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ARMALYBIS BANGUINEO RX-VIVG D E
FUTASTIO C¢CON SLECTRODOS BELECTIVOS

CARBAJAL C,

Secc. Bloelectréniea
CINVESTAV - 1PN

REBUMEN —commmm T
B8e describe una analizador automdtico para
potasin, que utiliza un alectrado

selective a eirculacidn, El aparato

iﬂcluya una micrecomputadora basada en el
controlador "8052"., Efectua una medieidn
por minuto con muestras de 70 microlitros.
También consta de autocalibracisn,

INTRODUGCECT oON

Los instrumentos para andlisis quimico extracorporeo de 1a
sangre comercialmente disponibles ineluyen algunos medidores de

P02, pCO2, y pH, unos Pocos sistemas especiales que se uytilizan
durante 1la cirugia (1),

El nimero limitade de sistemas disponibles es debido en
parte a  la dificultad asociada al desarrollo de sensores que
retengan su selectividad, sensibilidad Y estabilidad durante 1a
exposicipn pProlongada al ambiente hosti] gue representa la
sangre humana. Sin embarge, los sistemas de laboratorio para
muestras discretas pueden conktrolar estrictamente 1a
temperatura y agregar anticoagulantes.

For el contrarie, los sensores en  contacto con el CuBrpo
humane deben funcionar bajos las condiciones impuestas por éste,
Las diferencias se resumen en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Condiciones de operacién y ambientales para los
sistemas in vitro e in vivo.
in vitro in vive
control de temperatura si no
control del flujo si no
calibracién del sistema frecuente una vez (previa)
limpieza del sensor frecuente no
tamafio el sensor no hay limite muy pequefio
tiempo expuestc a la muestra minutos horas/dias
esterilizacién del sensor no : =i
muestra anticoagulada =31 no
medio fisico contrelado muy hostil
"{sin econtrol)
__________________________________________________________________ L
HETODOLOGTRA
Con el fin de evitar la exposicién permanente de los sensores
a la sangre, nosotros desarrollamos un instrumento gue conserva
las ventajas de la medida in-vitro, utilizando volumenes pequenos
de sangre en cada andlisis (70 micrelitros). La técnica de
medida empleada es la de Andlisis por inyeccién del fluldeo (FIA,
fluid injection analisis). E1 instrumento es directamente aplicable
durante les procedimientos de cirugia cardiopulmonar y de
depuracion sanguinea (didlisis), donde 1a sangre del paclente
estd disponible en un circuitn extracorporal.
La técnica consiste en inyectar rapidamente un  volumen
pequeno de la substancia a analizar en un flujo de reactivo,
de manera de insertar este volumen por desplazamiento del -

reactivo, Posteriormente, 1la substancia inyectada puede ser
tratada y transportada hasta 1a célula de medida. En contraste
con el autoanalizador "Technicon", la FIA esta basada [

en la formacidn de zonas de la substancia a analizar bien definidas
intercaladas dentro del flujo del reactivo.

Debido a 1a ausencia de burbujas de ailre, el flujo es=
mis regular y no hay efectos de compresion. A  excepcién del
intervalo de  tiempo necesario para el condicionamiento del
sensor{es), el sistema estd listo desde el instante en que la
bomba (que genera el flujo) es puesta en marcha.

Ademas, como la reaccién entre la muestra ¥ el reactive no
alcanza siempre el equilibrio, la temporizacién exacta del clelo
es esencial. El tiempo transcurrido a partir de la introduccién
de la muestra hasta la mediecidn es unicamente dependiente de 1a
velocidad de bombeo, y a causa de la ausencia de burbujas de aire

en el sistema, una buena reproductibilidad de 1a >
temporizacion es posible,
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La dispersién controlada de 1a muestra, gque se produce durante
su pasaje a través del sistema, resulta en una curva tipica de 1a
FIA en el sensor (de forma gausiana). La dispersidn puede ser
controlada en funcian de las necesidades de la técnica
analitica (didmetro y longitud del tubo, volumen de la muestra y
velocidad de bombeo). . _

La esencla de la técnica consiste en la conservacidn dea 1la
integridad de 1a muestra en el tubo, facilitando un mezcla
controlada por difusidn soclamente. En efecto, el gradiente de
concentracion asi formado es la llave de la informacidén analitica.
La experiencia debe desarrollarse bajo condiclones de flujo
laminar.

Las partes esenciales de sistema de analisis por inyeccidn del
fluido ~ son: un medio de propulsién del fluido, un sistema de
inyeccidon de la substancia a analizar, el sensor y una parte
encargada de la conformacién de 1la sefal proveniente del sensor.

| Evidentementa, existen wvarias posibilidades. de combinar los
3 componentes.
BoLUCION PROPUESTA A
La figura 1 presenta un diagrama de la solucidn gque nosotraos
i proponemos. Se trata de un sistema automatizado en su integralidad.
| En la parte del ciclo correspondiente a la
; inyeccidn de la muestra con ayuda de la bomba P1l, la bomba P2
estd detenida, las wvalvulas A1l ¥ A3 estdn ahiertas, mientras
que las valvulas A2 y A4 estdn cerradas. Por el
contrarlo, cuando el reactivo es impulsadoe con ayuda de 1la
bomba P2, la bomba Pl est parada, Al y A3 cerradas, A2 ¥y A4
ablertas. La bomba P2 esta colacada de manera de aspirar la
solucidn a analizar (sangre) para evitar hemdlisis.
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Figura 1. Esquema tuncional del analizadoer sanguineo ex-vivo
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La bomba peristaltica Pl1, situada en el clreuite de
circulacisn principal, sirve para propulsar el reactive Y la.
muestra inyectada hasta el sensor. En virtud del numero importante
de rodillos de 1a bomba ¥y a 1la ausencia de burbujas de aire,
las pulsaciones del flujo no representan un problema.

CALIBRACTION

El sistema cuenta con dos soluciones gue son inyectadas
siguiendo el mismo procedimiento gque con la sangre. La seleccién
de soluciones es hecha con una vdlvula de 6 vias, controlada
con un motor a pasos (figura 1). Un canal suplementario de 1a

bomba Pl  es empleado para aspirar el fluido que ya paso a traveés
del sensor y enviarle a un recipiente de desechos.

BENBORESH =

Consisten en electrodos selectivos para ilones. Por el momento
la cdlula ecuenta solamente con un electrodo para . Potasio, basado
en la Valinomicina como agente activo disuelta en una

membrana de  PBVC, El electrodo de referencia eg  del tipo
Ag/hgCl. Ambos electrodos fueron fabricados en el Lab. de
Electrodos selectivos de 1a Universidad de Hancy I, (Francla).
ELECTROMNIOCR A
Existe una unidad central encargada de 1la gestion del

conjunto: adguisicion del voltaje generado  enktre electrodos,
comando del subsistema de seleccion de 1a solucidn a analizar,

as! como de las bombas y de 1la valvula de inyeccién. Tambieén
realiza los calculos para conversién del voltaje a concentracidn, vy

despliega los datos en una pantalla alfanumérica en cristal
ligquido.

Los electrodos y el amplificador 2stan instalados en una jaula
de Faraday controlada en temperatura {37 grados Celsius). La
senal eléctrica proveniente de los electrodos es

amplificada ¥ filtrada para reducir la importancia de los
componentes de frecuencia superiores a 5 Hz.

La impedancia del amplificador es de 10 chms. El detector de
pico retiene el wvalor maximo de 1la sefal generada en los
electrodos en el momento del pasaje de la solucipn analizada.

Este valor es proporcional al logaritmo de la actividad de 1a
substancia estudiada (segun la ecuacisn de Nernst).

En la figura 2 se presentan los diferentes médules conectados
hidireccionalmente al bus de 1a microcomputadora.
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Figura 2. Diagrama eléctrico del analizador sanguineo ex-viveo

El microcontrolador BOS2H-BASIC fue escogido para la unidaa
Por contar con un intérprete BASIC instalado en su ROM interna, 1o
cual permite una Programacicn simple y rapida. La frecuencia
relativamente alta del relej permite ejecutar programas de
gestion de procesos relativamente rapida. Es posible, por otra
parte, controlar las interrupciones a partir del BaAsIC. Una vez
que &l programa fue terminade, éste fue grabado en una EFPROM.

El convertidor analdgico/digital, con una resolucidn
de 12 bits, efectua una conversion cada 100 (ms). Ademds es
posible seleccionar uno entre 16 canales ¥ programar el
amplificador interno en g rangos diferentes.

El intervale de tiempo entre calibraciones ¥ el valor de 1as
soluciones de calibracicn Pueden ser programadas por el usuvario.
Para esto el instrumento cuenta con un teeclado simple de 12
teclas asi como wuna pantalla alfanumériea {2 Jlineas de 16
caracteres cada una) en cristal liguido. En caso de
pPresentarse valores aberrantes o a solicitud del usuarieo, se pueden

generar interrupeciones que conducen a rutinas de verificacipn del
funcionamiento del instrumento,

REBULTADO &8 PRELIHIH'AREH

Actualmente el instrumento es
cada minuto con 70 microlitros de
estdn efectuando majoras

medidas con 20 microlitroe.

capaz de realizar una medida
la substancia a analizar. se
queé creemos nos permitiran realizar



226 Rev.Mex.Ing.Biomed. 11(1) 1990

Con el fin de controlar 1la calidad de las medidas se utjilizg
UNa  gama de suercos bovinos Preparados por BIOFRANCE, S.h,

CUYas concentraciones idnicas de Sodio y Potasio Bran conocidas.g] ”
calcule de 1a fuerza idnica fue hecho tomando en consideracien
las concentraciones de Na y K (sa Supusoc uha concentracidn
ldéntica de aniones cationes). Los coeficientes de
actividad media son vbtenidos utilizando 12 ecuacion de
Debye-H ckel {Ba = 1.5),
Tabla 2. Sueros bovinos utilizados
Fuer:za Coef.
Mo Cédigo [Ha+) [E+] Iocnica Act, (E+)
(mEg/1) (mEg/1) {mEg/1) media (mEg/1)
1 Gl 50 1.0 51 0.82 0.8
2 G2 B0 1.5 a2 0.79 1.2
K G3 100 2.0 loz 0.78 1.6
9 G4 120 .o 121 0.78 2.3
5 G5 140 4.0 144 0.75 3.0
B GS 160 6.0 168 0.74 4.5 s
7 =7 lg0 B.0O lam 0.73 5.9
2] B 200 l16.0 216 0.72 11.6
El reactivo o fluido portador es simplemente Una solucidén de
0.080 M de CaCl ¥ circulando con gasto de 500
fmicrclitru/minj.se realizo la medicion del wvoltaje enktre
elctiodos para lo=s B suercs bovinos, efectuando tres
repeticiones para cada uno, .
Se obtuve correlacidén lineal estrecha entre el logaritmo de
la actividad iénica del suero y el voltaje, y la pendiente tuvo
el valor predicho Por la ecuacién de Nernst para la temperatura.
De modo que esta recta puede usarse para la determinacidn
del Potasio (ver figura 33,
»

CoONCLUBION E 8 Y PERBPECTIVRA B

El analizador es un automata convivial, de facil emples. Por
otra parte, la termostatizacisn fue facil debido a 1a talla
reducida de 1lps electrodos. Como los liguidos sen transportados

i a lo largo de las canalizaclones, el enjuague de los electrodos
es realizado de una manera bastante eficaz, (Los electrodos estan

en contacto con 1la sangre solamente 15 sequndos Y durante 45 con
el reactivo).
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Figura 13, Comparacison de resultados de medicidn de concentracidn de

Kt entre o) analizadop sanguinen can electrodos selectivos y o)
metodo de referenviaféspetrofctcnetrc de flama).

Es previsible q4e en los proximos afns se incremente mucho 1a

utilizacidn de procedimientas quirirgices y de técnicas de
depuracién  que impliquen determinaciones quimicas como ia
realizada con e] instrumento desarrollade, =i bien existen ain
muche problemas técnicoes que resolver de los electrodos
selectivog,
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