
gue se puede utilizar hasta 10 veces. En la figura 6.17 se muestra un comparativo
entre una fibra foténica vacia, una fibra rellena y una fibra después de haberse
utilizado 39 veces. Como se puede observar, el optrodo sufre un desgaste debido
a la alta acidez a la que fue expuesto durante las mediciones.
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Figura 6.17. Comparativo de una fibra fotonica vacia (superior izquierdo), una fibra foténica rellena
u optrodo (superior derecha) y un optrodo utilizado 39 veces (inferior).Se puede apreciar que la
fibra sufrié un desgaste debido a la alta acidez de los buffers utilizados.

El nafion es un tetrafluoretileno sulfonatado basado en un fluorpolimero-
copolimero descubierto a finales de 1960 por Walther Grot de DuPont [23]. Es el
primero de una clase de polimeros sintéticos con propiedades i6nicas que son
llamados iondOmeros. Las propiedades ionicas unicas del nafion son el resultado de
la incorporacion de grupos éter de perfluorovinil terminados con grupos sulfonatos
en una estructura de tetrafluoretileno (Teflon) [24, 25]. El nafion ha recibido una
considerable atencion como un conductor de protones para el intercambio de
protones de membrana (PEM) en celdas de combustible debido a su excelente
estabilidad térmica y mecanica.

56



La base quimica de las mejores propiedades conductoras del nafién siguen siendo
un tema de investigacion. Los poros permiten el movimiento de cationes pero las
membranas no conducen aniones o electrones. El nafion puede ser fabricado con
diferentes conductividades cationicas.

El nafion ha encontrado uso en el desarrollo de sensores ya que permite el paso
de iones y es biocompatible [26]. Debido a las caracteristicas Unicas de este
polimero con respecto a la estabilidad, solubilidad y conductividad iénica [27]; las
membranas de nafiébn son ampliamente usadas en la fabricacion de biosensores.
El nafion es extremadamente resistente a las interacciones quimicas y a altas
temperaturas [28]. Se cuenta con antecedentes de trabajos utilizando membranas
de nafiébn para aumentar la vida de biosensores [29][30], y para fabricar sensores
de glucosa en fibra oOptica plastica [31] pero no se tienen conocimiento de utilizar
nafidn junto con la técnica Sol-Gel para la fabricacion de optrodos con fibra dptica
fotonica.

Para fabricar estos optrodos utilizamos las mismas cantidades de reactivos pero
afiadiendo 50 pl de nafién diluido (0.1 ml de nafion/100 ml de metanol). El proceso
de fabricacion fue el descrito anteriormente.

En la figura 6.18 tenemos el contraste entre una fibra vacia y una fibra con los
indicadores de pH y el nafion.

prT

Figura 6.18. Contraste entre una fibra fotonica vacia (izquierda) y una fibra fotnica rellena u
optrodo con nafion (derecha).

Fabricados los optrodos con el nafién, el paso siguiente fue caracterizarlos para
obtener una curva de calibracién. Los resultados obtenidos los podemos apreciar
en las graficas siguientes. En la grafica 6.19 tenemos los datos obtenidos
empezando las mediciones con los buffers de pH mas acidos, es decir empezando
con el buffer de 3.0, siguiendo con el de 3.4 hasta llegar al buffer de 9 podemos
observar que tenemos un ajuste de R-Square de 0.89977. Recordemos que el
ajuste R-Square del optrodo sin nafion fue de 0.87052, es decir tenemos una
mejora de 2.925%.
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Figura 6.19. Gréfica de pH vs Voltaje. Estos datos coinciden con la recta V=002051pH+3.54647 en
un 89.977%.

En la grafica 6.20 tenemos los datos obtenidos empezando nuestras mediciones
con los buffers menos acidos, es decir con el buffer de 9.18 hasta llegar al buffer
de 3.0. El ajuste R-Square fue de esta manera de 0.94531. Al hacerlo sin nafién
obtuvimos un ajuste R-Square de 0.93889, con lo cual tuvimos una ligera mejora
de 0.642%. El nimero de pruebas que pudimos hacer con el optrodo fue de 49 (10
pruebas mas que con el optrodo de fibra foténica y 39 pruebas mas que con el
optrodo de fibra plastica [1]).

En la grafica 6.21 podemos observar que con el uso del nafion tuvimos una
absorcion distinta del material que reacciona con los buffers, pues la transmitancia
de la luz fue mayor con el nafién, lo cual se tradujo en una mayor cantidad de
voltaje medido.
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Figura 6.21. Gréfica de pH vs Voltaje para fibras con y sin nafion. Cuando la fibra esta dopada con
Nafion se modifica la absorcion, lo que se traduce, en este caso, en una mayor cantidad de voltaje

medido.

Podemos afirmar que el uso del nafion nos brinda mejor transmitancia de la luz ya
gue se modifica la absorcion del material reaccionante y hace que el optrodo se
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desgaste menos al estar en medios altamente acidos. En la fotografia 6.22
mostramos una fibra dopada con Nafion usada 49 veces y observamos que el
desgaste sufrido por la fibora es menor comparada con la fibra sin Nafién de la
figura 6.17.

Figura 6.22. Fotografia de un optrodo dopado con Nafién utilizado 49 veces. El desgaste es menor
comparado con el de la fibra dopada sin Nafion, ya que esta sustancia actla como capa protectora.

60



Capitulo 7

Conclusiones

El disefio y fabricacion de biosensores es un area de estudio que esta en
constante evolucion debido al desarrollo de nuevas tecnologias, al mejoramiento
de los laseres, al descubrimiento de nuevos materiales y se requiere de un amplio
grupo de trabajo para poder desarrollar nuevos y mejores aparatos para
monitorear las variables que deseemos.

El pH es una de las variables a monitorear mas importantes ya que se encuentra
en la mayoria de las sustancias. Es importante controlar esta variable para la
industria farmacéutica, de cosméticos y de alimentos, para la industria petrolera y
de tratamiento de aguas entre muchas otras.

Diseflamos un biosensor de pH basado en fibra éptica fotbnica o
microestructurada que nos da ventajas respecto a uno de fibra Optica plastica,
como el nimero de veces que podemos utilizar los optrodos, y que ademas si
utilizamos Nafibn podemos incrementar dicho numero. Otra ventaja es que la
fabricacion de los optrodos es sencilla y de bajo costo, pues se fabrican por medio
de la técnica sol-gel.

El biosensor construido tiene una linealidad del 94%.

Como posibles mejoras a éste biosensor podemos numerar las siguientes:

a) Obtener una linealidad mayor al 95%

b) Utilizar otros indicadores de pH para obtener un rango mas amplio de
medicion, por ejemplo si se utilizara leucomalaquita verde, bromofenol azul,
azolitmina, fenoltaleina y carmin indigo se tendria un rango de medicién de
pH desde 1.07 hasta 12.

c) Los rangos de medicién de pH de los indicadores mencionados en el inciso
anterior no se intersectan, lo cual podria hacerlo mas preciso.
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