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Introduccion

Introduccion

Como es sabido, la Licenciatura en Farmacia se focaliza hacia el medicamento y su
aplicacion para remediar los diferentes estados patolégicos que se presentan en los
individuos. No obstante, también dirige su atencién hacia otros campos
relacionados con la salud, incluido el de la analitica clinica, coadyuvante en el

diagnostico de tales estados patolégicos.

Es por ello que para un Licenciado en Farmacia que se plantee acometer la
realizacién de una determinada investigacion, como la contenida en el desarrollo
de una Tesis Doctoral, la posible aplicacion sanitaria de los resultados obtenidos,
constituye uno de los motivos principales que mueven su interés para llevar a
cabo esa investigacion. La eleccion del tema de esta Tesis Doctoral estuvo muy

condicionada por ese interés.

Es conocido que ciertas patologias gastrointestinales (tales como la intolerancia
a la lactosa o los procesos infecciosos bacterianos) cursan acompafiados de un
desarrollo importante de gas H intestinal y que es, precisamente, la
determinacion cuantitativa de ese gas, la fuente principal de informacién para su
diagnéstico.

Es asimismo conocido que las enzimas catalizan de manera especifica la casi
totalidad de las reacciones quimicas que tienen lugar en los sistemas biolégicos,
por lo que su carencia provoca que la correspondiente reaccién se produzca a
mucha menos velocidad, y que no cumpla el objetivo biolégico deseado, lo que da

origen a la aparicién de trastornos metabélicos.

En el caso de la lactasa, enzima responsable de la hidrdlisis del azticar de la
leche, su carencia en el organismo provoca que este azticar alcance el intestino sin
metabolizar, dando origen a la aparicién de uno de los procesos mas comunes de
malabsorcién de este azticar en el hombre, que se conoce como intolerancia a la
lactosa. Esta intolerancia puede tener un origen genético (como ocurre en muchos
individuos de raza negra, asidtica o amerindia y en algunos de raza blanca) como
consecuencia de una produccién escasa, o incluso nula, de lactasa. En estos casos,
la dificultad para digerir la leche existe desde el momento del nacimiento y la
alteracién que ocasiona posee cardcter permanente, obligando al individuo que la

sufre a evitar ingerir, durante toda su vida, este alimento y otros productos



lacteos. En otras ocasiones, como consecuencia de episodios de gastroenteritis, o
simplemente por el declive fisiolégico debido a la edad, o como resultado de
"ataques” especificos sobre la mucosa intestinal producido a consecuencia de la
administraciéon de ciertos farmacos o alimentos, se ocasiona un dafio pasajero a la
mucosa intestinal que reduce la normal produccién de lactasa. El resultado de

todo ello es una aparicion temporal de una cierta intolerancia a la lactosa.

Como la lactosa sin hidrolizar no puede de ser absorbida, se acumula en el
lumen del intestino delgado y la entrada de liquido hacia la luz del mismo
produce, por efecto osmético, el sintoma caracteristico de la diarrea recurrente.
Por otra parte, este azicar es fermentado por las sacaridasas de las bacterias
presentes en la microbiota del intestino grueso, con produccién de diversos gases
(CHy, COy, Hy) cuya presencia origina distensién intestinal y flatulencias, sintomas

éstos que son caracteristicos del fenémeno de malabsorciéon de carbohidratos.

Como es de sobra conocido, la presencia de microorganismos en el tracto
gastrointestinal, lejos de ser perjudicial resulta necesaria y, en ocasiones,
imprescindible. Ello es debido a que, ademéds de concluir el proceso digestivo de
los alimentos ingeridos, algunos de ellos resultan esenciales en el proceso de la
sintesis de determinados compuestos que resultan necesarios para nuestro

metabolismo, como es el caso de ciertas vitaminas.

Sin embargo, la mayoria de las enterobacterias que forman parte de la flora
anaerobia habitual del tracto digestivo del hombre, son también agentes
patégenos potenciales, esto es, capaces de expresar su accién patégena cuando las
defensas del hospedador se encuentran disminuidas, o cuando existen
alteraciones de las mucosas que sirven de barrera frente a la flora comensal. En el
primer caso producen las denominadas infecciones oportunistas. En el segundo,
alcanzan zonas altas del intestino donde no son habituales, por lo que, si se
multiplican de manera incontrolada, puede alterarse el equilibrio de la microbiota,
de modo que algunas cepas se vuelvan mas virulentas a expensas de otras,
provocando asi episodios de gastroenteritis que cursan con una sintomatologia
analoga a la malabsorciéon de lactosa (nduseas, diarreas, dolor, flatulencia y

espasmos abdominales)

En general, en individuos sanos la produccién de hidrégeno es pequena. Sin
embargo, cuando existe alguna de las patologias anteriormente mencionadas, la

produccién de hidrégeno, a consecuencia de la accion de la flora intestinal, se ve
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notablemente incrementada. Es precisamente la cuantificacion de este bio-
hidrégeno la que sirve de dato de referencia a la hora de diagnosticar estos
trastornos intestinales, asi como para valorar su intensidad y alcance. Esto ha dado
lugar al desarrollo de diversos tipos de ensayos clinicos dirigidos a su valoraciéon

cuantitativa.

Entre los métodos empleados para llevar a cabo esta determinacion, esta el Test

de hidrogeno espirado, que esta basado en la medida del contenido en H, presente en

el aliento exhalado por el paciente. Este ensayo y otros similares, también sobre
muestras de aliento de los pacientes, son los que han recibido una mayor atencién
por parte de los profesionales sanitarios. En este tipo de ensayos clinicos, la
cantidad de Hx-gas se evaltia empleando una técnica cromatografica o una técnica
polarogréfica. Todos ellos presentan la gran ventaja de no ser invasivos, si bien
todos ellos poseen una limitacion asociada a la toma de la muestra, que hace
disminuir de forma importante su fiabilidad. En efecto, cuando los pacientes son
nifios de corta edad, los problemas surgen por la dificultad de que éstos realicen
correctamente las espiraciones para la toma de muestra (la espiracion debe ser
profunda y prolongada, ya que el H» se aloja, masivamente, en el altimo tercio del
pulmon, requiriendo, en consecuencia, de una espiracién muy forzada). En el caso
de bebés estos problemas se incrementan notablemente, puesto que es evidente
que un bebé “no sabe soplar” y, mucho menos, en las condiciones forzadas
requeridas por el analista. Por ello, en este tultimo caso, se recurre al uso de una
especie de “mascarilla” para efectuar la toma de la muestra. Con dicha mascarilla
simplemente se recolecta aliento exhalado, pero sin la suficiente garantia de

representatividad, en lo que hace a su composicion.

Por todo lo anterior, se plante6 la bisqueda de un procedimiento alternativo,
que permita obviar las dificultades comentadas y que, al mismo tiempo, resulte de
facil aplicacion para realizar la medida analitica del hidrégeno intestinal. Los
objetivos a cubrir por este trabajo de Tesis Doctoral fueron, por tanto, los
siguientes:

1) Encontrar un procedimiento de andlisis del H» presente en el organismo
humano que, al igual que los actualmente en uso en el ambiente clinico, fuese
igualmente confiable que aquellos.

2) Que al mismo tiempo, sin embargo, su aplicaciéon resulte mas sencilla y menos

molesta para el paciente, al tiempo que de menor coste econdémico para la



sociedad. Hay que tener en cuenta que, como se ha sefialado con anterioridad, los
pacientes son, generalmente, nifios de corta edad. Por ello, en los actuales procesos
analiticos de determinacién del H; intestinal -basados en la medida de la cantidad
de dicho gas excretada por via pulmonar- a los que éstos se ven sometidos para
obtener el oportuno diagnéstico, deben estar acompafiados de un familiar
(generalmente uno de los padres) que, por tal motivo debe perder la jornada

laboral de ese dia.

3) Por ultimo, que dicho procedimiento sencillo, resulte mas 4agil, al poder
extenderse para ser aplicado en régimen de una prueba analitica mds que no
necesita de la presencia continuada del paciente (como sucede con los actuales
tests en aliento), sino que éste haga, inicamente, entrega de “su” muestra para ser

sometida al pertinente anélisis.

En concordancia con lo anterior, se plante6 una primera cuestiéon basica:
encontrar una muestra, alternativa al aliento -que contuviese el H» intestinal
generado y, ademads, en una concentracién que resultase representativa de su nivel
de produccién en el organismo, bajo las condiciones fisiolégicas derivadas de su

patologia- sobre la que centrar la determinacion analitica pretendida.

La idea manejada fue la siguiente: si el hidrégeno es generado en el intestino
grueso de un sujeto que presenta algin tipo de dolencia gastrointestinal, pasa
posteriormente al torrente sanguineo para ser transportado hasta alcanzar los
pulmones, donde es excretado, nada impide que dicho gas pueda, transportado
por la sangre, alcanzar otros érganos por los que, también, pueda ser excretado.
Este es el caso de los rifiones. De ser asi, a través de la orina el H> podria ser

eliminado, si bien tal posibilidad no aparece reflejada en la bibliografia clinica.

Pues bien, el resultado de esa basqueda llevé a constatar que, tal como se habia
supuesto, el H» intestinal era, también, excretado disuelto en la orina. Tal hallazgo
abrio la posibilidad a un procedimiento analitico de determinacion relativamente
sencillo, al menos en principio. Por tanto, en una primera etapa, que culminé con
la presentaciéon de mi Tesina de Licenciatura -que merecié la consideraciéon de
Premio Extraordinario de la Facultad de Farmacia, correspondiente al curso
académico 2000-2001- se realizaron estudios preliminares que sirvieron de base
para la realizacion de esta Tesis Doctoral. De entre estos estudios, merece mencién
destacada la comprobacién fehaciente, por vez primera [1-3], de la existencia de

cantidades importantes de H> disuelto en la orina de los pacientes y, en
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consecuencia, la constatacion de que dicha via es una de las empleadas en la

excrecion del bio-H; intestinal.

Sobre la base de este importante resultado, el paso siguiente consistié en la
propuesta de un método clinico sencillo que permita su determinacién
cuantitativa, disuelto en la orina, y que resulte, en consecuencia, alternativo a la
vez que util en el diagndstico de este tipo de padecimientos. Dicha propuesta
incluy6é el uso de sensores electroquimicos debido a su especificidad vy,
consecuentemente, a la escasa (y, en ocasiones, nula) influencia sobre los
resultados obtenidos, como consecuencia de la presencia de otras sustancias -en
este caso otros gases provenientes, también, de los procesos metabdlicos

concurrentes- que puedan estar en la muestra a medir.

Para este trabajo se wusaron dos tipos diferentes de sensores: uno
potenciométrico, conteniendo una membrana de estado solido (SEPES) y otro
amperométrico. El primero de ellos -cuyo desarrollo se ha llevado a cabo por
nuestro grupo de investigacion de la Universidad de La Laguna- es, en esencia,
una pila de combustible que emplea la oxidacién anédica del bio-hidrégeno y la
reduccién catédica del oxigeno -proveniente del aire del laboratorio- para formar
H>O [4]. Dicho proceso electroquimico genera una f.e.m. de equilibrio que es
proporcional a la concentracion del hidrégeno presente en la muestra (en este
caso, orina) sometida a estudio. El segundo -un sensor comercial de la firma
Unisense ®- es, en realidad, una célula de tres electrodos (trabajo, de Pt, contra-
electrodo y de referencia) embebidos en una disolucién electrolitica formada por
una sal apropiada disuelta en un disolvente organico adecuado. La oxidacién del
bio-hidrégeno da origen a la aparicién de una corriente anédica, entre el electrodo
de trabajo y el contra-electrodo, que es convertida a una sefial de voltaje mediante

el uso de un pico-amperimetro (también suministrado por Unisense ®)

A partir de aqui, la siguiente meta a alcanzar en este trabajo de Tesis Doctoral,
fue encontrar las condiciones 6ptimas, asi como una metodologia de trabajo
adecuada, para hacer efectivos estos ensayos de analitica clinica basados en la
determinacion electroquimica de la porciéon del gas H> que es eliminado del
organismo por la via renal. Para ello, fue necesario analizar, desde una base
experimental, todas y cada una de las variables fisicas y fisicoquimicas que
intervienen en el proceso de la medida experimental [5], a fin de conocer cudl es su

incidencia en el mismo y, en consecuencia, para tratar de exaltar, en unos casos, y



mitigar, en otros, esa influencia y obtener, finalmente, un protocolo de evaluacion
cuantitativa del bio-hidrégeno disuelto en la orina, que resulte agil, sencillo y
confiable y que permita complementar, en el plazo corto -y si es posible, con
posterioridad, sustituir en el medio plazo- las actuales pruebas clinicas (que, como
ya antes se ha mencionado, presentan una relativa complejidad) en la busqueda
del necesario diagnéstico. El estudio que se emprendié tuvo, en todo momento, el
rigor cientifico exigible a una investigacién que pretende cubrir la consideraciéon
de Tesis Doctoral. Es decir, se analiz6, con todo rigor, la influencia de una serie de
parametros fisicoquimicos que confluyen en el global del proceso (desde la toma
de la muestra y su almacenamiento, hasta la propia medida experimental
electroquimica y su posterior manipulacién matematica conducente al calculo de
la solubilidad del H en ese medio) y que, de alguna manera, podrian influir sobre
la medida electroquimica y afectar su precision. Esto es, de manera sistemaética se
modulé la variacién de cada uno de los parametros, manteniendo el resto de las
condiciones constante. De esta manera fue posible analizar la influencia de cada
una de estas variables o parametros termodindamicos para, de ese modo, poder
imputar los posibles cambios observados en la respuesta electroquimica, al

parametro en cuestion.

Establecidas las condiciones de trabajo 6ptimas, lo siguiente fue obtener una
curva de calibracién para ambos sensores para aplicar a la posterior determinaciéon
del contenido de hidrégeno disuelto en una orina [6]. Esta se llevo a cabo en
medio acuoso por dos cuestiones fundamentales: de una parte, porque la orina es
esencialmente una disolucién acuosa, evidentemente compleja, de varios solutos
(unos electrdlitos y otros no electrdlitos), por lo que es posible extender los
comportamientos observados en el medio acuoso al complejo sistema de la orina.
Por otra parte, porque la solubilidad de los gases en los liquidos, y en concreto del
H> en agua y en diferentes medios acuosos, ha recibido una importante atencion
por parte de un gran numero de investigadores, hecho éste que permite,
afortunadamente, disponer de una extensa bibliografia, con datos suficientes y de
un alto grado de precision, acerca de la solubilidad del Hz en los medios acuosos,

que resulta muy valiosa a la hora de establecer la curva de calibracién buscada.

Ahora bien, dado que el organismo de los seres vivos (en especial el del
hombre) es un sistema biolégico enormemente complejo, la disolucién del Ha en
cualquiera de los fluidos corporales (por ejemplo, en este caso, en la orina) no

puede considerarse como un proceso fisicoquimico sencillo del que se deriva un
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sistema simple. Por el contrario, la complejidad de tal sistema obliga a establecer
pautas regulares de estudio que permitan sugerir respuestas que no queden
vinculadas a la concurrencia de efectos sinérgicos. Por ello, el estudio tiene que
plantearse de una manera sencilla, en cuanto a la modificaciéon sistematica de los
parametros fisicoquimicos que se pretenda analizar en cada momento y con

interpretaciones de los resultados encontrados, también sencillas.

Es evidente que el disolvente condiciona notablemente la solubilidad del Ho.
Ahora bien, tal como se ha insistido con anterioridad, el hecho de tener como
objetivo principal la basqueda de un procedimiento aplicable a la determinacién
de H> disuelto en orina, esto es, disuelto en una disolucién en base acuosa, llevé a
centrar el trabajo de este estudio sistematico en el empleo, tnicamente, de
disoluciones de este disolvente, descartando la posible utilizacién de cualquier
otro, no acuoso, en el que, incluso, tal solubilidad pudiese verse incrementada, ya
que, de cualquier modo, la posibilidad de utilizacién de un disolvente no acuoso a
la hora de acometer las analiticas pretendidas, resulta muy improbable en la
practica. Aunque el rango de trabajo de las disoluciones de H> que se van a
encontrar en el campo clinico, para el caso de las muestras de orina, es
relativamente reducido y, sobre todo, centrado en valores correspondientes a
cantidades de gas disuelto sensiblemente pequefias (del orden de unas pocas ppm
v/v, ya que inclusive para una persona que sea considerada como afectada por
una dolencia gastrointestinal, los valores de H> que, con caracter general, se van a
encontrar no sobrepasan las 300 ppm, v/v), el estudio que aqui se ha desarrollado
se ha extendido desde el limite mas bajo en el que dicho gas puede ser
cuantitativamente detectado con rigor, por esta via electroquimica, hasta el limite

maximo de solubilidad de este gas; esto es, hasta la saturacion.

Uno de los inconvenientes que presenta el trabajo con H: es su gran tendencia a
escapar del recipiente que lo contiene, derivada de su pequefio tamafio y de su
estructura molecular. Por este motivo, se hace necesario guardar ciertas
precauciones que garanticen un minimo de estanqueidad en las muestras, sobre
todo durante el periodo de almacenamiento. Por ello, se acudié a la disminucién
de la temperatura -almacenando las muestras en nevera- a fin de aumentar la
solubilidad del gas en la disolucién que lo contiene. Por otra parte, fue necesario
buscar el maximo hermetismo posible en los recipientes de almacenamiento a
emplear -por ejemplo, usando recipientes de vidrio provistos de tapa de cierre

especial para el manejo de gases- especialmente cuando, por alguna circunstancia



particular, dicho periodo de almacenamiento de las muestras hubo de
prolongarse. En el desarrollo de la medida experimental electroquimica, sin
embargo, no siempre fue necesario mantener estas estrictas medidas de
estanqueidad. Asi, en los estudios con el sensor potenciométrico y puesto que las
medidas se realizan en la fase gaseosa situada sobre la disolucién, si resultd
necesario emplear una técnica operatoria de cierto nivel de sofisticaciéon para
evitar pérdidas del gas H> que, de producirse, habrian alterado al valor de la
concentracion de las muestras, durante la manipulacién experimental. Sin
embargo, en las medidas amperométricas, por realizarse en el seno de la
disolucién, pudo trabajarse en una célula de disefio mucho mas simple, que no
requiri6 un cierre hermético, dado que la velocidad de insolubilizacién del H»
desde la disolucién de muestra hasta la fase gaseosa sobre dicha disolucion,
comparada con la de obtencion de la medida electroquimica, no es lo
suficientemente elevada para que se produzcan reducciones significativas de la

concentracion del gas disuelto, que puedan afectar a los resultados encontrados.

También los equipos de medida utilizados requirieron ciertas precauciones a
fin de conseguir un mayor grado de repetividad de los resultados. Entre éstas hay
que destacar el almacenamiento del sensor en un ambiente de humedad relativa
controlada, especialmente en el caso de los sensores potenciométricos, para los
que la regulacion de dicha humedad resulta de extrema importancia, al
incorporar, en su estructura, una membrana polimérica sélida. El mantenimiento
del sensor polarizado durante los periodos de reposo entre medidas, si éstos son
cortos, también supuso una precaucién importante, que se puso de manifiesto con
claridad y de manera inequivoca cuando, a consecuencia de estar sometidos estos
sensores a largos periodos de reposo, se dejaron de polarizar. Asimismo, se hizo
necesaria la realizacién periédica de controles que garantizasen el 6ptimo
funcionamiento de los equipos. Las medidas se realizaron siempre a la
temperatura de 25 °C, que es la temperatura tipo para el trabajo analitico, y a la
presiéon atmosférica, ya que, de una parte, resulta mucho més simple a la hora de
acometer el trabajo experimental de laboratorio y, de otra, es evidente que la
recogida de la muestra al paciente (recogida de la orina, que podrd, en un futuro,

hacerse en el hogar) condiciona la modificacién de esta variable.

Para agilizar el andlisis de los resultados encontrados, se recurrié a la pseudo-
automatizaciéon de los equipos de medida. Para ello, se dispuso de un software

especifico que facilit6 la adquisicion y almacenamiento de los datos
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experimentales, al tiempo que, por otra parte, facilité la manipulaciéon, de acuerdo
a las ecuaciones oportunas, de tales datos para finalmente obtener, a partir de tales
medidas, los valores de la concentracién de Hx presente en el medio liquido y su
correlaciéon con la medida eléctrica usada para el control analitico. La posible
aplicacion, fiable, de estas curvas de calibracién fue otro de los puntos de estudio
y analisis. No hay que olvidar que la cuantificacién del H> presente en la muestra,
a través de la concurrencia de la medida de la f.e.m. generada por ésta, con el
empleo de la curva de calibracién correspondiente, tiene que permitir discernir
entre una situacion claramente no patolégica para el paciente y otra que podria
serlo (lo cual debe ser confirmado mediante su concordancia con otras pruebas
diagnosticas). Para ello, en una primera etapa, se acometié la medida del
contenido de H; en orinas de individuos sanos (esto es, de individuos a los que no
se les habia diagnosticado padecimiento de patologia gastrointestinal alguna) para
comprobar la presencia y posibilidad de deteccion del gas en sus orinas
(corroborando, de ese modo, la bondad del procedimiento de medida aqui
planteado) asi como su cuantia. Posteriormente, en colaboracién con la Unidad de
Pediatria del Hospital Universitario de Canarias (Tenerife), se acometid, en una
segunda etapa, la medida de la cantidad de H> que se acumula, con el tiempo, en
la orina de pacientes diagnosticados de tener padecimiento de alguna patologia
intestinal. La comparacion entre estos resultados y los encontrados para

individuos sanos puso de manifiesto varias cuestiones importantes:

a) Que, efectivamente, el H> generado en el intestino humano por la accién de

bacterias residentes, es excretado por via renal a través de la orina.

b) Que esta via de excrecién es importante y cuantitativamente comparable con la
pulmonar, a través del aliento, por lo su determinacién cuantitativa puede llevarse

a cabo con suficiente precision.

¢) Que el sistema de determinacién electroquimica planteado en este trabajo es

adecuado y puede ser utilizado para realizar una medida analitica clinica.

Esto ultimo se hizo patente al comparar la conducta analitica de los resultados
obtenidos tanto por aplicaciéon del método aqui propuesto, como mediante el Test
de hidrégeno espirado, universalmente aceptado en la practica clinica. Las
comparaciones se realizaron tanto con individuos sanos como con sujetos
afectados de una patologia gastrointestinal, encontrandose en todos los casos una

magnifica similitud de comportamiento.



Hasta aqui, todo el trabajo de Tesis Doctoral desarrollado se centré en la
caracterizacion sistematica de las diferentes variables fisicoquimicas que inciden
en el adecuado funcionamiento de los equipos experimentales (sensores), asi como
en la determinacién de las condiciones 6ptimas de las variables que confluyen en
el proceso de medida, cuyo conocimiento debe permitir la realizacién de ésta con
un alto grado de precisién. En la tltima parte del trabajo, sin embargo, se pretende
un enfoque de mayor aplicacién practica. Se ha buscado tener respuestas a las
interrogantes inicialmente planteadas y hacer una propuesta de pautas de
actuacion que permitan trasladar los conocimientos aqui adquiridos e
incorporarlos al dia a dia, para de ese modo intentar contribuir a la minoraciéon de

los problemas de salud relacionados con el tema elegido.

Con este trabajo de Tesis Doctoral se inici6 en el Departamento de Quimica
Fisica de la Universidad de La Laguna una nueva linea de investigacién -cuyos
comienzos se remontan al afio 2000- que pretende ser de aplicaciéon en el corto
plazo. A partir de los resultados en ella encontrados, se intenta contribuir a la
superaciéon de un problema de salud que afecta a un nimero importante de
personas: la intolerancia a la lactosa. Asimismo, este trabajo pretende también
servir de punto de partida para la realizacion de estudios paralelos, dirigidos
hacia la deteccién analitica de otros problemas gastrointestinales que evolucionan
siguiendo pautas relativamente préximas (como es la produccién masiva de algtn
bio-gas, cuya determinacion cuantitativa sirve, o puede servir, de punto de apoyo
para su diagnodstico). Es evidente que tal expectativa contribuye al atractivo de
este trabajo, del que atin quedan, evidentemente, algunas interrogantes sin una

solucioén definitiva.

Llegados a este punto, es necesario sefialar que el trabajo desarrollado ha sido
intenso y, en algunos momentos ha inducido a un estado de cierto estado animico
de desaliento. Sin embargo, en este momento, alcanzadas -y en algunos casos,
sobrepasadas- las metas inicialmente propuestas para llevarlo adelante, esas
sensaciones quedan muy atrds, practicamente en el olvido, para dejar paso a la
satisfaccion por lo hasta aqui realizado y, sobre todo, por las perspectivas que, de

la posible aplicacion de los resultados encontrados, parecen apuntarse.

Quisiera, por otra parte, sefialar que este trabajo de investigaciéon me ha servido
para consolidar muchos de los conocimientos adquiridos durante la Licenciatura,

por medio de su aplicacién al estudio de este tema concreto -lo que, considero,
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reviste una gran importancia, pues reafirma el sentido de los estudios
universitarios realizados-. Asimismo, me ha permitido adquirir unos habitos de
trabajo y estudio sistematicos que, de no haber acometido la realizacién de este
proyecto, dificilmente podria haberlos alcanzado. Finalmente, en el transcurso de
este trabajo de Tesis Doctoral he visto crecer en mi una actitud de inconformismo
sano ante los interrogantes que se iban presentando, que ha supuesto siempre un

acicate mas en la busqueda de respuestas.
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2. Fundamento tedrico

2.1 Absorcion intestinal de carbohidratos

Como sabemos, el intestino grueso, o colon (figura 2.1), es la tltima porcién del
tracto gastrointestinal. En él se lleva a cabo la digestiéon de los alimentos y la
absorcion de las moléculas nutrientes hacia el torrente sanguineo. En el ser

humano, entre sus principales funciones destacan: por un lado la produccién de
. . + — . 2
moco y secreciones acuosas ricas en K' y HCOj; [7] y por otro la recuperacién de

agua y electrolitos secretados durante la digestion. Asi pues, ejerce un importante
control sobre la excrecion de productos metabdlicos de desecho y sustancias
toxicas. Ademads, el intestino grueso alberga los microorganismos encargados de
concluir el proceso digestivo a través de la fermentacion, por lo que este segmento

del tracto gastrointestinal puede ser considerado como un vaso de fermentacién

especializado.
Colon
transverso
Colon
Colon descendente
ascendente
Ciegé " r , Colon
sigmoideo

Figura 2.1 Principales subdivisiones anatémicas del intestino grueso del ser
humano

El término fermentacién es utilizado, en fisiologia animal, para describir los
procesos mediante los cuales los carbohidratos, generalmente polisacaridos
procedentes de la dieta, son hidrolizados a azticares maéas sencillos por los

microorganismos, fundamentalmente anaerobios, que colonizan el dltimo tramo
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del intestino [8]. A través de este proceso de fermentacion, el hospedador tiene la
posibilidad de recuperar parte de la energia perdida debido a la mala absorcion de
carbohidratos -como, por ejemplo almidén-, otros polisacaridos no relacionados
con el almidén y azticares en general. Es evidente por lo tanto, que la estimaciéon
cuantitativa de la fermentacion bacteriana intestinal es esencial para entender la
fisiologia y metabolismo de los animales homeotérmicos (y, de entre ellos, los del

hombre)

En general, las fermentaciones son reacciones de mantenimiento que no
requieren la participaciéon de una cadena de transporte de electrones. Como
resultado de la no participacion de un aceptor externo de electrones, el sustrato
orgénico experimenta, simultdneamente, una serie de reacciones de oxidaciéon y de
reduccion simultdneas. No obstante, en algunos casos puede ser necesaria la
intervencion de aceptores de electrones, en tal circunstancia éstos desempefiarian
funciones secundarias. La mayoria de estos procesos fermentativos utilizan la ruta

de Embden-Meyerhof, o via glucolitica, para la conversién de glucosa, como

sustrato orgénico, en acido pirtvico, con la reduccién de dos moléculas de NAD’,
las cuales sé reoxidan posteriormente en reacciones implicadas en el metabolismo
del piruvato. A partir del piruvato se obtienen diferentes productos finales: acidos
grasos de cadena corta (acético, propionico, butirico, etc.) y gases como diéxido de
carbono (CO»), metano (CHs) e hidrégeno (Hz). Estos productos finales son los que
diferenciaran la amplia gama de fermentaciones existentes: propiénica, succinica,

butanodidlica, tipo clostridio, etc. [9].

No obstante, no todos los mecanismos fermentativos siguen la ruta de la
glucolisis. Algunas fermentaciones de la glucosa siguen la ruta de las pentosas
fosfato y otras las de Entner-Doudoroff. Las fermentaciones de otros sustratos que
no son azucares, como por ejemplo los aminoacidos, implican rutas mas

especificas.

Desde el punto de vista digestivo es importante distinguir entre mono-, di-, y
polisacaridos. Mientras los monosacdridos no necesitan hidrolizarse para ser
absorbidos, los disacdridos y los polisacaridos precisan de la acciéon de las enzimas
de la superficie del intestino delgado y posteriormente, los polisacaridos, también

de la amilasa pancreatica.

Los disacéridos como la fructosa, la sacarosa o la lactosa, y los polisacaridos
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como el almidéon o el glucégeno, son atacados inicialmente por las
endosacaridasas a-amilasas de la saliva (lactasa, sacarasa, isomaltosa,
glucoamilasa), enzimas especificas para los enlaces glucosidicos a-1,4 sin puntos
de ramificaciéon y que una vez en el estébmago son inactivadas por el jugo gastrico.
Los productos de la digestion de estas enzimas son: maltosa (disacarido),
maltotriosa (trisacarido), y las denominadas a-ciclodextrinas limite (8 unidades de

glucosa con uno o mas enlaces glucosidicos a-1,6)

Las secreciones pancredticas contienen otra amilasa, la a-amilasa pancreatica,
que hidroliza tanto los enlaces a-1,4 (que no fueron hidrolizados por la amilasa de
la saliva) como los a-1,6. De esta forma todos los polisacaridos son convertidos en
oligosacaridos. La hidrélisis final de estos tltimos y de los disacéridos a
monosacaridos, se lleva a cabo por las a-glucosidasas, enzimas de la superficie de
las células epiteliales (bordes en cepillo) del intestino delgado, cuya actividad

generalmente excede a las necesidades de la digestion.

Los di-, oligo-, y polisacéridos que no son hidrolizados ni por las amilasas, ni
por las a-glucosidasas no pueden ser absorbidos, alcanzando el tracto final del
intestino que se encuentra colonizado, a partir del ileon inferior, por numerosas

bacterias.

Las bacterias pueden asimilar una mayor variedad de gltacidos que el hombre,
ya que sus sacaridasas pueden romper muchos tipos de enlaces que, sin embargo,
no se ven afectados por las enzimas humanas. Son los monosacéaridos obtenidos
por las sacaridasas de las bacterias y metabolizados de forma anaerobia por ellas
mismas, las que dan origen del hidrégeno eliminado por el hombre. Junto a él,
otros productos de degradacion de los monosacédridos son: 4cidos grasos de

cadena corta, lactato, metano y didéxido de carbono, fundamentalmente [10].

2.2 Flora bacteriana intestinal

Junto con la mucosa bucal y el rumen de los animales homeotérmicos, el tracto
intestinal posee una microbiota caracteristica que presenta cierta variedad segtn
los hospedadores, aunque siempre estd dominada por eubacterias anaerobias,

incluyendo bacterias gram-negativas y gram-positivas.

La flora intestinal de un recién nacido se establece muy tempranamente. En
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bebés amantados, dicha flora es bastante simple y consiste en su mayor parte, en
bacilos gram-positivos pertenecientes a la especie Bifidobacterium sp (antiguamente
llamado Lactobacillus bifidus); en bebés alimentados con biberén, la flora es mas
compleja. Durante la lactancia materna, la flora se encuentra condicionada por el
hecho de que la fuente principal de alimentacion es la leche, puesto que ésta posee
un alto contenido en complejos nutricionales -requeridos también por
Bifidobacterium sp como factor de crecimiento - como es el aminoaztcar
N-acetilglucosamida u otros disacaridos B-sustituidos (por ejemplo el N-acetil

lactosamina)

Las bacterias del acido lactico constituyen un subgrupo diferencial importante
de las eubacterias gram-positivas. Son no esporulados, que se caracterizan por la
produccién de grandes cantidades de acido lactico y, por tanto, de uno o dos
moles de ATP, por fermentacion de aztucares. Bifidobacterium sp se parece, en
varios aspectos, a las bacterias del acido lactico. También fermenta aztcares con
formacién de &cido lactico como producto final mds importante, ademas de
producir CO,, acetato y trazas de acido férmico. Sin embargo, su ecuacién global
no corresponde a una fermentacion homolactica ni a una fermentaciéon
heterolactica (caracteristica de las bacterias del acido lactico), sino que es una ruta
de fermentacién tnica que resulta energéticamente mas favorable, ya que

suministra cinco moles de ATP por cada dos moles de glucosa fermentada.

Conforme el nifio crece y su dieta cambia, la composicién de la flora intestinal

también se modifica, acercdndose a las caracteristicas de la del adulto.

La elevada acidez del primer tramo del tubo digestivo, donde el pH del

estomago es aproximadamente 2, limita su colonizacion bacteriana (10" por
mililitro de contenido) constituyendo asi una barrera microbiolégica contra la
penetraciéon de bacterias extrafias en el tubo gastrointestinal. En general, las
paredes del estdmago estan colonizadas por Lactobacillus y Streptococcus tolerantes
a los acidos, géneros que se encuentran incluidos dentro del denominado grupo
de las bacterias del acido lactico. Estas, como ya se ha dicho con anterioridad, se
caracterizan por la produccién de grandes cantidades de &cido lactico por
fermentacion de azicares. Una especie que se ha aislado del estémago de
humanos y de animales es la Sarcina ventriculi, coco no esporulado, anaerobio y

gram-positivo, muy tolerante al &cido, que puede crecer a valores de pH muy
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bajos (iguales a 1). Esta bacteria fermenta azdcares por la ruta de Embden-

Meyerhof produciendo una mezcla de lactato, acetato, etanol y H» [9,11].

El duodeno, al encontrarse adyacente al estémago, es también bastante acido y
su flora es similar a la de éste. Del duodeno hacia el ileon el pH aumenta
haciéndose alcalino y por lo tanto, permitiendo el asentamiento de otro tipo de
flora bacteriana, que aumenta notablemente en el intestino grueso y alcanza su

méaximo numero en el colon terminal.

Lactobacillus

Streptococcus
Lactobacillus

Intestino
delgado

Enterobacterias
Clostridium

S. faecalis
Bacteroides
Bifidobacterium
Peptococcus
Ruminococcus

Intestino
grueso

Figura 2.2 Flora intestinal tipica del tracto gastrointestinal de los seres humanos

Los recuentos ponen de manifiesto que los anaerobios facultativos estan

presentes en menor proporciéon (107/gramo de contenido intestinal) que los
anaerobios estrictos. Incluso el mas abundante de ellos, Escherichia coli, contribuye
Unicamente con una cantidad comprendida entre el 0.1 % y el 1.0 % a la biomasa
bacteriana total del intestino [9,12]. Estos microorganismos consumen el oxigeno
presente, haciendo el medio estrictamente anaerobio y favoreciendo la

proliferacion de anaerobios obligados, tales como las especies de Clostridium y
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Bacteroides, cuya presencia es mucho mayor (de 10" a 10" /gramo de contenido
intestinal) [11] (figura 2.2)

Son numerosos los factores que influyen y controlan la poblacién microbiana.
Entre ellos destacan la acidez del jugo gastrico, el peristaltismo intestinal, las
secreciones intestinales, la presencia de inmunoglobulinas, las diferentes
interacciones bacterianas, la dieta del hospedador e incluso el medio ambiente en
el que éste se desenvuelve. Pero sobre todo, influyen sobre ella las alteraciones
anatémicas o funcionales del tubo digestivo [13]. La flora intestinal colabora con
notables aportaciones al ser vivo que la contiene, puesto que lleva a cabo una
amplia variedad de reacciones metabdlicas (tabla 2.1). En consecuencia los
cambios en ella, debidos a una dieta o una enfermedad, pueden afectar al

hospedador.

Tabla 2.1 Contribuciones bioquimicas y metabdlicas de la microflora intestinal.

Sintesis de vitaminas Productos: tiamina, riboflavina, piridoxina, Bi, K

Produccion de gases  Productos: CO,, CHy, Ho,

Produccion de Productos: H>S, NH3, aminas, indoles, escatol, acido

substancias olorosas  butirico.

1”r.()ducc:1or,1 ‘%e Productos: acidos acético, propiénico, butirico
acidos organicos
Agente: Klebsiella pneumoniae (en humanos con una dieta

Fijacion de nitrégeno ;
rica en carbohidratos)

Reacciones de Enzimas: B-glucoronidasa, -galactosidasa,

la glucosidasa B-glucosidasa, a-glucosidasa, a-galactosidasa
Metabolismo de Procesos: esterificaciéon, deshidroxilacion, oxidacion,
esteroles reduccion, inversion.

Dentro de la gran variedad de bacterias que pueden habitar en el intestino
humano, bien de forma natural o causando una infeccién, nos centraremos en
aquéllas cuyo metabolismo implica la produccién de hidrégeno a partir de la
fermentacion de carbohidratos. Estas son, principalmente, ciertas especies dentro

de la gran familia Enterobacteriaceae y del género Clostridium.
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2.2.1 Familia Enterobacteriaceae

La amplia gama de bacilos gram-negativos anaerobios facultativos y no
esporulados, que son huéspedes habituales del intestino del hombre y de los
animales, pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Son organismos
quimioheterétrofos, poco exigentes en sus necesidades nutritivas, y relativamente
resistentes a la acciéon de los agentes ambientales, lo que condiciona su capacidad
de supervivencia en el medio externo. En condiciones anaerobias, su crecimiento
depende estrictamente de la aportaciéon de un carbohidrato fermentable, mientras
que en condiciones aerobias, pueden utilizar, como sustratos oxidables para la
respiraciéon, una gran variedad de compuestos organicos: acidos organicos,
aminoacidos, péptidos y carbohidratos. Algunas especies son capaces de reducir el
nitrato y el fumarato. Asi mismo se sabe que participan en el metabolismo de
algunas vitaminas (B2 y acido félico) y de farmacos. Los nutrientes de los que se
abastecen en el intestino proceden probablemente del moco intestinal, las células
de descamacion, las secreciones enziméticas y los nutrientes no digeridos

completamente.

Estas caracteristicas explican que las enterobacterias se hallen muy difundidas,
encontrandose no s6lo formando parte de la microbiota que coloniza el tubo
digestivo, sino que, ademds, la gran mayoria pueden comportarse como
organismos patogenos. Atendiendo a su accion patégena podemos clasificarlas en:
Enterobacterias patogenas, que son aquellas que por lo general no forman parte de la
flora intestinal pero que pueden dar lugar a procesos diversos en huéspedes y las
Enterobacterias oportunistas, que son microorganismos que forman parte de la flora
comensal del tubo digestivo y normalmente no se comportan como patégenos,
pero, cuando se produce un aumento de susceptibilidad del hospedador, debido a
una disminucién de sus mecanismos defensivos, dan lugar a diversos cuadros
clinicos. La determinacién de estas caracteristicas, mediante pruebas bioquimicas
sencillas, constituye la base de la clasificacion taxonémica de las enterobacterias en

tribus, géneros y especies.

La familia Enterobacteriaceae estd constituida principalmente por los géneros:
Escherichia (siendo la Escherichia coli, uno de los integrantes mas caracteristicos de
la microbiota normal de los mamiferos y un importante patégeno causante de

infecciones intestinales y del tracto wurinario), Salmonella y Shigella (ambos
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relacionados estrechamente con el anterior), Enterobacter, Serratia y Proteus
(presentes, sobre todo en suelo y agua), Erwinia (responsable fundamentalmente
de infecciones en plantas) y Yersinia (de la cual cabe destacar la especie causante

de la peste bubodnica)

Otras bacterias muy relacionadas con este grupo, son los géneros Vibrio (cuya

especie Vibrio cholerae es responsable del colera) y Aeromonas [9,12,13].

2.2.2 Género Clostridium

Otro grupo de bacterias gram-positivas que forman parte importante de la
microflora del intestino, son aquellas que pertenecen al género Clostridium. Los
clostridios son microorganismos anaerobios estrictos, habitantes del suelo y del
colon de muchos mamiferos, incluido el hombre. Su papel, en general, se
considera simbiético con el organismo hospedador, lo que significa que no sélo no
son perjudiciales en condiciones normales, sino que incluso colaboran con las
funciones digestivas. Estas bacterias se incorporan en el aparato digestivo del
hospedador junto con los alimentos que éstos ingieren, atravesando la barrera del
estdbmago gracias a la facultad que poseen de transformarse en esporas. Las esporas
son unas eficaces formas de resistencia que pueden soportar condiciones de
ausencia de humedad, alta tensiéon de oxigeno, alta salinidad del medio,
temperatura extrema, alta radiacion y un amplio rango de acidez y alcalinidad,
condiciones que, en cualquier caso, no permitirian la vida de sus correspondientes
formas vegetativas. Esta facultad permite la supervivencia de este grupo de
bacterias, en un ambiente hostil, durante largos periodos de tiempo, a la espera de
que las condiciones cambien hacia otras mas favorables que permitan su
reproduccién, produciendo, la mayoria de ellas, toxinas causantes de diversas

enfermedades

Hacia finales del siglo XIX se hizo evidente que algunas especies de este género
son agentes infecciosos en el hombre y en los animales. Asimismo, son los
responsables de algunos tipos de descomposiciéon de alimentos que, cuando se

encuentran enlatados, evidencian su estado al hincharse las latas [9,11].

Uno de los mayores agentes infecciosos en humanos es el patégeno C.

perfringens, causante de procesos de gastroenteritis e, incluso, de la necrosis aguda
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del intestino delgado con elevada produccién de H,. Es, ademds, el germen
responsable de la destruccion tisular y de la gangrena gaseosa. Otros conocidos
clostridios patégenos, no productores de H,, son el C. botulinum y C. tetani,

causantes del botulismo y el tétanos, respectivamente.

Algunas especies del género Clostridium clasificadas, la gran mayoria, dentro
del grupo saccharolytic clostridia (clostridios sacaroliticos) fermentan una amplia
variedad de carbohidratos para terminar produciendo CO,, Hy, alcoholes y acidos,
fundamentalmente acético y butirico (en este dltimo caso, se les denomina

clostridios del &cido butirico) [9].

2.3 Funciéon Renal. El rindn

El aparto urinario es el encargado de eliminar del organismo las sustancias
nocivas que se forman en las células, asi como de contribuir a mantener la reaccion

alcalina de la sangre. Esta formado esencialmente por (figura 2.3):

VEMA S

ARTERIAS

RIFICMNE 5
REMALES
VERA ARTERIA
CAVA AORTA

INFERIOR URE TERE 5

VEJIGA
URIMARIA

_

URETRA — '

Figura 2.3 Esquema de la estructura del Sistema Urinario

e Dos rifiones, que producen orina de forma constante mediante el filtrado y la

depuracién de la sangre que pasa a través de ellos.
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e Dos uréteres, que son dos conductos que transportan la orina producida en los

rifiones hacia la vejiga de la orina.

e Una vejiga, que sirve para almacenar la orina que se produce de forma
continua y permite que podamos evacuar su contenido cuando resulta

apropiado.

e La uretra, que comunica la vejiga urinaria con el exterior. Es el conducto por el

que orinamos.

El rifién es el principal érgano secretor del cuerpo y el liquido obtenido por su
actividad, a partir del plasma, es la orina. A diferencia de otras secreciones, la
orina presenta unas variaciones notables tanto de volumen como de composicion,
a causa de las variaciones metabdlicas y de las circunstancias ambientales, lo que
faculta al rifién para regular el volumen y la composicién del liquido extracelular,

mediante las siguientes funciones:

e Formacién de la orina y eliminacién, a través de ella, de los productos de
desecho del metabolismo tales como urea, creatinina y acido drico, mediante

filtracion glomerular y secrecién tubular

e Balance de los liquidos corporales, mediante secrecién y reabsorciéon tubular,
controlando la eliminacién o absorcién de agua de la sangre, siendo éste uno
de los mecanismos con el que el rifién participa en la regulaciéon de la presion

arterial.

e Regulacion del pH sanguineo y corporal, mediante la eliminacién de orina

4cida o alcalina.

e Regulacion de la presiéon osmética sanguinea, a través de la eliminacion o
reabsorcion de sales minerales contenida en ella, participando asi del balance

hidroelectrolitico y de la regulacion de la presion arterial.
e Funciones hormonales y metabélicas realizadas por el propio rifién

Los rifiones estan recubiertos por una gran cantidad de grasa que los protege
de los golpes y de los movimientos bruscos. Si se quita la grasa que los recubre se
aprecia que tienen la forma de una alubia y el tamafio aproximado de un pufio. Se

localizan a los lados de la columna vertebral, debajo de la caja torécica y separados
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de ella por medio del musculo diafragma, y detrds del higado y el estémago,
pegados a la pared interna de la espalda. Tienen una superficie brillante y en la
zona céncava del rifién se aprecia una arteria renal por donde llega la sangre sucia

o con impurezas y una vena renal por donde sale la sangre limpia o filtrada [14].

El cuerpo humano, en condiciones normales, tiene dos rifiones. La unidad
funcional del rifién es la nefrona. En cada rifién hay aproximadamente un millén

de nefronas. Cada nefrona se divide en cuatro elementos (figura 2.4)
e Glomérulo.

e Tubulo proximal.

e Tubulo distal.

e Tubulo colector.

TUBULD TUBULO
CONTORNEADD CONTORMEADO
PROX AL DISTAL TURULO

COLECTOR

ARTERIA
REM&L ; CAPSULA DE
: BOWhIAN
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REMAL
PELYIS J GLOMERLILD
REMAL
CALIZ RENAL
URETER
ASA DE CONDUCTO
HENLE DE BELLIMI

Figura 2.4 Representacioén esquematica del rifién de un ser humano

El glomérulo es un ovillo de capilares sanguineos, formado por la divisién de la
arteriola aferente, que posteriormente se vuelven a reunir formando la arteriola
eferente. El ovillo glomerular estd dentro de la cdpsula de Bowman. El espacio
libre localizado dentro de la cdpsula de Bowman, entre los capilares, se llama

espacio urinoso.

El tabulo renal proximal se divide en dos partes: el tabulo contorneado

proximal y el asa de Henle. El tibulo contorneado distal estd a continuacion del
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asa de Henle y finalmente encontramos el ttbulo colector. Este recolecta la orina

que se produce en las nefronas.

Los tabulos colectores, que se van uniendo, terminan en la papila renal que es
por donde se drena la orina en los calices renales, cuyo nombre se debe a que

tienen forma de céliz o copa y recogen la orina que se produce en el rifién.

Desde el punto de vista macroscopico, el rifién puede dividirse en dos grandes
areas: la corteza renal y la médula renal. La corteza contiene los glomérulos, los
tabulos contorneados proximales y distales, y las arterias interlobulillares y
peritubulares. La médula contiene las asas de Henle, los tibulos colectores y los

vasos.

En cuanto a la circulacion sanguinea renal, la sangre llega al rifién por la arteria
renal, que nace de la arteria aorta y se subdivide después en las arterias
interlobares, arqueadas e interlobulillares. De ésta sale la arteriola aferente, que
como hemos dicho, forma el ovillo capilar glomerular. La cantidad de sangre que
pasa por el rifién es aproximadamente un litro por minuto. La sangre proveniente
de la arteria renal, tiene una presién del glomérulo de 75 mmHg, lo que posibilita
su proceso de filtrado. Y aunque hay elementos que dificultan dicha filtraciéon
(presion osmoética de la sangre, presion del tejido renal y dentro del tubo renal),
los glomérulos filtran més de 100 g de liquido por minuto. Este liquido contiene
todos los elementos solubles del plasma sanguineo, salvo las proteinas, lo que
daria una enorme cantidad de orina que si se eliminara asi haria que el organismo
perdiese, junto con las sustancias que debe eliminar, otras que le son necesarias.
Para evitar esto, los tibulos renales reabsorben aproximadamente el 99% del agua
que filtran los glomérulos y seleccionan las sustancias que esa agua lleva disueltas,
reabsorbiendo por completo algunas de ellas (tales como la glucosa) y dejando

pasar parte de otras (como la sal)

El rifién mide la cantidad de sustancias quimicas presentes en la sangre, como
el sodio, el fésforo y el potasio, y permite eliminar el exceso de éstas o retenerlas
para regular sus niveles en el cuerpo, del mismo modo que un termostato regula
la produccién de calor o permite el enfriamiento de una habitacién para mantener

su temperatura constante [14,15].

Las sustancias de desecho presentes en la sangre provienen de la ingesta y de

los productos que se generan por la actividad del organismo. El cuerpo utiliza los
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alimentos para obtener energia y para la reparaciéon de los tejidos. Cuando ha
utilizado lo que necesita de la comida, los desechos se envian a la sangre. Si los
rifiones no limpiasen la sangre de estos desechos, se produciria un aumento de los

mismos en la sangre que dafarian al organismo.

Ademas de depurar la sangre, los rifiones también desarrollan funciones

metabdlicas importantes y producen hormonas como:

e La eritropoyetina, hormona que estimula la produccién de glébulos rojos en el

interior de la médula de los huesos.

e La renina, hormona que sirve para regular la presion arterial. Si el rifion

detecta una presion baja, produce mas renina para aumentar la presion.

e Laforma activa de la vitamina D, que ayuda a regular el metabolismo calcio-

fosforo y la secrecion de hormona paratifoidea en las glandulas paratiroides.

2.3.1 Formacion y Composicion de la Orina

El ser humano elimina al dia, aproximadamente, 1,4 litros de orina producida en
el rifidn a partir de la sangre que transporta la arteria renal. Cerca de la mitad de la
materia s6lida que contiene es urea, que es el principal producto de degradaciéon
del metabolismo de las proteinas. El resto incluye minerales tales como: sodio,
potasio, calcio, magnesio, cloruro, sulfuro, amonio, ademas de creatinina, dcido
trico y bicarbonato. La sangre pasa por cada uno de los glomérulos, quedando
retenidos en los mismos las sustancias de mayor volumen, mientras que el agua,
las sales y la urea, entre otras, pasan desde las paredes de los capilares a la capsula
de Bowman. Por tanto, el glomérulo realiza la funcién de filtrar, mientras que la
capsula y los tibulos recogen la orina formada y la transportan a las vias urinarias

para su posterior eliminacién. Estos tres procesos pueden resumirse en:
a) Ultra filtracion a través de los capilares del glomérulo

b) Reabsorcion selectiva, tanto de agua como de los solutos, en el tabulo

proximal, el asa de Henle, el tabulo distal y los conductos colectores.

c) Secrecion selectiva en la luz de los tibulos proximal y distal
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a) Filtracion Glomerular

Entre las principales funciones que realiza el rifidén, para contribuir a mantener el
equilibrio del organismo, una de las mas importantes es sin duda la filtraciéon
glomerular. Grandes cantidades de ultra filtrado, libre de proteinas, son
elaboradas diariamente en los glomérulos a partir del plasma que pasa por los
capilares. El ultra filtrado glomerular, que en el ser humano representa 180
litros/ dia, corresponde a un volumen cuatro veces mayor al volumen hidrico total
del organismo, mas de diez veces el volumen del liquido extracelular y cien a

doscientas veces la cantidad de agua ingerida diariamente (figura 2.5)

A Aminodcidos 1
I": Foslatos
HOG: Bicarbonato

NaCl

Tibulo
colector

Urea

Cilomeéra

Figura 2.5 Representacion esquemaética de los procesos que ocurren en la nefrona
durante la formacién de la orina

Se denomina ultra filtrado, porque s6lo contiene solutos de pequefio tamafio
capaces de atravesar la membrana semipermeable que constituye la pared de los
capilares. Esta permite libremente el paso de agua y de sustancias disueltas con
peso molecular inferior de 15000, mientras que es totalmente impermeable, en
condiciones normales, a solutos con peso molecular superior a 70000 y deja pasar,

en cantidad variable, los de peso molecular comprendidos entre 15000 y 70000. Asi
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la orina primitiva, que se recoge en el espacio urinario del glomérulo, y que a
continuacién pasa al tibulo proximal, esta constituida por agua y por pequefos
solutos en una concentracion idéntica a la del plasma y carece de células, proteinas

y otras sustancias de peso molecular elevado.

Los factores que influyen en la filtracién glomerular son: el flujo sanguineo y el
efecto de las arteriolas aferente y eferente, ya que el didmetro de la arteriola
aferente es mayor que el de la eferente, por lo que soporta la presién mayor en el

cuerpo.

La filtracion glomerular se produce por la interaccion de diferentes fuerzas
fisicas. El volumen filtrado esta determinado, por una parte, por la diferencia entre
la presion hidrostatica y la coloidosmética transcapilares y, por otra parte, por el
coeficiente de ultra filtracién. La presion sanguinea en el interior del capilar
favorece la filtraciéon glomerular; por su parte, la presion ejercida por las proteinas
del plasma y la presion hidrostatica del espacio urinario actian en contra de la
filtraciéon. La resultante del conjunto de dichas fuerzas es la que condicionara la
mayor o menor cantidad de filtrado producido por cada glomérulo. Por lo que se
deduce que, si la presion hidrostética capilar disminuye considerablemente, como
en casos de hipotension severa, la presion de filtracion podra llegar a cero y cesar

el filtrado glomerular.

Para la mediciéon del filtrado glomerular existen diferentes métodos. El
aclaramiento de insulina es el método que produce una menor incertidumbre, pero
tiene el inconveniente de tratarse de una sustancia no endégena y que, por tanto,
debe infundirse durante la prueba. La concentracién de urea plasmatica es un
indice poco fiable dado que, ademas de filtrarse por el glomérulo, la urea es
también, en determinadas circunstancias, reabsorbible y secretada por el tabulo
renal en cantidad considerable. El método més utilizado es el de la concentraciéon
plasmatica de creatinina y el calculo de su aclaramiento. La creatinina es una
sustancia producida en el organismo que se filtra en el glomérulo y que no sufre
grandes modificaciones a lo largo del tabulo renal. Para obtener un resultado
fiable, es fundamental la correcta recogida de la orina de 24 horas. En un adulto, el
valor normal del aclaramiento de creatinina oscila entre 90 y 110 mL/mm.
[7,15,16].
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b) Reabsorcién selectiva

b.1) Funcién Tubular

Tras formarse en el glomérulo el ultra filtrado del plasma, el tibulo se encarga, en
sus diferentes porciones, de modificar la composicion de dicho ultra filtrado hasta
formar orina de composicion definitiva, que se elimina al exterior a través de la via

excretora.

Normalmente de los 600 mL. de plasma que fluyen por los rifiones en un
minuto, se filtran 120 mL., este ultra filtrado llega al tdbulo contorneado proximal,
asa de Henle, tibulo contorneado distal y tubo colector. En todo este recorrido
sufre una serie de modificaciones en su composicién, hasta la formacién de orina
final. Para ello se vale de mecanismos de transporte iénico de reabsorcioén tubular,
secrecion y excreciéon tubular. Estos movimientos iénicos pueden ser activos o

pasivos.

Conforme el filtrado glomerular circula a lo largo del tabulo renal, la mayor
parte del agua y de los solutos sufren un proceso de reabsorciéon desde la luz
tubular hacia los capilares peritubulares. Esta reabsorcién se caracteriza por ser
cuantitativamente elevada. Asi el agua se filtra en el glomérulo en el lapso de 24
horas, en cuantia de 180 litros, de los cuales se reabsorben en los tabulos 178.5
litros y se eliminan, con la orina, aproximadamente, tan solo 1.5 litros. Otras
sustancias como la glucosa y aminoacidos son reabsorbidos casi totalmente. La
urea se reabsorbe solo parcialmente, eliminandose con la orina en cantidades

variables.

La mayor parte de los iones existentes en el filtrado glomerular, como es le caso
del sodio, cloruro, potasio, calcio, fosforo y magnesio, se reabsorben casi
completamente para mantener constante la composicion quimica del medio
interno [7,16].

b.2) Tabulo Proximal

En el tabulo proximal se reabsorbe alrededor del 50 al 60% del filtrado glomerular.
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Dicha reabsorciéon se produce como consecuencia de las modificaciones de las
fuerzas que determinan la filtracion glomerular en los capilares peritubulares. Ello
condiciona la recuperaciéon de un volumen importante de liquido filtrado y
contribuye fundamentalmente a mantener el liquido del espacio extracelular. En
los capilares peritubulares se presenta una disminucién de la presién hidrostatica
frente a un aumento de la presiéon coloidosmética, como consecuencia del filtrado

glomerular libre de proteinas.

Asi, a nivel del tabulo proximal, el sodio y el agua son reabsorbidos en
proporciones isosméticas, lo que provoca que la osmolalidad del liquido tubular
se mantenga semejante a la del plasma durante todo su recorrido. Una de las
funciones mas relevantes que se lleva a cabo en el tibulo contorneado proximal es
la regulaciéon del equilibrio &cido-base, ya que a este nivel se recupera el
bicarbonato casi en su totalidad. En realidad no se trata de un proceso de
reabsorciéon. Por el contrario, el bicarbonato se comporta como un ién no
reabsorbible. Lo que sucede es que los iones bicarbonato del fluido tubular no
atraviesan la barrera celular, sino que quedan retenidos por ella. En este proceso
juega un papel importante la anhidrasa carbénica, por su acciéon catalizadora,
acelerando la formacién de acido carbénico a partir del anhidrido carbénico y

agua.

b.3) Asa De Henle

El Asa de Henle presenta una configuracién muy similar a la de una horquilla.
Esta formada por una rama delgada descendente, una rama delgada ascendente y
una rama gruesa ascendente. Fisiologicamente el asa de Henle reabsorbe
aproximadamente un 25% del sodio y del cloro filtrados y alrededor de un 15%
del agua filtrada. El liquido que llega al asa de Henle es isoténico respecto al
plasma (tiene una osmolaridad de 285 mOsm/1), por lo que el liquido que sale es
forzosamente hipoténico (150 mOsm/1.)

El paso de sodio al tejido intersticial determina una hipertonicidad, que es muy
importante para que el rifién pueda concentrar o diluir la orina y mantener asi el
balance hidrico del organismo. Esa hipertonicidad del liquido intersticial del rifién
se incrementa conforme el asa de Henle penetra en la zona medular, alcanzando

valores méximos de 1.200 mOsm/Kg a nivel de la papila renal [16].
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b.4) Tabulo Distal

En el tabulo distal se completa la reabsorciéon del sodio y cloro que no ha sido
reabsorbido en el tabulo proximal, lo que representa, aproximadamente, el 9% del

sodio total filtrado. La reabsorcién es de tipo activa y esta controlada por la accién

de la bomba de Na'K’/ATPasa. La reabsorcion del cloro es, por el contrario, de

tipo pasiva y viene favorecida por el gradiente de potencial eléctrico.
C) Secrecion selectiva
c.1) En el TUbulo proximal

Otra funcién importante que se realiza a nivel de los tabulos renales es la
secrecion tubular, que constituye la via de eliminacién de diversas sustancias
extrafias al organismo. La secrecion en los diferentes segmentos del tabulo se
realiza de forma activa o pasiva. El transporte activo determina un consumo de
energia, y ello implica siempre consumo de oxigeno, produccion de CO, y
liberacién de lactato. Esta energia proviene del metabolismo celular y es utilizada
por las bombas de transporte. Las bombas son del tipo ATPasa que utiliza la
energia desprendida de la hidrélisis de transformacién de ATP a ADP. La energia
se utiliza para el transporte de los solutos: Na+; Ca++; y H+ fuera de la célula
(Bombas Na+K+ - ATPasa, Ca++ -ATPasa e H+ - ATPasa)

Algunas sustancias como la glucosa, para que se realice su reabsorcion,
requieren de mecanismos de transporte tubular (capacidad de transporte maximo)
que flucttan entre 300 a 375 mg/min. En condiciones normales, toda la glucosa
filtrada es reabsorbida y no aparece en la orina. Si la concentracion de glucosa en
sangre aumenta por encima de un nivel critico, la cantidad de glucosa filtrada
sobrepasa la méxima capacidad de reabsorcién tubular y ésta aparece en la orina.
El transporte tubular pasivo se realiza gracias a un gradiente, ya sea de
concentracién o electroquimico, que no requiere consumo de energia.

El agua sigue en forma pasiva a los solutos reabsorbidos, primero hacia el
interior de la célula y luego hacia el capilar peri-tubular, gracias al gradiente de

presiéon osmoética que genera el transporte de los solutos. Por su parte, la urea es
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reabsorbida parcialmente a través de mecanismos pasivos. Conforme el agua se
reabsorbe, aumenta la concentracién de urea en la luz tubular, lo que determina
un aumento del gradiente de concentraciéon que favorece la difusién de la urea

hacia el interior de la célula [15,16].

c.2) En el Tubulo Distal

A nivel del tabulo distal se produce la secrecién de H', potenciada por la
aldosterona, que es también activa y condicionada por la presencia de una bomba
en la membrana celular. En relacién con la secrecién del potasio, ésta es de tipo

pasivo y viene regulada por el elevado contenido intracelular de K+.

2.4 Hidrégeno metabdlico en el ser humano

El hidrégeno (H.) es, junto al nitrégeno (N2), el diéxido de carbono (CO») y el
metano (CHg), uno de los gases que se encuentra en el interior del organismo
humano. Un adulto normal expele entre 400 y 650 mL de flatulencias por dia,
compuestas en un 50 % por N», alrededor de un 40 % por CO, y pequefias
cantidades de CHy y H». El CO,, CHs y H> son gases producidos durante la
fermentaciéon microbiana de carbohidratos en el intestino grueso [11]. EI N, por el
contrario, procede del aire inhalado puesto que, al tratarse de un gas inerte, no

interviene en ningan proceso metabolico.

2.4.1 Produccion anaerobia del hidrégeno

a) Fermentacion de las Enterobacterias

Una de las caracteristicas de ciertas enterobacterias es su capacidad para fermentar
directamente la lactosa de la dieta (disacdrido compuesto por una molécula de
glucosa y otra de galactosa). Gracias a la enzima B-galactésido-permeasa, la
lactosa difunde a través de la pared celular de los microorganismos y

posteriormente otra enzima, la p-galactosidasa, hidroliza el enlace
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B-galactosido de la lactosa, liberando la glucosa que puede ser finalmente
fermentada. Asi, Escherichia coli y algunas especies de Enterobacter, consiguen
glucosa a partir de lactosa, siendo consideradas como fermentadoras rapidas de la
lactosa. Aquellas bacterias que poseen la B-galactosidasa pero carecen de la
enzima B-galactésido-permeasa, o ésta presenta poca actividad, son consideradas
fermentadoras lentas o no fermentadoras de la lactosa, dependiendo de la

bibliografia que se consulte (tabla 2.2)

Tabla 2.2 Clasificacion de la familia “Enterobacteriaceae” segtin la capacidad de
fermentar lactosa

Fermentadores Fermentadores No
rapidos lentos Fermentadores

Escherichia Citrobacter Salmonella
Enterobacter Serratia Shigella
Klebsiella Hafnia Edwardsiella

Yersinia Proteus

S. arizonae Morganella

S. sonnei Providencia

A partir de la glucosa, bien procedente de la lactosa o directamente de la dieta,
las enterobacterias obtienen acido pirtvico por fermentaciéon de este aztcar

siguiendo la via de Embden-Meyerhoff, o via glucolitica [12,13].

Las posteriores transformaciones que sufre el piruvato, llevan a obtener
distintos productos finales (Tabla 2.3) cuya diferente proporcién permite clasificar
a las enterobacterias, en fermentadoras &cido mixtas o fermentadoras
butanodiélicas, segtin se deriven, prioritariamente, hacia una u otra de las dos

rutas metabolicas siguientes:

a.l) Fermentacion acido mixta

Mediante esta ruta (figura 2.6), a partir del piruvato se forman diversos 4cidos:

como lactico, acético, succinico y férmico; gases CO. y H,, y etanol. Por
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convencion, en este grupo se incluye a una bacteria cuando ésta produce suficiente
acido como para hacer descender el pH a un valor aproximado de 4,5 o inferior,
independientemente de la generaciéon de otros productos finales. Esta
fermentacion es caracteristica de los géneros Escherichia, Salmonella, Shigella,

Proteus, Yersinia, Photobacterium y Vibrio.

Glucosa

Ruta de
Embden-Meyerhof

+ +

) +2H ) +4H )
Acido lactico < Acido pirtvico ————> Acido succinico
+CO,
+CoA
Acetil-CoA Acido férmico
CoA CoA / \
+4H"
CO: H:

Acido acético Etanol

Figura 2.6 Esquema de las rutas metabdlicas correspondientes a la
fermentacion acido mixta, con indicacion de los productos finales

Las proporciones relativas de los productos finales pueden variar
considerablemente de una a otra bacteria, en funciéon de cual sea la ruta seguida en
la altima parte del proceso de fermentacion del acido pirtvico (figura 2.6). En la
Tabla 2.3 se presentan las cantidades producidas por algunas bacterias (Escherichia

coli, Aeromona s. punctata 'y Photobacterias phosphoreum)

32



Tabla 2.3 Productos finales obtenidos a partir del acido pirtdvico, mediante las
fermentaciones acido mixta y butanodidlica.

Moles de producto final por 100 moles de glucosa fermentada

Fermentaciéon acido mixta Fermentacién butanodidlica
Escherichia Aeromona Photobacterias Enterobacter Serratia
coli s punctata  phosphoreum  aerogenes marcescens

Etanol 50 64 8 70 46
2,3-Butanodiol - - 0.6 66 64
Acido acético 36 62 44 0.5 4

Acido lactico 79 43 42 3 10
Acido succinico 11 22 6 - 8

Acido férmico 2.5 105 94 17 48
H» 75 - 55 35 -

CO, 88 - 48 172 116
Acido formado 129 232 186 20 70

a.2) Fermentacioén butanodidlica

Esta ruta (figura 2.7) se caracteriza por la formacién de grandes cantidades de
butanodiol, asi como de etanol, 4cido férmico y de gases CO, y H,. Como norma
general, se designa fermentacién butanodidlica a aquella en que la producciéon de
acido es insuficiente para reducir el pH hasta un valor de 4,5. Esta fermentacion es
tipica de Enterobacter, Serratia, Erwinia y de algunas especies de Aeromonas y
Photobacterium. En la Tabla 2.3 se resumen las cantidades de productos obtenidas

para el caso de algunas bacterias (Enterobacter aerogenes y Serratia marcescens)
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Glucosa

Ruta de
Embden-Meyerhof

Acido piravico L o
Acido piravico

+CoA
+2H"
. \
) Acido férmico CO;
Acetil-CoA / \ Butanodiol
CoA H2 COZ
+4H"
Etanol

Figura 2.7 Esquema de las rutas metabolicas de la fermentaciéon butanodiélica y
productos finales obtenidos.

Como puede apreciarse al analizar los esquemas de ambas rutas metabolicas, la
fermentacion de enterobacterias presenta la caracteristica bioquimica particular,
que no se da en otras fermentaciones bacterianas, consistente en una escision
especial del &cido pirtvico para dar &cido férmico, producto final que es, con

frecuencia, mayoritario:

CH,COCOO" + CoA — CH;COCoA + HCOO"

Piruvato Formiato

Sin embargo, no siempre el acido férmico se acumula como producto final.
Algunas de estas bacterias poseen el sistema enzimatico hidrogenoliasa férmica
(compuesto por dos enzimas distintas: la deshidrogenasa férmica soluble y la
hidrogenasa unida a la membrana) que lo escinde en CO, y H» (figuras 2.6 y 2.7)

segun:
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X1

) Xz
HCOO —~ | cit. creductasa [cit. Cj / H.
CO, 2H"

donde X: y Xz son tan solo transportadores de electrones. X; puede ser un
citocromo C reductasa y X un citocromo C de bajo potencial redox (Css2) que

tnicamente se produce en las enterobacterias durante el crecimiento anaerobio.

Los organismos que teniendo hidrogenoliasa férmica desarrollan la
fermentacién dcido mixta, producen cantidades equimoleculares de CO,y Hz y los
de la butanodidlica, mas CO. que H». Esto se debe a que los primeros producen
tUnicamente CO; a partir de acido férmico, mientras que los fermentadores
butanodidlicos generan CO: adicional en las reacciones que producen butanodiol.
La formacion de gas y el tipo de éste, sirve para la diferenciacién taxonémica en el

grupo entérico [9, 12, 13].
b) Fermentacién de los clostridios

Como se ha indicado en el epigrafe 2.2, la formacién de hidrégeno molecular como
producto final de la fermentacion de azudcares, es también caracteristica de muchos

endosporulados del grupo de los clostridios del acido butirico.

La fermentacién butirica que éstos llevan a cabo, se inicia, de igual manera, con
la conversion de los azticares en piruvato a través de la ruta de Embden-Meyerhof
o via glucolitica. El piruvato obtenido se oxida a acetil-CoA y CO,, con la
ferredoxina como aceptor de electrones. La reoxidacién posterior de la ferredoxina
por la hidrogenasa de la bacteria, es la responsable de la produccién de H». Este
conjunto de reacciones constituyen lo que se denomina el “complejo piruvato-

ferredoxina oxidorreductasa” [9, 11] (figura 2.8)
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Ejemplos de clostridios productores de gas hidrégeno que habitan
normalmente en el intestino del hombre, son las siguientes especies sacaroliticas:
C. indolis, C. innocuum, C. methylpentosum, C. clostridioforme. El C. perfringens, dada
su capacidad para degradar no solamente azticares sino también proteinas, esta
encuadrado dentro de un grupo intermedio entre los clostridios sacaroliticos y los

proteoliticos.

Glucosa

Ruta de
Embden-Meyerhof
\

Acido pirtavico

Fd ox

2H;
X ) +2 CoA
4H* Fd req \
¥

2CO,
'

Acetil-CoA

N
CoA

+

+4H L . .
Acetato v Acido butirico

Etanol

Figura 2.8 Esquema metabdlico de la fermentacion de azicares por las bacterias
del 4cido butirico del género Clostridium, con indicacion de sus productos finales.

2.4.2 Vias de excrecioén del hidrégeno

El hidrégeno metabdlico producido por la flora bacteriana durante la fermentacién
de carbohidratos, no es metabolizado por las células de los mamiferos, por lo que

debe ser eliminado.

Una parte de este gas es eliminado por via anal, a través del flato. Otra parte es
absorbida a través de la pared intestinal del colon, incorpordndose al torrente
circulatorio. Una vez en la sangre, es excretado por diversas vias, entre ellas en el
aire expirado. Estas dos formas de excreciéon han sido las que, tradicionalmente,

han recibido mayor atencion por parte de los cientificos [17, 18].
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Actualmente se sabe que una parte importante del hidrégeno producido por
fermentaciéon bacteriana, es metabolizada por los propios microorganismos del
colon consumidores de hidrégeno. Estudios realizados en intestinos aislados de
ratas normales, a los cuales se les instil6 hidrégeno gas, permitieron comprobar
que maés del 90 % del mismo fue metabolizado; mientras que en intestinos libres

de bacterias, practicamente todo el hidrégeno suministrado fue recuperado [19].

Christl et al. han demostrado que la cantidad total de H; excretado después de
la ingestion de lactulosa constituye, en realidad, s6lo una parte del hidrégeno
producido por la fermentaciéon microbiana, por lo que “hidrégeno excretado” no
es sindnimo de “hidrégeno producido”. Sin embargo, a efectos practicos, se puede
considerar que la velocidad de excrecion se corresponde con el balance total entre
la velocidad de produccion real y la de desapariciéon de hidrégeno por consumo

por la flora.

Tres especies de microorganismos del colon compiten por el hidrégeno
molecular, producto de la fermentacién de otros microorganismos anaerobios: las
bacterias metandgenas o metanogénicas, las bacterias acetégenas o acetogénicas y
las bacterias que reducen el sulfato a sulfuro. Estos tres procesos estin muy
influenciados por el pH del medio: en el caso de la metanogenesis ésta se ve
favorecida en un pH neutro; la acetogenesis, por un pH acido y la reducciéon de

sulfato, por un medio alcalino [20]

a) Las bacterias metanogénicas son un grupo de arqueobacterias anaerobias
estrictas, que generalmente reducen el CO; (proveniente de la fermentacion de
carbohidratos) a metano, utilizando como suministro de electrones,
fundamentalmente el hidrégeno gaseoso, aunque también pueden oxidar otros
productos tales como el formiato, el acetato, el metanol o ciertas metilaminas,
todos ellos de igual procedencia. El metabolismo conjunto entre ambas bacterias,
las anaerobias fermentadoras de azicares y las metanogénicas, constituye un
ejemplo clasico de sinergismo en busca de un afinado aprovechamiento de los
recursos del medio en el que ambas se desarrollan. El esquema de la figura 2.9

representa este metabolismo para el caso de Methanobacillus omelianskii.
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Enterobacteria
2CH;CH,OH » 2CH;COOH

2H,O 4H,

CH,4 v CO;

Bacteria metanogeénica

Figura 2.9 Sinergismo entre la producciéon de hidrégeno de una enterobacteria y
su consumo por una bacteria metanogénica.

Las bacterias metanogénicas estan presentes comtinmente tan solo en el colon
izquierdo, mientras que la produccién de hidrégeno se realiza en todas las partes
del mismo [21,22]. Como resultado de ello, una gran parte del hidrégeno
producido pasa al torrente sanguineo antes de llegar al colon descendente y poder

ser consumido por las bacterias metanogénicas.

b) Las bacterias acetogénicas por su parte, también reducen el CO,, o cualquier
otro precursor que contenga un s6lo 4tomo de carbono, a acetato. Asimismo,
obtienen acetato, utilizando el H> como reductor. Este grupo incluye ciertas
bacterias del acido butirico del género Clostridium que, utilizando el CO, y el H»,
productos de su propia fermentaciéon de azucares, obtienen un nuevo mol de
acetato. Este peculiar mecanismo las hace merecedoras de la denominacién de
bacterias heteroacetégenas. El esquema de este metabolismo se muestra en la
figura 2.10 [22].

CsH1206
4H* + 4 ———
2 CH3-CO-COOH
A4H* +4e |
2 (COy) —‘1
2 CH3;-COOH CH;3-COOH

Figura 2.10 Formacién de acido acético por las bacterias acetogénicas del grupo
del acido butirico del género Clostridium, a partir de CO2 y H» producidos en sus
propios procesos de fermentacion.
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c) Las bacterias reductoras del sulfato son microorganismos anaerobios
estrictos que, al igual que las anteriores, utilizan su propio hidrégeno molecular en
la reduccién del SO% a S* al poseer, lo mismo que los clostridios, el complejo
piruvato-ferredoxina oxidorreductasa. El H difunde a través de la membrana
celular hacia el exterior. Si en el citoplasma de la bacteria hay SO disponible, el
gas es oxidado por una hidrogenasa periplasmatica, que transfiere los electrones
al interior de la célula para reducir al sulfato. En el caso de que no haya SO}
disponible, el H> es metabolizado por otras bacterias como, por ejemplo, las

metanogénicas. Ejemplos de bacterias reductoras de sulfatos son: Desulfovibrio
desulfuricans y Desulfovibrio vulgaris [22,23] (figura 2.11)

MEMBRANA

CITOPLASMA
PERIPLASMA
2 Lactato
Hidrogenasa
soluble [4H] ~
/4H2
\/
— —| 2 Piruvato
2- +
Hidrogenasa Se- /SO 4+ 8H -2CoA
periplasmatica © \
2 Acetato
HS + 4H,O
sH+ «

Figura 2.11 Ciclo del hidrégeno en las bacterias reductoras del azufre.

2.5 Trastornos gastrointestinales acompafiados de produccién
de hidrégeno

2.5.1 Intolerancia a la lactosa

Por diversas razones, que pueden ser un defecto genético, una enfermedad, el

declive fisiolégico debido a la edad, o como resultado de "ataques” especificos
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sobre la mucosa intestinal producido por ciertos farmacos o alimentos [10], tiene
lugar el proceso conocido como malabsorcion, por el que ciertos elementos de la
dieta no se absorben por completo. Casos bien conocidos de este tipo de dolencia
son: la enfermedad celiaca en el adulto, la enfermedad de Crohn, complicaciones
de la diabetes mellitus y de la pancreatitis, o las cicatrices del intestino delgado
derivadas de largas extirpaciones. Ademas, se ha demostrado en pacientes
alcoholicos que el incremento excesivo de la ingesta de alcohol puede causar
lesiones en la mucosa del intestino, disminuir la actividad de las enzimas
disacaridasas de la mucosa, asi como aumentar la secrecién intestinal de agua y
solutos y disminuir la absorcién intestinal de nutrientes. Todas estas afecciones
son causa de una disminucién en la capacidad de la pared intestinal para absorber

nutrientes [10].

Numerosos son los problemas y trastornos metabodlicos que una malabsorcién
puede provocar. De entre ellos destacan algunos muy significativos, como es la

anemia ferropénica, o importantes deficiencias de vitamina D, B2, acido f6lico, etc.

La carencia de lactasa (enzima f-galactosidasa) producida por la mucosa del
intestino delgado y responsable de la hidrdlisis de los enlaces B-1,4-galactosidico
del azticar de la leche o lactosa, hasta su conversiéon en los monosacaridos glucosa
y galactosa (figura 2.12), desencadena uno de los procesos mds comunes de
malabsorcién en el hombre: la denominada intolerancia a la lactosa, absoluta o en

diferentes grados [9].

HoOCH: HOCH: HOCH: HOCHa
Lactosa Galactosa Glucosa

Figura 2.12 Estructuras del disacérido de la leche (lactosa) y de los monosacaridos
(glucosa y galactosa), productos de su hidrdlisis por acciéon de la enzima
B-galactosidasa.

La intolerancia a la lactosa puede comenzar en diversos momentos de la vida.
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El organismo de los bebés produce esta enzima, de tal forma que éstos pueden
digerir la leche, incluyendo la leche materna. Antes de que el ser humano se
convirtiera en granjero y procesara productos lacteos, la mayoria de las personas
no continuaban consumiendo leche a lo largo de su vida, de tal manera que,
después de las primeras etapas de la infancia, cesaba la produccién de lactasa. Es
por ello que las personas pertenecientes a culturas en las que el consumo de leche
y de productos lacteos, entre los adultos, se presenté de forma mas temprana,
tienen menos probabilidades de sufrir intolerancia a la lactosa que aquellos
pertenecientes a pueblos o culturas en los que el consumo de productos lacteos
comenzd mas recientemente. Como consecuencia de lo anterior, la intolerancia a la
lactosa es mas comun en poblaciones asiaticas, africanas, afroamericanas, nativos
americanos y pueblos del Mediterrdneo, que en las poblaciones del norte y

occidente de Europa.

De forma general, la escasa o nula produccién de lactasa viene producida por
un defecto genético o por un dafio en la mucosa intestinal. Es por esto que la

intolerancia se clasifica en dos tipos:

» [ntolerancia primaria o genética: como consecuencia de la cual se produce una
pérdida progresiva de la produccién de la lactosa y, por tanto, una pérdida
gradual de la capacidad de digerir la leche. Tiene una causa genética y suele
darse, a lo largo de la vida, en ciertos grupos étnicos. Suele ser progresiva y
permanente. Las personas con esta intolerancia van notando cémo la ingesta

de leche les causa cada vez méas sintomas.

» [ntolerancia secundaria: en la que la disminucién de la produccion de lactosa
es secundaria, ya que esta inducida por un dafio intestinal temporal,
causado generalmente por una gastroenteritis virica. Es transitoria. Este tipo
de intolerancia es muy frecuente en la infancia tras un episodio de

gastroenteritis agudo.

La lactosa sin hidrolizar, imposible de ser absorbida, se acumula en el lumen
del intestino delgado y la entrada de liquido hacia la luz del mismo, por efecto
osmotico, produce el sintoma caracteristico de la diarrea. Por otro lado, la
fermentacion de este azdcar, por accién de la enzima P-galactosidasa de las
bacterias, con el consiguiente desprendimiento de gas, origina distension intestinal

y flatulencias. Para las personas con intolerancia a la lactosa, la eliminacién de la
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leche de la dieta puede causar una deficiencia de calcio, vitamina D, riboflavina y

proteinas [23].
2.5.2 Infecciones intestinales

El exceso en la produccion de hidrégeno puede ser debido, no sélo a una
intolerancia al aztcar de la leche, como se ha visto en el epigrafe anterior, sino
también a una infeccién intestinal. Como es sabido, una infeccion intestinal se
produce cuando algunos agentes infecciosos, como virus o bacterias patégenas, se
instalan y se reproducen en los intestinos y/o en el estémago, provocando
alteraciones de diversos tipos y de gravedad variable. Los sintomas mas
frecuentes en las infecciones intestinales son: diarrea, dolores abdominales,

vémitos, colicos, flatulencia abundante e incluso presencia de sangre en las heces.

Las infecciones intestinales que generan un exceso de secreciéon de hidrégeno
son causadas, fundamentalmente, por enterobacterias. Estas se trasmiten, casi
exclusivamente, por contaminacién fecal de aguas y alimentos, por lo que su
erradicacion se logra, principalmente, mediante un control sanitario adecuado. E.
coli es la enterobacteria que tradicionalmente se utiliza, junto con el Streptococcus

fecalis (bacteria del 4cido l4ctico), como indice de contaminacién fecal.

Como sabemos, la mayoria de las enterobacterias constituyen parte de la flora
anaerobia habitual del tubo digestivo del hombre, aunque son también agentes
patégenos oportunistas. Esto es, son capaces de expresar su accién patogena
cuando se encuentran disminuidas las defensas del hospedador, causando las
denominadas infecciones oportunistas (fuera o dentro del tubo digestivo).
Asimismo, tal acciéon patégena puede sobrevenir cuando existen alteraciones de
las mucosas que sirven de barrera frente a la flora comensal, en cuyo caso estas
bacterias alcanzan zonas altas del intestino en las que no son habituales. Ejemplos
de estas enterobacterias productoras de gas hidrégeno son: E. coli, Proteus y
Providencia. La existencia de microorganismos en el intestino delgado, fuera de su
habitat normal, facilita que éstos entren en contacto con los azicares de la dieta
aun sin hidrolizar. La fermentacion masiva de estos azticares provoca, ademads de
un proceso de malabsorcién en el huésped, abundante cantidad de hidrégeno que
es el responsable de las flatulencias, los colicos y la distensién intestinal. Si los

microorganismos infecciosos o sus toxinas acaban por verterse en la sangre puede
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producirse una enfermedad mas generalizada [13].

Existe también un grupo reducido de enterobacterias patogenas estrictas que,
por lo general, no forman parte de la flora intestinal pero que, sin embargo,
pueden dar lugar a alteraciones diversas, en su mayoria en el tubo digestivo
(enteritis), en huéspedes normales. Algunos ejemplos que producen hidrégeno

son la E. coli (que provoca diarrea) y Salmonella.
La toxicidad de las enterobacterias es debida a factores diversos:

e Presencia de antigenos estructurales de superficie, como el antigeno somatico
o antigeno O y el antigeno capsular o antigeno K. Este tiltimo se encuentra en

algunas cepas productoras de hidrégeno de E. coli y Salmonella.

e Produccién de bacteriocinas (proteinas que presentan propiedades tdxicas),

como ocurre con algunas cepas de E. coli.

e Presencia de una endotoxina ligada al lipido A (fraccién interna del

lipopolisacédrido de la pared celular de las bacterias Gram negativas)

e Produccién de exotoxinas enterotropas. Las enterotoxinas mas conocidas son

las de E. coli y se supone que también existen en Salmonella.

Algunas bacterias del género Clostridium, productoras de hidrégeno, como por
ejemplo Clostridium perfringens, son responsables de intoxicaciones alimentarias.
La contaminacién de los alimentos por sus esporas es dificil de evitar al estar
ampliamente distribuido en el suelo, el aire y el agua. Sin embargo, la intoxicacion
s6lo se produce tras ingerir un gran ndmero de células vegetativas vivas del
microorganismo. Una vez en el interior del tracto gastrointestinal, C. perfringens
encuentra las condiciones adecuadas de temperatura y baja presion parcial de
oxigeno, para poder proliferar. Los sintomas de la infeccién son, como en otros
productores de gas: dolor abdominal y diarrea, acompafados en algunos casos
por vomitos y raramente fiebre. Ademas, produce una enterotoxina que actda a

nivel del intestino delgado agravando el cuadro clinico.

Otro miembro del género Clostridium, no productor de hidrégeno, es el C.
botulinum, responsable de la conocida intoxicacién botulinica. La fuente mas
comun son los alimentos enlatados que no han sido calentados lo suficiente para
destruir las esporas. Esta bacteria libera una toxina, que no se inactiva por el pH

acido del estémago, que es activada por la enzima tripsina del estémago [9,22,23].
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2.6 Determinacion de hidrégeno bioldégico

2.6.1 Revision de los diferentes métodos clinicos actuales

En bioquimica clinica estdn descritos una gran variedad de métodos para detectar

la malabsorcién de azuacares. Todos ellos pueden ser clasificados en cuatro tipos

diferentes, presentando cada uno de ellos desventajas especificas.

a) En primer lugar esté la determinacién de los niveles de glucosa en sangre, tras

una dosis administrada por via oral. Este método parece presentar, como
sefialan algunos autores [24], una elevada incidencia en resultados “falsos
positivos”. Al paciente se le suministran 100 gramos de lactosa y las muestras
de sangre se toman a los 30, 60 y 120 minutos siguientes a la ingesta.
Normalmente, debe aparecer un aumento de 2mg/dl de glucosa a las 2 horas

de la ingesta de la lactosa.

b) En segundo lugar, estd el diagnoéstico clinico de la intolerancia infantil a la

lactosa, mediante la deteccidon del exceso de sustancias reducidas en las heces
[25,26]. Este es, también, un método cuestionado, puesto que la fiabilidad de

sus resultados depende estrechamente de la correcta toma de la muestra [27].

Un tercer tipo de prueba consiste en la extraccién de material de la mucosa del
intestino delgado del paciente y la posterior comprobacion, in vitro, de la
disminucion de la actividad enzimética (en el caso particular de la lactosa, de la
actividad lactésica). La biopsia del intestino delgado puede obtenerse por EGD
(eso6fagogastroduodenoscopia) u otra endoscopia del tracto gastrointestinal
superior. Para la toma de las muestras de tejido, se introduce un tubo flexible
de fibra 6ptica (endoscopio) bien a través de la boca o de la nariz, hacia el tracto
gastrointestinal superior. Las muestras obtenidas durante la endoscopia son
examinadas en el laboratorio para constatar la presencia, o no, de lactasa en la
mucosa intestinal. Esta técnica, ademads de ser altamente invasiva, no facilita,
seglin consta en la bibliografia, resultados que presenten una buena correlaciéon

con el diagnéstico clinico de la intolerancia a los azucares [28].

d) Por dltimo, hay que mencionar los métodos basados en la medida del H»

producido en la fermentacién de carbohidratos por las bacterias que habitan en

el colon. Los intentos de medir este gas en adultos, cuando dicho gas es
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eliminado por via rectal, no han dado buenos resultados ya que, generalmente,
los tubos utilizados se obstruyen y, en ocasiones, se rompen originando dafios
en la parte final del recto y dolor al paciente [29,30]. Recientemente se han
descritos métodos basados en la evaluacién de los cambios producidos en las
concentraciones de hidrégeno, o de anhidrido carbénico marcado
isotopicamente, espirados después de la ingestion de una sobredosis del
hidrato de carbono correspondiente y tras un periodo previo de ayuno
[31,32,33].

El analisis del aire espirado suministra una valiosa informacién, no sé6lo sobre
la concentracién de hidrégeno, sino también de otros productos metabdlicos de
relativo bajo peso molecular, como son, por ejemplo, acidos grasos volatiles,
cetonas, mercaptanos, sulfuro de dimetilo, aminas, y sustancias téxicas volatiles
incorporadas al organismo, tales como monéxido de carbono, o ciertos alcoholes
[31,34].

En general, en individuos sanos, la produccion de hidrégeno es pequefa. Sin
embargo, se ha puesto de manifiesto que cuando existe una malabsorcién de algin
azucar, la produccion de hidrégeno se ve incrementada. La buena correlacion que
se ha encontrado entre la velocidad de produccién de hidrégeno intestinal y la de
excrecion de este gas por via pulmonar [35,36], ha impulsado el desarrollo de este
altimo método en el diagndstico, no solamente de las alteraciones en la digestion
de algunos glacidos, sino también en la estimaciéon del grado de desarrollo de la

flora microbiana y de la medida del tiempo de transito intestinal.

De los estudios fisiologicos de Christl et al. sobre excreciéon de hidrégeno, se
deduce que la via pulmonar contribuye con un 50 % al total del hidrégeno
eliminado. Sin embargo, estos valores pueden variar en funcién de la velocidad de
excrecion. A muy bajas velocidades (menor a 50 mL/15 h) la mayor parte del
hidrégeno es eliminado a través de los pulmones, mientras que la excreciéon
pulmonar cae hasta un 15 % del total, cuando las velocidades de excrecién son
elevadas (600 mL/15 h). Los autores atribuyen esta importante declinacién de la
excrecion de H, en el aliento, a la rapida propulsion del gas a lo largo del colon
y/o a la saturacién de la absorcion de H> en el torrente circulatorio, debido a sus
elevadas concentraciones. Aunque la mayoria de los estudios hechos dan validez a

las medidas de H, espirado como una simple medida del total de este gas
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eliminado, es importante tener en cuenta que la relacién lineal entre hidrégeno
eliminado en el aliento y eliminado por el flato, se rompe durante aquellos

periodos donde la velocidad de eliminaciéon es muy baja o muy alta [29].

Debido a que la concentraciéon de hidrégeno espirado es normalmente baja (8
ppm), los primeros métodos desarrollados consistian en respirar en un sistema
cerrado, al objeto de concentrar el gas, terminando con una larga espiracién
forzada. El tiempo de muestreo podia variar entre unos minutos y varias horas,
segun la técnica. La toma de las muestras se realizaba periédicamente a partir del
sistema cerrado y la velocidad de eliminaciéon pulmonar de H; se calculaba a partir
del volumen de gas del sistema cerrado y la concentracion de H» presente en las

muestras [35].

En otros casos, el paciente expulsa el aire a través del denominado tubo de
Haldane-Priestley, o cualquiera de sus modificaciones posteriores. Basicamente,
este aparato consiste en un tubo de plastico de 120 cm de longitud y 25 mm de
diametro, en uno de cuyos extremos se coloca una boquilla, para facilitar que el
paciente expela su aire pulmonar, y en el otro una jeringuilla plastica de, al menos,
30 mL de capacidad [34]. Las muestras se recogen de la dltima porcion del aire
exhalado (que es donde se encuentra el H» alveolar) tras una espiracién forzada y

profunda del paciente, utilizando la jeringuilla.

No es recomendable el uso de esta técnica en pacientes con problemas
pulmonares, al no poder garantizar que la mezcla de gas alveolar recogida sea

representativa.

Cuando los pacientes son nifios, se utilizan dispositivos de diferentes disefos
para la recoleccion del aire. Disefios que van desde incomodas pinzas sujetas a la
nariz, hasta mascaras faciales que van firmemente sujetas a la nariz y la boca del
nifio.

Las diferentes técnicas descritas en la bibliografia para el andlisis de la
concentracion de Hy, pueden ser clasificadas en varios grupos. Las mas extendidas
son aquellas que usan un cromatégrafo de gases, constituido bien por un detector
de ionizacién de helio (DIHe) con una fuente radiactiva [31], un detector térmico
conductimétrico [34,35,37], o un sensor semiconductor que disminuye su
resistencia tras la adsorcién sobre él de gases reductores [34]. Otro grupo de

técnicas utilizan un sensor electroquimico constituido por una membrana no
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porosa, pero permeable al gas, metalizada con una fina capa de platino. Esta
membrana funciona como un electrodo de trabajo de una célula polarografica, de
la cual el gas en estudio toma o cede electrones (reduciéndose u oxidandose
respectivamente). El potencial de este electrodo se mantiene constante, respecto
del electrodo de referencia, mediante el empleo de un potenciostato en la region
de potencial donde el gas es electroquimicamente activo en el electrodo de trabajo.
La magnitud de la corriente producida por la reaccion electroquimica es
proporcional a la concentraciéon de gas (presién parcial). Cuando este dispositivo
es sensible tanto a H», como al CO: e incluso a O, la separacién de los gases, antes
de la entrada al detector, se lleva a cabo con una columna cromatogréfica. De
acuerdo con la bibliografia, estos métodos pueden ser capaces de detectar hasta
0.25 ppm de hidrégeno [38,39].

2.6.2 Método utilizado en el Hospital Universitario de Canarias

Desde enero de 1991 hasta el momento actual, la unidad de pediatria del Hospital
Universitario de Canarias (dependiente de la Unidad Departamental universitaria
de Pediatria de la Facultad de Medicina de la Universidad de La Laguna), realiza
la determinacién, en nifios, de hidrégeno en aire espirado, para el diagnéstico de
la malabsorciéon de carbohidratos (intolerancia a la lactosa), de infecciones

gastrointestinales y para valorar el tiempo de transito intestinal.

Puesto que las muestras de orina de pacientes que en un futuro vamos a
manejar serdn suministradas por esta unidad y nuestros resultados comparados
con los del hospital, parece conveniente describir aqui la metodologia seguida por

el equipo de profesionales de este Hospital.

Cuando un nifio —que presenta un “cuadro” con continuas molestias
gastrointestinales, diarreas y flatulencias— acude al hospital, el médico puede
sospechar que se encuentra ante un caso de infeccién intestinal o de una
intolerancia a la lactosa y, por tanto, solicita una determinaciéon del hidrégeno

espirado.

La correcta realizacion del Test de hidrogeno espirado exige que el paciente
siga las siguientes normas (a continuacién se transcriben, textualmente, las

instrucciones que suministra el hospital) [40]
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1. No padecer o haber padecido la semana anterior al examen, algtin proceso
respiratorio (faringoamigdalitis, bronquitis, etc.) o diarreas, ni estar sometido

a tratamiento antibidtico.

2. Haber dormido bien y estar en ayunas desde las diez de la noche del dia
anterior a la prueba. Los lactantes pueden hacer ayuno desde 8 horas antes

solamente.

3. No ingerir alcohol ni bebidas carbonatadas o gasificantes, ni comer alimentos
ricos en azucares (mermeladas, pasteles, etc.) o féculas (lentejas, garbanzos,
guisantes, judias, esparragos, col, etc.) durante los tres dias anteriores al
analisis.

4. No utilizar enemas o laxantes en los tres dias previos a la prueba.

5. El dia en el que se realiza la prueba, el paciente tras espirar aire la primera
vez, tiene que tomar en su totalidad una dosis de leche sola, sin aztcar, o una

disolucién de lactulosa, sin vomitar, ni comer nada més durante la prueba.

El objetivo del periodo de semi-ayuno al que se somete al paciente, es obtener la
mejor correlacion posible entre la cantidad de hidrégeno detectada durante la

prueba y una dosis de aziicar suministrada.

Cuando el sujeto es sospechoso de poseer una infeccién intestinal, dicha dosis
suministrada consiste en la ingestion de 250 mL de una disolucién de un aztcar
no metabolizable por el organismo (lactulosa), preparada con 0,5 mL de lactulosa
por Kg. de peso del paciente (hasta un maximo de 20 mL). Por el contrario, cuando
existen indicios de que se trata de individuos intolerantes a la lactosa, éstos
ingieren 250 mL de leche entera o, alternativamente, una disolucién de lactosa que

contenga hasta un médximo de 12 g.

La primera toma de muestra de aire espirado se realiza antes de la ingestion del
azucar, con el fin de determinar el contenido de hidrogeno basal del paciente, una
vez transcurrido el periodo de semi-ayuno. Las sucesivas muestras de aire se
recogen para intervalos de tiempo variables, segtn se trate de pacientes que hayan
ingerido lactosa (vaso de leche) o lactulosa. En el caso de la lactosa, cada media
hora durante 5 horas; en el de la lactulosa, cada 20 minutos durante las dos

primeras horas y, después, cada media hora hasta completar un total de 5 horas.

La toma de muestra se lleva a cabo con el dispositivo que se muestra en la
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figura 2.13. Después de conectar la pieza plastica en “T” a una jeringuilla pléstica
de 50 mL, el paciente exhala el aire de sus pulmones soplando por el orificio (a). El
primer 75 % de su capacidad de espiracién sale a la atmoésfera a través de dicha
pieza por el orificio (b). Durante el dltimo 25 %, quien realiza la toma de la
muestra, bloquea la salida a la atmésfera (b) y al mismo tiempo permite
lentamente que el aire entre en la jeringuilla (hasta que el nifio enrojece por el

esfuerzo) [41].

El mismo procedimiento se realiza durante las cinco horas siguientes, debiendo
permanecer el nifio y su acompafante (generalmente uno de los padres) en la sala
de espera del hospital y, evidentemente, sin que el nifio ingiera ningtn tipo de

alimento durante ese tiempo.

Figura 2.13 Dispositivo utilizado en el Hospital Universitario de Canarias, para la
toma de muestra del aire espirado.
(1) Jeringuilla plastica de 50 mL
(2) Pieza plastica en “T”
(a) Orificio de entrada del aire exhalado
(b) Orificio de salida a la atmésfera del aire exhalado

Cuando el paciente es un bebé, el proceso es mas complicado puesto que se
lleva a cabo utilizando una mascarilla, que engloba la nariz y la boca del bebé,
conectada a una vélvula de inspiracién-espiracion. Se espera, con la mascara
colocada, un minuto aproximadamente para que el nifio se tranquilice lo méximo
posible y cuando éste ha respirado con normalidad, al menos durante 30 seg.,

aproximadamente, se realiza la toma de la muestra.

Tras la toma de la muestra de aire, la pieza en “T” (que debe ser esterilizada
antes de ser usada con un nuevo paciente) se separa de la jeringuilla y el contenido

de esta ultima se inyecta lentamente en el instrumento de medida.
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El equipo de medida utilizado por la unidad de pediatria de este hospital, estd
constituido por una célula electroquimica de tres electrodos (figura 2.14). El
electrodo de trabajo, ¢, es una membrana de PTFE recubierta de Pt pulverizado; el
de referencia, uno de Hg/HgSO, y el contra-electrodo, a, es de Pb/PbO. Como
electrolito utiliza una disolucién de HoSO4 0.1 N. El hidrégeno procedente de la
muestra a analizar, solubilizado en el acido sulftrico, se adsorbe sobre el platino
que recubre la membrana y se oxida. Por su parte, el 6xido de plomo se reduce,
depositandose plomo metélico en el contra-electrodo. Las reacciones que tienen

lugar en la célula electroquimica son las siguientes:

H, —52H" + 2" (anodo)
H,O+PbO +2e” — Pb+20H" (catodo)

Para mantener constante el potencial entre el electrodo de trabajo y el de
referencia, la unidad se conecta a un potenciostato. La sefial de corriente que
circula entre el electrodo de trabajo y el contra-electrodo es amplificada,
convertida en voltaje y posteriormente transformada en partes por millon de

hidrégeno v/v.

Figura 214 Despiece de la célula electroquimica utilizada en el Hospital
Universitario de Canarias, para medir la concentracién de hidrégeno en muestras
de aire espirado.

(@) Contraelectrodo (electrodo auxiliar)

(b) Cuerpo principal del sensor

(c) Electrodo de trabajo

(d) Placa donde se monta el electrodo de
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La célula electroquimica se mantiene termostatada para evitar las variaciones
en las lecturas provocadas por las fluctuaciones de temperatura. El aparato posee
dos intervalos de medida: uno para el rango de concentraciones de 0 a 50 ppm y el
otro de 0 a 250 ppm, debiendo ser calibrado mediante la inyeccién de una muestra
de 20 mL de gas estandarizado. El rango de temperatura de trabajo estd
comprendido entre 15 y 30 °C y la vida operativa promedio de su electrodo de

trabajo es de 12 meses.

Las medidas del hospital revelan que la ingestion de la dosis de leche, tras un
periodo previo de semi-ayuno, produce un incremento de las ppm de hidrégeno en
el aire espirado, a partir de las 2 horas de la ingesta. Este incremento se debe a la
fermentacion bacteriana sobre aquella porcion de lactosa no absorbida
previamente en el intestino delgado. Para un individuo sano, este incremento es
pequefio no superando, generalmente, las 20 ppm de hidrégeno (figura 2.15 a).
Cuando el individuo presenta intolerancia a la lactosa, esta cantidad aumenta de
manera proporcional al grado de intolerancia, pudiendo llegar a alcanzar hasta
250 ppm (figura 2.15 b). Evidentemente, si el nivel de la enzima lactasa en el
intestino delgado es bajo, una mayor cantidad de aztcar sin hidrolizar alcanzara el
intestino grueso y sera fermentada por su flora, produciendo una cantidad de

hidrégeno en el aliento que sera superior a 20 ppm [25].

Cuando se administra un azdcar no metabolizable por el organismo, como es
por ejemplo la lactulosa, a partir de las dos horas desde la ingesta se produce un
aumento de hidrégeno que sera proporcional a la cantidad de aztcar ingerido y a
las caracteristicas particulares de la poblacién bacteriana del individuo (figura 2.15
). En el caso en que exista una invasién del intestino delgado por parte de las
bacterias del colon, el tiempo que tardan los microorganismos en disponer del
azucar es menor y dicho aumento de la concentracién de hidrégeno se observa

antes de que se cumplan las dos horas tras la ingesta (figura 2.15 d)
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ppm H; v/v,
E 2.15 a) Evoluciéon temporal de
: los niveles de hidrégeno en el
20 ppm i aire espirado de sujetos
! =~ sanos, tras ingerir 250 mL de
v S N leche entera
v N,
Intestino 2h Intestino T (h)
Delgado Grueso
ppm H, v/v
| ~
! / \ 2.15 b) Evolucién temporal
4 \ de los niveles de hidrégeno
20 ppm i / en el aire espirado de
! \ pacientes con intolerancia a la
| / \ lactosa, tras ingerir 250 mL de
_____ :/ \ leche entera
Intestino  2h Intestino T (h)
Delgado Grueso

Estos resultados permiten diferenciar, no sélo una persona sana de una
posiblemente enferma, sino también distinguir entre los trastornos
gastrointestinales debidos a una intolerancia a la lactosa y a una infeccion

intestinal.
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ppm H; v/v

E 2.15 c) Evolucién temporal de
| N los niveles de hidrégeno en el
20 ppm : ,//4 :\:\ aire espirado de sujetos sanos,
! /// - \\\ después de ingerir 250 mL de
_____ y \\ disolucién de lactulosa
Intestino 2h Intestino T (h)
Delgado Grueso
ppm H, v/v .
- —E- ~ 2.15 d) Evolucién temporal de
YOS N los niveles de hidrégeno en el
20 ppm V4 = — \\, aire espirado de pacientes con
/// ~ : ~ \Q. infeccion intestinal, después
Y | \ de la ingestion de 250 mL de
/) i N disolucién de lactulosa
Intestino 2h Intestino T (h)
Delgado Grueso

2.7 Determinacion de hidrégeno biolégico en orina. Una
propuesta alternativa

Se sabe que el hidrégeno producido en el intestino difunde a la sangre capilar de
sus mucosas y, por el torrente circulatorio, es transportado hasta los pulmones.
Una vez alli, entra a formar parte del aire alveolar y es, en ultimo término,

excretado a través del aire espirado [31].

La propuesta novedosa del presente trabajo, se fundamenta en la idea de que
este hidrégeno debe llegar también, via torrente sanguineo, a los rifiones y por
tanto ser eliminado por via renal, abriendo la posibilidad de ser cuantificado en la

orina. La cantidad de hidrégeno gaseoso disuelto, en ese caso, depende

53



Fundamento tedrico

fundamentalmente de la solubilidad de dicho gas en la orina, a la temperatura
corporal y a la presién de una atmoésfera, dato que actualmente no estd disponible

en la literatura cientifica.

Los métodos existentes basados en la determinaciéon de H» en el aire espirado,
estan limitados fundamentalmente por el protocolo de la toma de muestras. En
primer lugar, este andlisis obliga a realizar espiraciones profundas, con objeto de
vaciar casi completamente los pulmones, puesto que el hidrégeno se encuentra en
el altimo tercio de éstos. Es comprensible por lo tanto, que cuando los pacientes
son nifios de corta edad, la toma de muestra sea poco fiable, debido a la dificultad
de que éstos realicen las espiraciones correctamente y, por supuesto, imposible de
llevar a cabo cuando se trata de bebés. Son precisamente estos tltimos, junto con
los nifios pequefios, los individuos més propensos a las infecciones intestinales y a
los que, por otra parte, urge detectar una posible intolerancia a la lactosa, ya que

su dieta es abundante en leche.

En el caso de los bebés, cuando la toma de muestras se lleva a cabo utilizando
una mascarilla que engloba la nariz y la boca, el bebé, molesto, trata de liberarse y
al verse impedido llora, con lo que la mascarilla se llena de babas y mucosidades

nasales, haciendo poco fiable la muestra recolectada.

Asimismo, tal y como se ha visto en el apartado anterior, el protocolo utilizado
actualmente en el hospital es largo, obligando al paciente y a sus familiares,
cuando se trata de nifios o bebés, a permanecer en las instalaciones hospitalarias
durante varias horas, impidiendo que el menor asista al colegio, al tiempo que

hace perder un dia de trabajo a su acompanante, generalmente uno de sus padres.

Recientemente, Podestd y colbs. [42] han manejado una membrana electrolitica
polimérica, recubierta metalicamente, para la deteccién cuantitativa de hidrégeno
biolégico producido por bacterias. La idea para el presente trabajo es utilizar este

sensor electroquimico para cuantificar dicho gas en la orina.

Los objetivos que la presente Tesis pretende alcanzar pueden resumirse en los

siguientes:

a) Realizar la calibracion de estos sensores electroquimicos, asi como la
determinacion de las condiciones bajo las cuales su respuesta es 6ptima. Para

ello se emplearan disoluciones acuosas patron de hidrogeno gas.
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b) Obtener la confirmacién de que el hidrégeno es efectivamente excretado, via
renal, disuelto en la orina, tal como parecen indicar algunos trabajos previos

de nuestro grupo de investigacion [43].

c) Comprobar que la cantidad de gas eliminado por esta via es suficientemente
significativa como para que ésta pueda ser utilizada en el anélisis de las

patologias gastrointestinales que cursan con produccién de Ho.

Una vez evidenciadas cada una de las anteriores premisas, se estaria en la
disposicion de acometer nuevos objetivos para esta linea de investigacion. Entre
ellos esta, en primer lugar, elaborar un protocolo y un método de anélisis del
hidrégeno eliminado (basados en un proceso completamente natural como es la
miccion) que resulten alternativos a los métodos tradicionales basados en el aire
espirado. La propuesta que aqui se realiza no solamente debera simplificar,
significativamente, el procedimiento actual sino, ademads, acortar el largo tiempo
que los individuos deben permanecer en las instalaciones médicas durante las
pruebas clinicas, con el consiguiente ahorro social de tiempo y de dinero. En
segundo lugar, intentard comprobar que el nuevo método, también, es capaz de
diferenciar entre las dos patologias que cursan con un aumento de la cantidad de

H> detectado: la intolerancia a la lactosa y las infecciones gastrointestinales.

Un proyecto ain mas ambicioso que, en principio, sobrepasa los objetivos de
esta Tesis Doctoral, llevaria a albergar la posibilidad de que la determinacion de
H> en orina pudiese llegar a constituir, en un futuro préximo, un anélisis extra-
hospitalario (como ocurre actualmente con diferentes tests tales como los de

embarazo o de azticar en sangre)

2.8 Sensores Soélidos de Gases

Hoy en dia, el campo de los sensores es muy amplio. Incluye desde aquellos que
reaccionan ante cambios en las propiedades fisicas (temperatura, humedad,
radiacion); los llamados biosensores, que detectan moléculas bioldégicas tales como
enzimas, antibiéticos y farmacos, entre otras, y los sensores quimicos, que
reaccionan ante la presencia de gases. Un importante grupo de estos tltimos, estan

basados en principios electroquimicos.

En la actualidad, el progreso en este campo esté dirigido hacia el desarrollo de
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sensores soOlidos, esto es, de aquellos que no contienen una fase liquida
macroscopica. Esto se debe, principalmente, al hecho de que los sensores con
electrolitos liquidos son usualmente algo voluminosos y, ademas, suelen tener
pérdidas de electrélito, por goteo o por filtracién, provocando la corrosiéon de
algunas partes del aparato, lo que limita su tiempo de vida y afecta a sus

funciones.

Un sensor electroquimico simple consiste en un electrodo sensor (catodo) y un
electrodo contador (4nodo) separados por una delgada capa de electrolito. El gas
que se pone en contacto con el sensor, reacciona en la superficie del electrodo

sensor oxidandose o reduciéndose.

Entre los electrodos de gases podemos encontrar electrodos de funcionamiento
potenciométrico, que son aquellos que dan origen a la aparicién de una f.e.m, y
electrodos de funcionamiento amperométrico (tres electrodos, siendo el indicador
siempre constante) en los que se genera una corriente eléctrica. En ambos casos, la

magnitud eléctrica medida es proporcional a la concentracién del gas.

No todos los sensores electroquimicos tienen las mismas caracteristicas en
cuanto a comportamiento y fiabilidad. Entre las esenciales estd que siempre ha de
ser selectivo para un gas determinado. En la actualidad se encuentran
comercializados sensores electroquimicos validos para medir, en un rango de
pocas ppm, gases tales como hidrégeno, diéxido de carbono, didxido de

nitrégeno, cloruro, sulfito de hidrégeno, diéxido de sulfuro [44].

Su utilizacién se ha limitado por el momento, al control de procesos. Su vida
media suele oscilar entre uno y tres afios (para algunos, los fabricantes facilitan
una especificacion de dosis de exposicién al gas —como el sensor de ammonia de
5.000 ppm/hora— o temporal —un nimero de horas, si el sensor estd expuesto

constantemente —.

2.8.1 Sensores de electrélito sélido polimérico

Existen varias formas para la preparacion de un sensor electroquimico de estado
solido, una de las més importantes esta basada en la sustituciéon del electrélito

liquido por un “electrolito polimérico solido” (spe.)
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En este tipo de sensores el electrodo de trabajo esta colocado directamente en la
superficie del electrdlito o en intimo contacto con éste. El spe. proporciona una
conexion electrolitica entre el electrodo de trabajo y los otros electrodos de la
célula electroquimica (electrodo de referencia y contra-electrodo). El electrodo de
trabajo puede estar en contacto directo con la muestra sin ninguna barrera de
difusién interpuesta adicional (membrana). El transporte de la sustancia
electroactiva hacia el electrodo es réapida, lo cual refleja unas favorables
propiedades dindmicas y estaticas del sensor (respuesta cuantiosa y rdpida). Los
sensores construidos a partir de un electrolito polimérico sélido permiten detectar
sustancias en fase gaseosa, lo cual es considerado como la mayor contribuciéon de

estos sensores para la quimica electroanalitica.

La reaccion electroquimica del sensor y, en consecuencia, la generacién de la
corriente eléctrica en un circuito amperométrico o del potencial en un circuito
potenciométrico, ocurre en la fase limite; es decir, donde el medio, el electrodo de
trabajo y el polimero estdn simultineamente en contacto. De este modo, las
propiedades de esta interfase ejerceran una influencia decisiva en la respuesta del
sensor. Dichas propiedades dependen de la clase de polimero, de su estado fisico-
quimico y de las caracteristicas del electrodo de trabajo (tipo de material,

geometria, pre-tratamiento, conexioén eléctrica) [44,45].

En la actualidad, el spe. mas utilizado en sensores electroquimicos es un
copolimero de poly (tetrafluoretileno) con poly (sulphonylfluoride vinyl eter),
manufacturado por DuPont y conocido con el nombre comercial de Nafion. Este es
un intercambiador catiénico que contiene grupos sulfo-hidrofilicos firmemente

unidos a la columna vertebral de hidrocarbono, cuyas cargas estdn compensadas

por los contraiones (H"). El contraién esta relacionado con la disociacién del agua
presente en la estructura del polimero y es la causa de la conductividad iénica del
polimero. El agua requiere estar unida, en la capa de hidratacién, a los iones

presentes y asi el polimero es un s6lido que contiene fase liquida no macroscépica.

Las dimensiones geométricas de una membrana Nafion y sus propiedades
eléctricas, principalmente su conductividad, dependen en gran medida de la
cantidad de agua que contenga el polimero. El contenido maximo de agua se
corresponde con 22 moléculas de agua por cada grupo sulfo del polimero y esto se

logra hirviendo la membrana en agua. No obstante, este nimero disminuye hasta
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14 moléculas cuando el polimero solo se pone en contacto con la fase gaseosa
saturada del vapor de agua. El contenido de agua de la membrana, varia cuando
lo hace la humedad del medio circundante. Por tanto, la respuesta de la Nafion del

sensor en la fase gaseosa depende de la humedad relativa del medio.

La membrana polimérica es permeable a cationes y compuestos polares, siendo
su tamafio y propiedades eléctricas las que determinan su paso a través del
polimero. Sin embargo, es practicamente impermeable a aniones y especies no
polares. El transporte, a través de la membrana, de los compuestos permeables, se
produce como consecuencia de la existencia de diferencias de concentracion, de un

potencial eléctrico y de presion hidrostatica [46,47].

a) Métodos de preparacion de los spe. y sus caracteristicas

Previo a la construccion del electrodo, la membrana Nafion se somete a uno de los
siguientes tratamientos de limpieza: lavado con etanol, hervido en acido nitrico o
perclérico, o abrasiéon mecénica. Para la elaboraciéon de un sensor que emplee un
spe. como base, hay que depositar sobre la membrana una fina capa de material
del electrodo. Entre los materiales mds comtinmente empleados se encuentran:
platino (Pt), paladio (Pd), oro (Au), plata (Ag) y cadmio (Cd). A continuacién se

relacionan algunos de los mecanismos mas utilizados para esta deposicion.

1. Platinado al vacio: Este procedimiento permite obtener electrodos de diferentes
morfologias superficiales sobre el spe. Sin embargo, es necesario destacar que
estos electrodos tienen poca estabilidad mecédnica y son muy sensibles a las
variaciones en la humedad relativa del medio, ya que al cambiar ésta se alteran
las dimensiones de la membrana y el depdsito metélico puede deteriorarse. La
evaporacion al vacio (sputtering) es uno de los métodos mas empleados para
preparar sensores planos sobre una superficie inerte (cristal, ceramica). Estos
electrodos, denominados electrodos producidos “fotolitograficamente”
pueden ser preparados también mediante la técnica de “screen-printing”. Para
mejorar la adhesion del metal al soporte, se procede a la previa formacion de

un intermediario de capa bifuncional (“silanization”)

2. Deposicion quimica del metal desde una disolucién: En este método se coloca, sobre

la membrana, una disolucién acuosa conteniendo iones del metal a depositar
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(sales de platino, oro, etc) y, a continuacién, se le adiciona una cierta cantidad
de una disolucién reductora adecuada (p. ej.,, NaBHs en NaOH). De ese modo

el metal se reduce y queda depositado sobre la membrana polimérica.

3. Meétodo de impregnacion: Un electrodo, de un material indicado y una forma
determinada (p. €j. una fina malla metélica) puede adherirse a la superficie de
la membrana polimérica, si la temperatura es lo suficientemente elevada. Para
facilitar el contacto entre el metal y la membrana, el electrodo puede
sumergirse en una disoluciéon que contenga el electrélito; al evaporarse el
disolvente, el metal del electrodo queda adherido a la membrana. Asimismo,
el electrodo puede también prepararse impregnando la superficie de la
membrana con un metal, o con una mezcla de metales, pulverizados (p. €j., Pt,
Pd, Cu)

También han sido descritos otros métodos de preparaciéon, de reducida
aplicabilidad practica. Asi, por ejemplo, se ha descrito la preparacion de electrodos
de grafito “pintados”, a partir de una suspensién coloidal, sobre la propia

membrana polimérica [47].

b) Principales disefios y sus aplicaciones

La mayor parte de los sensores suelen ser de funcionamiento amperométrico, esto
es, el potencial del electrodo de trabajo se mantiene constante por el uso de un
potenciostato. En ocasiones, los sensores de estado sélido son utilizados como
células galvanicas en las que el potencial entre el electrodo de trabajo y el contra-
electrodo viene controlado por la reaccion electroquimica que tiene lugar (sensores
de funcionamiento potenciostdtico). En ambos casos (amperométricos y
potenciométricos) la corriente que se establece entre el electrodo de trabajo y el

contra-electrodo se corresponde con la concentracion del analito.

Como se indic6 con anterioridad, los sensores de base polimérica suelen utilizar
membranas Nafion, cuyo funcionamiento estd basado en la conductividad del
proton (ciclo del protén H¥). Por lo general, estos sensores se utilizan con analitos
cuya reaccién electroquimica involucre protones, bien en los reactivos o en los
productos (los sensores de gases son un ejemplo tipico tabla 2.4). Durante la

reduccién o la oxidacién del analito, los electrones viajan a través de un conductor
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externo mientras que los protones son transportados a través del polimero.

Tabla 2.4. Gases detectados por sensores de estado sélido de electrdlitos

poliméricos.
Gas Reaccién Electrodo indicador
H> H> 2H* +2e
CcO CO + H.O ——CO,+2H*+2e
S50, SO, + 2H,0 —— SO +4H*+2¢
0] O2 +4H*+4e 2H,0
NO; NO; + 2H*+2¢ NO+2H,0

La gran variedad de sensores de base polimérica existentes puede clasificarse
en dos grandes grupos: el primero de ellos incluye a aquellos sensores que
contienen una fase liquida y el segundo, los sensores de estado sélido. Estos
ultimos pueden, a su vez, dividirse en: sensores en volumen (en los cuales el

electrodo esta dispuesto en la superficie del polimero) y sensores planos.
Sensores de fase liquida:

De forma general, en estos sensores una de las caras de la membrana esta en
contacto directo con el espacio donde se produce la deteccién y en contacto
eléctrico con el electrodo de trabajo. La otra cara estd en contacto con la disolucién
del electrolito, que en algunos casos podria ser agua con el tnico fin de que la
citada membrana permanezca humedecida. El electrodo de referencia y el contra-
electrodo estdn sumergidos en dicha disolucién (estos sensores son utilizados para

detectar sustancias liquidas o gaseosas)
Sensores de estado sélido:

Este tipo de sensores es muy utilizado para la detecciéon de gases. El sensor méas
simple de los de este tipo es una célula galvanica, donde el electrodo de trabajo
estd expuesto al gas (muestra) y el contra-electrodo esta colocado en el medio de
referencia. El analito es oxidado o reducido sobre el electrodo de trabajo y los
electrones involucrados en la reacciéon electroquimica son consumidos en la
reacciéon que ocurre en el contra-electrodo. Por tal motivo, el medio de referencia

debe incluir un componente electro-activo adecuado. Este componente puede ser

60



generado, algunas veces, en una célula electroquimica auxiliar que forme parte del
sensor; por ejemplo, se puede generar hidrégeno por la electrélisis del agua, como
componente activo, cuando se detecta oxigeno. Los electrodos de base platino son

los mas utilizados en estos sensores por su alta actividad catalitica.

La necesidad de contar con un medio de referencia supone una dificultad para
el uso de los sensores galvénicos. A veces es posible solucionar este problema con
una adecuada seleccién del electrodo de trabajo y del contra-electrodo. Asi, en la
deteccién de bajas concentraciones de hidrégeno en aire, el electrodo de trabajo de
platino adopta un potencial mixto debido a dos acontecimientos simultaneos: la
oxidacion del hidrégeno, controlada por la difusion del gas hacia la superficie del
electrodo, y la reduccién del oxigeno, controlada por la cinética del proceso
electroquimico [50]. Se ha demostrado que este potencial mixto depende del &rea
geométrica de la superficie del electrodo de platino, esto es, de su mayor o menor
rugosidad (caracterizada por el factor de rugosidad, RF). El pardmetro
fundamental del comportamiento del electrodo es la relacién entre la velocidad de
reduccién del oxigeno y el transporte de hidrégeno a través de las caras
adyacentes a la superficie del electrodo, el cual puede ser controlado mediante el
factor de rugosidad. Cuanto mas pequefia sea esta relacién, mayor serd la
sensibilidad del electrodo a los cambios de concentraciéon del hidrégeno. Por lo
que, electrodos de diferentes factores de rugosidad arrojaran diferentes valores de

potencial para una misma muestra.

Teniendo en cuenta esto ultimo, es posible afirmar que para la detecciéon de
hidrégeno en aire, serd necesario un sensor con un electrodo de trabajo de bajo RF
(oxidacion del hidrégeno) y con un contra-electrodo con un alto valor de RF.
Ambos electrodos han de estar expuestos al gas, por lo que no se requerird de un
medio de referencia. La diferencia de potencial entre ambos electrodos puede ser
utilizada bien en la determinacién potenciométrica o bien en la amperométrica, de

hidrégeno en aire.

De los diferentes polimeros Nafion que se comercializan y que pueden ser
usados para este fin, se pueden mencionar las series 900 y 2000. Estas estan
reforzadas con un polimero sulfénico de baja resistencia (cara aniénica) y con un

polimero carboxilico de alta selectividad al transporte de iones (cara catiénica)

Dado que los cambios ocurridos en las propiedades del spe. como consecuencia
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de la variacion del contenido de agua en el polimero, causan una dependencia no
deseada de la respuesta del sensor con los valores de humedad relativa del medio,
este efecto puede ser utilizado para determinar valores de la humedad relativa del
aire. Asi, por ejemplo, se puede emplear un sensor amperométrico que contenga
una membrana Nafion para poner en contacto ambos electrodos; en ese caso, la

corriente eléctrica generada es proporcional a la humedad relativa del aire.

Por otra parte, el hecho de que la membrana Nafion sea permeable a los
protones, pero una barrera eficiente para el transporte de aniones, permite su
empleo en la construcciéon de un sensor sélido de pH, con un electrodo de trabajo
de diéxido de iridio y uno de Ag/AgCl como electrodo de referencia. El paso de

los aniones hacia el catodo viene impedido por la membrana Nafion [44,46,48].

2.9 Pilas de Combustible

Una pila de combustible es un dispositivo electroquimico que, mediante una
reaccion de combustién, convierte la energia quimica almacenada en unos
reactivos (combustible y oxigeno) en energia eléctrica, de forma continua y con

una alta eficiencia.

La principal caracteristica de una pila de combustible es que el aporte de los
reactivos se realiza desde el exterior en forma continua, por lo que ésta funciona

mientras se mantenga la alimentacion del combustible y del oxigeno.

En las pilas de combustible suele emplearse oxigeno puro o formando parte del
aire, siendo el hidrégeno el combustible mas utilizado, ya que permite obtener

valores altos de densidad de corriente [49].

Al ser los reactivos gases, los electrodos de la pila de combustible deben ser
porosos para facilitar la difusiéon del gas correspondiente y dar una mayor area
electroquimica que facilite las reacciones. Ambos electrodos: el anodo, donde el
combustible se oxida, y el catodo, donde el oxigeno se reduce, se encuentran
separados por un electrélito conductor cuya naturaleza sirve de base para la
clasificacion de estas pilas de combustible. Los electrodos estdn conectados
eléctricamente por medio de un circuito externo de transporte de la corriente (flujo

de electrones) mientras que en el electrélito la carga es transportada por el flujo de

iones. En electrélitos 4cidos, el transportador mayoritario es el protén (H') y en los
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electrolitos alcalinos, el ion hidroxilo (OH))

Cuando se emplea hidrégeno como combustible, puesto que el oxidante es
oxigeno, las reacciones que tienen lugar en la pila, con un electrélito alcalino, a

una temperatura dada, son las siguientes:

2H, (g)+40H (aq) > 4H,0(l)+4¢ (anodo)
O,(g)+2H,0(l)+4e” —»40H (aq) (catodo)

siendo la reaccién global:

2H, (g) + O, (g) > 2H,0())

reaccion que es equivalente a la combustion isotérmica del H» a la temperatura a la
que funciona la pila. La alta eficiencia de las pilas de combustible es debida a que

éstas son esencialmente elementos galvanicos isotérmicos.

2.10 Ecuacion de Nernst

Como se ha mencionado con anterioridad, en una pila de combustible tiene lugar
una reaccion electroquimica a consecuencia de la cual se obtiene energia eléctrica.
El trabajo eléctrico producido por su funcionamiento es el derivado de la f.e.m.
generada, que origina un desplazamiento de los electrones por el circuito eléctrico
externo, bajo la influencia de una d.d.p. Dicho trabajo serd méximo cuando la

f.eem. de la pila corresponda a la del equilibrio, E,. Es decir, la f.e.m. que

alcanzaria la pila en ausencia de paso de corriente a su través, cuando su proceso

electroquimico transcurre de forma reversible.

De acuerdo con la termodindmica, Aa se identifica con el trabajo total
desarrollado por un mol de iones del sistema, distinto del trabajo de expansién de

dicho sistema. Por tanto se tendra:

AG = —qE, = -nFE, (2-1)

siendo q la carga eléctrica desplazada como consecuencia del movimiento de los
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iones, los cuales llevan asociada una carga n. Esta ecuaciéon (2-1) expresa la
equivalencia entre un pardmetro termodindmico, tan importante como es el

cambio en la energia de Gibbs, y el potencial de equilibrio de la pila, E,. Dicho

cambio en la energia de Gibbs estd relacionado, a su vez, con el estado
termodinamico de las sustancias participantes en la reacciéon redox, a través del

potencial quimico de éstas (2-2), por lo que se puede escribir:
AG = (z Vpllp — Zv;u; )+ (z vpRT Ina, — ZVRRT Inay) (2-2)
P R P R

lo que es equivalente a:

AG = AG *+RT In (H 2 )P (2-3)
) [T="),

“_rm

siendo AG* la variacién de energia de Gibbs estandar de la reacciéon redox y “a
la actividad de cada uno de los intervinientes en la reaccién redox. Combinando

las ecuaciones (2-1) y (2-3) se obtiene que el valor del potencial de la pila es:

B, =E- XLy (Hav)l’ (2-4)

expresion que es conocida como la Ecuacién de Nernst y que permite obtener la

f.e.m. de equilibrio de una pila (para I=0), cualesquiera que sean las actividades de
reactivos y productos en el proceso redox. La constante E) representa la f.e.m.

normal de equilibrio de la pila, esto es, cuando todas las actividades de reactivos y

productos son la unidad. Dicho parametro depende tinicamente de la temperatura
y de la escala de actividades que se elija. E,y EJ vienen expresadas en voltios

[50].
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2.11 Termodinamica de las disoluciones de gases en liquidos

2.11.1 Disolucion ideal y disolucion diluida ideal

En el estudio fisicoquimico de los sistemas es importante establecer, como
referencia, un estado ideal para el que las leyes que lo rijan sean altamente
sencillas. En el caso de las disoluciones, dicho estado de referencia es la disolucion
i

ideal, que se define como aquella disolucién en la que todos sus componentes

son volatiles y cumplen, en todo el intervalo de concentraciones, la ley de Raoult

P = Xip: (2-5)

7534

siendo p; y p;, respectivamente, la presion parcial del componente “i” en el

vapor, en equilibrio con la disolucién a una cierta temperatura T y a la fraccion

"y
1

molar X;, y la presiéon de vapor de dicho componente “i” cuando éste se encuentra

puro en el liquido (x; =1), a la misma temperatura, T, de la disolucién. La figura

2.16 ilustra el caso para una disolucién binaria (disolvente mds un soluto)

Teniendo en cuenta la ecuacion (2-5) se obtiene para el potencial quimico de

cada componente en dicha disolucion ideal, la siguiente expresion:
# =1 (T,p)+RTInx, (2:6)

que establece una dependencia lineal entre el potencial quimico, p;, y Inx;. En

"y

esta expresion, 11, (T,p) es el potencial quimico del componente “i” puro, que es

una funcién de la temperatura y la presion. Las ecuaciones (2-5) y (2-6)
representan un comportamiento limite de las disoluciones y se toman como base

para la definicion de disolucion ideal.

El concepto rigido de disolucion ideal, donde cada constituyente debe obedecer
la ley de Raoult en el intervalo total de composicion, se flexibiliza para dar paso al
de disolucion diluida ideal, en donde la ley de Raoult se cumple solo para el

o

disolvente “i”, cuando éste estd presente en el medio en gran proporcién

"2y

(disolucion muy diluida), mientras que para el soluto (o solutos) “j” es aplicable,
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en dicha zona muy diluida, la ley de Henry, que obedece a la ecuacién lineal:
p; = K, (2-7)

en donde la constante de proporcionalidad K;, que recibe el nombre de constante

de la ley de Henry, depende de la naturaleza del componente “j” considerado. La

figura 2.16 ilustra esta situacion para el caso para una disolucion binaria.

1
)
0.

. Ley de Henry ,\\\

o
o

p/mmkg
S
=

Figura 2.16
Presiones de vapor de los ] S \
componentes “i” y “j” sobre la ’,' e ™ .
disoluciéon  (lineas de trazo J L

continuo), junto con los valores / ,f’;\)
que corresponderian a estas .~ .
presiones de vapor de acuerdo a
las leyes de Henry y de Raoult

(lineas de trazo discontinuo)

ey de Raoult\:;\ \

0 Xi 1

A partir de esta ecuacién (2-7), el potencial quimico que presenta el soluto “j”

en la disolucion diluida ideal, se puede obtener que vendra dado por:
p, =p;(T,p)+RTInx, (2-8)

donde p;(T,p) seria el potencial quimico hipotético que el soluto “;” tendria en
estado puro, esto es, cuando x; =1, si se cumpliese la ley de Henry en dicha
situacién (x; = 1). El valor de este hipotético potencial quimico estandar unitario

depende de la temperatura y de la presién, pero no de la concentracién. Su valor
corresponderia al que se calcularia en el punto de interseccion de la linea de Henry

con el eje x; =1 de la figura 2.13; en dicho punto, la presién de vapor del
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componente “j” valdria K.

La Ley de Henry también puede expresarse en funcién de otras unidades de
concentraciéon. Ya que la aplicabilidad de la ecuacién (2-7) esta restringida a las

disoluciones muy diluidas, la fraccion molar, para n; y n; moles de disolvente y

soluto, respectivamente, puede aproximarse segtn:

X
Q

=] ‘_5
—~
>
Ne)
N

y, por tanto, la ley de Henry puede expresarse como:

P =K[" m, e

"

donde m; es la molalidad de “j”y Kgm), constante de la ley de Henry en la escala
de molalidad, tendria un valor diferente al de K;. La aproximacion que supone el

empleo de las ecuaciones (2-9) y (2-10) es tanto mejor cuanto mas diluida sea la

disolucioén a la que ésta se aplique.

A partir de la ecuaciéon (2-10) el potencial quimico para una disolucién diluida

ideal puede expresarse en la forma:
p, =1 (T,p)+RTInm, (2-11)
siendo }1] (T,p) el valor hipotético del potencial quimico estandar unitario de “j”

cuando m; =1, si se cumpliese la ecuacién (2-10) para dicha molalidad unidad.

Este hipotético potencial quimico estdndar unitario es, también, funcién de la

temperatura y de la presioén, pero no de la concentracién.

Los valores de ambos potenciales quimicos estdndar unitarios hipotéticos son
diferentes entre si, pero puede obtenerse facilmente que la relacién entre ellos

viene dada por la expresion:
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B, =p; +RT ln(lOO(E) j (2-12)

donde M, es la masa molecular del disolvente.

Las disoluciones de gases en liquidos siempre exhiben un comportamiento de
disoluciones diluidas ideales, ya que su solubilidad es baja y, en ocasiones, muy baja.
No obstante, es importante sefialar que cuando el gas reacciona con el disolvente,
la disolucién resultante no cumple la ley de Henry puesto que, en ese caso, la
solubilidad del gas en el disolvente aumenta de manera muy importante. Esto
ocurre con gases tales como NH;, HCl, CO; al disolverse en agua, ya que tienen

lugar las siguientes reacciones:

NH, +H,O0 - NH, + OH"
HCl+H,0 ->H, 0" +CI’
CO, +H,0 >H,0" +HCO;

En tales situaciones, la ley de Henry seria aplicable, tnicamente, para las especies

moleculares.

A la misma razén obedece la gran solubilidad del O, y CO; en la sangre, muy
superior a la que tienen en el agua, debido a su reaccién con la hemoglobina para

formar oxihemoglobina y carboxihemoglobina, respectivamente

Por el contrario, la presencia de electrdlitos en la disolucién, cuando se trata de
disolventes polares, provoca una disminucién de la solubilidad del gas, lo que
conduce a que éste se libere de la disolucién, por la interaccién que tiene lugar
entre los iones y los dipolos del disolvente, que origina una disminucion de la

cantidad de disolvente “libre” en la disolucién [50,51].

2.11.2 Disoluciones de gases en liquidos
Como se observa en la figura 2.17, gases como el Nitrégeno, el Helio y el

Hidrégeno (éste altimo, inclusive, a presiones elevadas -superiores a 500 atm-),

presentan valores experimentales para la fracciéon molar del gas disuelto, que
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exhiben una dependencia lineal frente a su presion parcial sobre el liquido, a 25,0

°C. El1 Oz no sigue este comportamiento, ni siquiera a presiones bajas.

% 1,00 |
: o
2 080 |
g,
0,60 |
< N2
g 040
g 02 He
£ 020 F
51
8
LLi 1 1 1 1 1

0 100 200 300 400 500 600 700
Presion parcial (atm.)

Figura 2.17 Solubilidad de varios gases en funcién de su presién parcial sobre el
liquido, a 25,0 °C.

Estos resultados experimentales de solubilidad de gases en liquidos fueron,
precisamente, los que sirvieron a W. Henry para, en 1903, establecer la ley que

lleva su nombre (ecuacioén (2-3)). Dicha ley, puede escribirse también de la forma:

x=Lp, -13)

que establece que la solubilidad del gas, expresada bajo la forma de fracciéon

molar, X;, es proporcional a la presion parcial del gas sobre el liquido. Esta ley se

cumple satisfactoriamente siempre que las presiones no sean demasiado elevadas

o las temperaturas demasiado bajas.

Ahora bien, aunque mediante la ley de Henry pueda expresarse la solubilidad
de gases en liquidos, la forma mds general de presentar los valores de dicha
solubilidad es mediante el uso de dos coeficientes empiricos: el coeficiente de

absorcién a;, propuesto por Bunsen en 1857, o el de solubilidad, f3;, propuesto
por Ostwald en 1888.

Este dltimo coeficiente, cuyo uso estd mucho menos extendido que el primero,
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viene definido como el volumen de gas, medido a la presion y temperatura de la

experiencia, disuelto en una unidad de volumen de liquido. Es decir:

Bi=y j (2-14)

disoluc.

Por su parte, el coeficiente de Bunsen se define como el volumen del gas
disuelto, medido en condiciones normales (C.N.: 0 °C y 1 atm) —tras extraerlo de
la disolucion en la que se encuentra disuelto— por unidad de volumen de
disolvente, cuando la presion parcial de dicho gas sobre la disolucién es de 1 atm.

Esto es:

v?

J
a. = 2-15
J Vd ( )

isolv.

en esta expresion V, estd medido a la temperatura del experimento, mientras

isolv.

que V? lo esta en C.N., siendo por tanto su valor:
vl =30 (2-16)

1’1? representa los moles de gas disueltos, T, =273,15Ky p,=1 atm. V;) vendra

expresado en litros si R = 0,082058 atm 1 mol?! K-1.
El valor de V

gisolv. S€ determina mediante:

-M
Vdisolv. = np (2—17)

siendo n el nimero de moles de disolvente, M su masa molecular y p su densidad.

\Y%

£ . . .1
sisory. vVeNdra expresado en litros si p se expresa en g it ™.

Sustituyendo (2-16) y (2-17) en (2-15) se tiene:
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n{RT
a. 2170/190 (2-18)
J nM/ p

2

Teniendo en cuenta que la fracciéon molar del gas “j” en la disolucién viene

dada por:

X] =— (2-18a)

puesto que la disolucién de cualquier gas en un liquido es siempre muy diluida,
. ., 0 .« .
puede aceptarse la aproximacion n+n; = n, quedando la ecuacion anterior de la

forma:

0
X~ L (2-18b)
J

n
Combinando esta dltima ecuacién con la ecuacion (2-10), que expresa la
solubilidad del gas segtin la ley de Henry, se obtiene, cuando la presion parcial del

gas sobre la disolucién es p;:

0
n; 1
L zfpj (2-19)
j
0
Utilizando este valor de —-en la ecuaciéon (2-14), se obtiene la siguiente

n

relacion entre la constante de la ley de Henry K; y el coeficiente de absorcion de

Bunsen, o :

RT,p;
oK~ (#J(ﬁj (2-20)
Po
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Sustituyendo los valores numéricos de R (= 0,082058 atm lit -mol” K™), Ty (=

273,15 K), po (= 1 atm) y teniendo en cuenta que, de acuerdo con la definicién de o;

, pj = 1 atm, se tiene que, para disoluciones acuosas (M = 18,015 g-mol™) la

ecuacion anterior se reduce a:

o K. ~1,2442 221
1] p

donde la densidad del disolvente, p, viene expresada en g 1it? y la constante de la

ley de Henry, K;, en atm.

La solubilidad del gas, S, expresada en moles por unidad de volumen de

disolvente, esto es como molalidad, vale:

§ == (2-22)

expresion que comparada con la (2-17) conduce a:

Q :(RT°]S=22,414 S (2-23)
Py

cuyo uso resulta mas conveniente para el analisis de dicha solubilidad.

Si el gas que se estudia se comporta como ideal, la relacion entre los dos

coeficientes: de Bunsen y Oswald, se obtiene de manera inmediata, puesto que:

Voly _ VP (2-24)
T, T

por lo que, tras reemplazar los valores conocidos de Po y To, despejar v y sustituir

en la ecuacion (2-13) se obtiene la relacion
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b=a (27?? 15j (2-25)

donde la temperatura viene expresada en grados Kelvin.
En la tabla 2.5 se recogen, a diferentes temperaturas, valores de los coeficientes

de Bunsen en agua para algunos gases, incluido el hidrégeno [50,51]

Tabla 2.5 Coeficientes de Bunsen a diferentes temperaturas, para algunos gases
disueltos en agua

T (°C)

Gas 0 20 25 40
H, 0,0214 0,0182 0,0175 0,0165
O 0,0490 0,0310 0,0283 0,0235
CO 0,0353 0,0232 0,0215 0,0179

2.12 Calculo de la concentracion del hidrégeno disuelto

Como se ha sefialado con anterioridad, para un determinado volumen de
disolucion acuosa de H, Viisolue, @ 25,0 °C y 1 atm, la solubilidad de ese gas,

expresada como fracciéon molar de Hp, Xy, 1 vendrd dada, de acuerdo con la
ecuacion (2-18b), por:
Ny Ny

Xy, = RO L (2-26)

2
Ny +Nyo Npo

donde ny es el numero de moles de H» que se encuentran disueltos en el citado
volumen (ya que ny,o>>ny , al ser muy baja la solubilidad del Hy)

Puesto que para una disolucién acuosa muy diluida, el volumen de la

disolucién, Visolue, €s aproximadamente igual al volumen del disolvente, VHZO,

de (2-26) se obtiene:
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_ _ uo VHZO Puo Viisolue. "Ph,o0
Ny, =Xy, Ny =Xy, = Xy, ~ Xy, M
H,0

(2-27)
M H,0

siendo My, 5 y py,o, respectivamente, la masa molecular y la densidad del

disolvente. A partir de esta ecuacién (2-27) puede calcularse el valor de la

concentracién molar de hidrégeno en la disolucion. Para ello, si se toma un

. .z 3 , -
volumen de disolucién Visolue. = 1000 cm”, el namero de moles de Hz que estarian

disueltos en dicho volumen seria su molaridad, por lo que:

1000 py; 0

(2-28)
MHZO

H, ®Xn,

Si bien en la definicion del coeficiente de Bunsen, el volumen del gas disuelto

viene medido en C.N., en la practica dicho coeficiente suele expresarse en otras
condiciones (25,0 °C y 1 atm, (1?5 )- En tal caso, la ecuacion (2-18) para el hidrégeno

en la disolucion quedaria escrita, en forma mas general, como:

, Ny RT
0 = 2-29
o pvy (2-29)

disolv.

por lo que el nimero de moles de H; valdra:

25
Ny, = I (aHZR';/disolv.) (2-30)

y, sustituyendo este valor en (2-27), la fraccién molar de H serd igual a:

< _ P ((112{52 : Vdisolv. )M H,0 (2-31)
2 Pu,0 " Vu,o RT

valor que sustituido en (2-29) conduce, finalmente, a:
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Pla” -V,
CH _ ( H, dlSOlV.) (2_32)
: RTV

disoluc.

que permite calcular la concentracién molar de gas disuelto a partir del valor del
coeficiente de Bunsen de dicho gas (recogido en la bibliografia para un gran

namero de gases) y de magnitudes controlables experimentalmente.

No obstante, suele ser habitual que la concentracion del gas disuelto se exprese
como volumen de gas por unidad de volumen de disolucién (concentracion
volumen/volumen, v/v). Asi, si tenemos en cuenta que el volumen que ocupan
los moles de H» que corresponden a una determinada concentracién, se obtiene
multiplicando éstos por la masa molecular del H; y dividiendo por la densidad del

gas en (g/1) a 25,0 °C, esta concentracién v/v serd igual a:

nHZ HZ

Cy, (VIv)= (2-33)

disoluc. IOH2

Una forma mas sencilla de calcular esta concentraciéon de H; (v/v), consiste en

aplicar directamente el coeficiente de Bunsen a 25,0 °C, a la siguiente ecuacién:

V25
Cy, (Vv) = —= (2-34)

disoluc.

obteniéndose:

25
o -V,
CHZ (v/v) = T dwoh. (2-35)

disoluc.

2.13 Determinacion experimental de la concentracion del
hidrogeno disuelto

Los calculos anteriormente realizados son validos en el supuesto caso de que el Ha

se comportase como lo harfa un soluto no volatil, esto es, si permaneciese en la
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disolucion. Sin embargo, la determinacién experimental del hidrégeno disuelto en
una determinada muestra liquida se realiza midiendo la cantidad de dicho gas que
se encuentra en la fase gaseosa en equilibrio con la disolucion. En efecto, cuando la
disolucion conteniendo hidrégeno se introduce en la célula de media, tiene lugar
un escape del hidrégeno desde la disolucién hacia la fase gas en contacto con ella.
Este escape cesa cuando se equilibran los valores del potencial quimico del gas en
ambas fases, disolucién y atmosfera gaseosa. Asi pues, es necesario determinar
qué cantidad de gas hidrégeno disuelto en la disolucién, abandona ésta para pasar

a la fase gas en donde sera medido.

Al introducir un volumen conocido de disolucién acuosa de Ha, Viisoluc, €n un
recipiente herméticamente cerrado (célula de medida), se produce una
disminucién del volumen de la atmdsfera gaseosa, en una cuantia de Viisoluc.. Esto
tiene como consecuencia que la presion ejercida por la atmoésfera gaseosa sobre la

disolucion, aumente desde el valor inicial de p,;. =1 atm, hasta uno final, py,.,

cumpliéndose para dicha fase gaseosa que:

pinic.Vinic. = nRT = pfinal Vf

inal

V. V.
—p. . inic. _ .o inic. 2.36
pﬂnal pmm Vﬁ plmc V _ Vd ( )

nal inic.

isoluc.

siendo Vinic. el volumen del recipiente vacio.

En el instante inicial, en la fase gas s6lo hay aire y vapor de agua, mientras que
en la fase liquida s6lo hay H, y disolvente. Transcurrido un cierto tiempo, una
parte del H, disuelto, junto con vapores del disolvente, escapa hacia la atmdsfera
sobre la disolucion, mientras que parte del aire se disuelve en el agua. Una vez
alcanzado el equilibrio, la presiéon total sobre la disolucién (aproximadamente

igual ala py,,, considerada anteriormente, pues ni el H» ni el vapor del disolvente

escapados supondrdn cantidades importantes que, ademas, se veran parcialmente
compensadas por el aire que se disuelve en el liquido) vendra dada por la suma de

las presiones parciales de todos los gases y vapores presentes:

Ptotal ~ pﬁnal = paire + sz(escapado) + pHZO (2_37)
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de acuerdo con la ley de Dalton, la presion parcial del Hz en la fase gas vale:

sz(escapado) = YHz(escapado) ’ Ptotal (2-38)

siendo Yy (escapadoy 1@ fraccion molar del hidrogeno que ha pasado a la atméstera

gaseosa.

A su vez, esa presion parcial del H, sobre la disolucién, de acuerdo con la ley

de Henry, vale:
sz (escapado) = KHZ ' XHZ(residual) (2_39)

donde Xy (eqiquay €S la fraccion molar de H; que se mantiene disuelto.

Igualando ambas (2-38) y (2-39) se tiene:

YHZ (escapado) ’ Ptotal :K H, X H, (residual) (2—40)

El calculo del nimero de moles de gas que abandona el liquido, Ny (esapado)
permite hallar las fracciones molares del Hy en la fase liquida, Xy esiquay Y €0 12

atmosfera sobre la disolucion, y,

, (escapado) *

La fraccién molar en la fase liquida, Xy (esiqual

Y viene dada por:

n H, (residual) n H, —n H, (escapado)

Xy = ~ (2-41)

5 (residual) —
H, (residual) T T E,0 Nyo

ya que (Nyy, =Ny (egeanado)) T€PTesenta el nimero de moles de hidrogeno que atn
permanecen en la disolucion y ny ... en el denominador puede despreciarse al

ser Ny ,>>ny Sustituyendo ny; por el valor dado por la ecuacion (2-27),

5 (residual) *

igualando Visole. con Vi, oy despreciando la cantidad de disolvente que se
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evapora, se obtiene:

n ‘M
__~Hj(escapado) H,O (2_42)

VHZO " PH,0

XH2 (residual) = XHZ

La fraccion molar de H» que abandona el liquido y pasa a la fase gas,

Y i, (escapado) Vi€Ne dada por:

n
__ 7" Hj(escapado)
Yu , (escapado) n (2_43)

total

siendo n,,, el nimero de moles totales correspondientes a todos los gases
presentes en la fase gaseosa (aire + H» + vapor de agua), el cual se calcula
aplicando la ecuacién del gas ideal a la mezcla (ya que la presion a la que esta
sometida esta mezcla de gases es moderada: P, = p;..; vV, por tanto, no debe
diferir apenas de 1 atm; y la temperatura es relativamente alta, T = 298,15 K)

segun:

— Ptotal ) Vfinal — pfinal (Vinic. — Vdisoluc.) (2_44)
total RT RT

n

Sustituyendo este valor en (2-43) se tiene:

H, (escapado)RT (2_45)

pﬁnal (Vinic. - Vdisoluc.)

n

y H, (escapado) =

Sustituyendo los valores de estas fracciones molares (ecuaciones (2-42) y (2-45))

en la ecuacion (2-40), se obtiene finalmente:

n H, (escapado) M H,0

VHZO "Pu,o0

n Scapado RT
|: H, (escapado) (2'46)

P =K, |x, —
\/ \/ total H, H,
pﬁnal ( inic. Y disoluc. ):|
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Esta expresion puede simplificarse teniendo en cuenta la ecuaciéon (2-28), asi

como que P,

wotal = Prinat ¥ que cuando la py; =1 atm (condicién contemplada en la

definicion del coeficiente de Bunsen), el producto K, x, vale la unidad. Bajo

tales consideraciones dicha ecuacién queda reducida a:

RT

n H, (escapado) _ 1 n H, (escapado)

V.-V

inic. disoluc.

(2-47)

1’1Hz

A partir de esta ecuacion (2-47) se puede calcular cudntos moles de H:
abandonan la disolucién para pasar a la atmoésfera sobre dicha disolucién, hasta

alcanzar el equilibrio termodindmico. Este namero es:

nH2 (Vinic. - Vdisoluc.)

n scapado = 2—48
Ha(escapado) nHz RT + (Vinic. - Vdisoluc.) ( )
Que expresado en tanto por ciento valdra:
n escapado Viic. = Vai
H, (escapado) .100 = inic. disoluc. -100 (2_49)

1’lH 1’1H2 RT + (Vinic. - Vdisoluc.)

2

En consecuencia, la cantidad de hidrégeno que queda retenida en la disolucién
sin pasar a la fase gas, puede calcularse por diferencia entre el ntimero total de

moles de H, disueltos inicialmente, Ny, y el de los que escapan a la fase gas,
nH2 (escapado) / (nH2 - nHz(escapado) )

Asimismo, conocido Ny (apade @ través de la medida experimental, puede
determinarse el ny; mediante las ecuaciones (2-47) ¢ (2-48) y, una vez conocido

este nimero y haciendo uso de la ecuacién (2-26), puede calcularse la solubilidad

del H», expresada como fraccién molar, Xy, -
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3. Parte experimental

3.1 Disefio del burbujeador. Método de saturacion

La saturacion del agua Millipore ®, de la orina, tanto artificial como bioldgica, o en
su caso de determinadas disoluciones acuosas, utilizada en la preparacion de las
disoluciones patrén, se realiz6 mediante su burbujeo con gas hidrégeno. El
proceso se mantuvo durante el tiempo necesario para garantizar que la atmosfera
sobre la disolucién estuviese formada, exclusivamente, por hidrégeno y vapor de
agua. El burbujeo, realizado siempre a la misma temperatura, con similar
intensidad y durante un tiempo idéntico, garantiz6 la reproducciéon de la presion
parcial de hidrégeno sobre la disolucién y, por tanto, que una misma masa de

dicho gas estuviese disuelta en un mismo volumen de agua.

(@ OOXL ) (d)

(a) Entrada del gas

(b) Tubo que contiene el disolvente a burbujear
(c) Vidrio fritado

(d) Salida de gases

(e) Septum de goma que sella el orificio de
extraccion de la muestra liquida resultante

Figura 3.1 Esquema del burbujeador

Para obtener las disoluciones acuosas de hidrégeno a las concentraciones
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requeridas para este trabajo, fue necesaria la construccién de un burbujeador, en
vidrio, acorde con nuestras necesidades (figura 3.1). El gas se burbujea a través de
una pequefia placa de vidrio fritado, (c), soldada al extremo de uno de los tubos de
la doble llave de entrada-salida (a-d) acoplada al tubo (b) en donde se introduce
el liquido que queremos saturar con hidrégeno. Para un mejor control, ambas
ramas de salida van provistas de una llave esmerilada de cierre. Dicho tubo (b)
presenta un orificio de 6 mm de didmetro cerca de su base (sellado con un septum
de goma) por el cual se extrae la muestra liquida resultante con ayuda de una
jeringuilla hipodérmica. Para garantizar el cierre hermético del burbujeador, todas

las uniones esmeriladas se sellan usando grasa de silicona Merck.

Puesto que el hidrégeno es un gas cuyo manejo en recintos cerrados puede
resultar peligroso, se tomo la precaucion de situar la bala de hidrégeno utilizada
para el burbujeo, en el exterior del edificio; asimismo, el correspondiente desahogo

del referido burbujeo se colocé hacia el exterior del laboratorio.

3.2 Control de las variables de medida

3.2.1 Temperatura

La temperatura de trabajo fue siempre 25,0 °C. Para su control durante el
burbujeo, el burbujeador se mantuvo sumergido en un bafio termostato-criostato
HETO, modelo 23DT, de 30 litros de capacidad, provisto de un termémetro HETO
que permite fijar y mantener la temperatura con una precisién de + 0,1 °C. Como
medida de control suplementario, se dispuso de un termémetro adicional, de

lectura vertical, con escala de —10,0 a 110,0 °C dividida en 0,1 unidades.

Para las medidas en fase gaseosa hechas tanto con el sensor potenciométrico
como con el amperométrico, el control de esta variable, a 25,0 °C, se realiz6
manteniendo introducida la célula de trabajo en un bafio termostético con agua.
Dicho termostato va provisto de un sistema de calefacciéon a impulsos, controlado
por un relé que se encuentra conectado a un termémetro de contacto de mercurio.
Al igual que durante el burbujeo, un termémetro de lectura vertical con escala de
-10,0 a 110,0 °C, dividida en 0,1 unidades, permitié el control adicional de la

temperatura del bafio.
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La rapida respuesta del sensor amperométrico en las medidas en disolucién nos
permiti6 prescindir del bafio termostatico para el control de la temperatura,
puesto que esta no presentaba modificaciones durante el breve tiempo que duraba
la medida y, ademas, el laboratorio de trabajo se mantuvo termostatado a 25,0 °C,
mediante la utilizaciéon de varias ldmparas de infrarrojo conectadas a un relé
accionado por un sensor termomeétrico con precisiéon de +0,1 °C. La homogeneidad
térmica del laboratorio se consiguié con la ayuda de un ventilador de techo que

trabaja a velocidad controlada.

3.2.2 Presidon ambiental. Calibrado del barébmetro

Para garantizar que la presion parcial del Ha gas sobre la disolucién acuosa
saturada de dicho gas es 1 atm (tal y como exige la definicion de coeficiente de
Bunsen del gas), el tubo de salida de gases del burbujeador se mantiene abierto a
la atmosfera. Asi, el Ha excedente, no disuelto, pasa primero a la fase gaseosa
situada encima de la disolucién, para salir a continuacién hacia el exterior del
burbujeador arrastrando consigo, en su salida, al aire que inicialmente se
encontraba sobre la disolucién. De ese modo, tras unos minutos de burbujeo, el
Unico gas que se encuentra en esa fase gaseosa sobre la disolucién que esta siendo
burbujeada con H», es el propio H>. En consecuencia, que el burbujeador esté
abierto a la atmoésfera, asegura que la presion (parcial) de H> coincide con la

presion total (atmosférica)

Por tanto, la presion parcial del H» gas sobre el liquido y, consecuentemente, la
cantidad de dicho gas que se disuelve, dependen directamente del valor que
adopte, en cada momento, la presién externa ambiental. Por otra parte, el valor de
la presion parcial del O,, que se considera como un valor constante en el proceso

de calculo, asimismo depende del valor de la presién externa ambiental.

Por consiguiente, la presién atmosférica es una de las variables que influye en
el proceso de medida, tanto durante el burbujeo del hidrégeno como durante la
propia medida del potencial del sensor en la célula y debe ser conocida y

controlada.

Con objeto de llevar a cabo el seguimiento de dicha variable, se utiliz6 un

altimetro-barémetro electrénico de gran precisién, alpin—el, marca Eschenbach
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(Ntirnberg, Alemania). Este aparato puede funcionar como altimetro, con una
precisiéon de 0,5 m, facilitando el valor de la altura, sobre el nivel del mar, que
posee un lugar determinado, a partir del conocimiento de la presién atmosférica
de dicho sitio y de la QNH (presion atmosférica a nivel del mar en el momento de
la medida). También puede servir como barémetro, con una precision de 0,1
mmHg y la capacidad para detectar variaciones de presiéon de 0,02 mmHg,
calculando la presion atmosférica de un lugar, en un instante dado (QFE), a partir

del conocimiento de su cota sobre el nivel del mar.

Para realizar las medidas diarias de presiéon es imprescindible, por tanto,
conocer con exactitud la altura a la que estd situado el laboratorio respecto del
nivel del mar. Dicho valor de cota del laboratorio del departamento de Quimica
Fisica en la Facultad de Farmacia, en el que se realizaron las medidas con el

hidrégeno, se determiné de la manera siguiente:

- Primero se procedi6 a la calibraciéon del instrumento, en la estacion de
observacion meteoroldgica de la “cabecera 30” del aeropuerto Tenerife Norte. Para
ello, y una vez alli, se introdujeron en el alpin-el los valores de la altura sobre el
nivel del mar (que es perfectamente conocida), asi como el valor confiable de
QNH, para las condiciones meteoroldgicas del momento, datos ambos que nos

fueron facilitados por el observador meteorolégico de servicio del aeropuerto.

- Calibrado el aparato, se comprob6 el correcto funcionamiento de sus
funciones altimetro y barémetro, midiendo in situ ambos pardmetros y
compardndolos con los que, en ese mismo instante, eran medidos por el

observatorio meteorolégico.

- Inmediatamente a continuacién, nos trasladamos hasta la universidad (lo que
supuso tan solo un lapso de unos 5 minutos, por lo que el cambio en el valor del
QNH puede considerarse despreciable), y se midi6 la altura del laboratorio sobre

el nivel del mar. Este valor resulté ser de 571,5 m.

Con base en ese dato, se realizaron las determinaciones diarias de los
correspondientes valores de la presién atmosférica en el laboratorio. Este proceso
de calibracién se repiti6 con una periodicidad de 3 meses a fin de comprobar el

buen funcionamiento del altimetro-barémetro.
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3.3 Medidas con un sensor potenciométrico de hidrogeno

3.3.1 Disefio y funcionamiento del sensor potenciométrico

Este “Sensor de Hidrogeno” es una célula electroquimica construida a partir de una
membrana sélida de un electrélito polimérico (s.p.e), cuyas caras se revisten con

diferentes metales, entre los que se incluye el platino como metal inerte.

Esta membrana se comercializa reforzada con un copolimero intercambiador
catiénico sulfénico-carboxilico de compuestos perfluorinados (Nafion 90209,
Dupont Co, Polymer Products). El metalizado de esta membrana (Pt-spe), que
lleva a cabo nuestro grupo de investigacion, se realiza mediante un proceso de
sputtering o metalizado por bombardeo iénico. Con este procedimiento, se
consigue que las particulas de los diferentes metales empleados no se distribuyan
de manera homogénea a través del espesor del recubrimiento metalico del
polimero; por el contrario, este procedimiento garantiza que tenga lugar el
predominio de un determinado metal en las proximidades de la superficie del
recubrimiento [4]. La membrana, metalizada de esta forma, tiene una elevada
estabilidad quimica, puesto que presenta una unica morfologia en la que los
lugares de intercambio, tanto de iones como de agua, constituyen fases separadas
del fluorocarbén que forma parte del material basico de refuerzo. Ademas, las
buenas propiedades electroquimicas que presenta el polimero electrolitico,
eliminan problemas asociados con la solubilidad de los reactivos, facilita la
transferencia de masa de éstos hacia o desde la superficie del electrodo y, en

general, mejora las limitaciones tipicas de una célula electroquimica [52].

El polimero metalizado (a la que, a partir de ahora, designaremos como
membrana Pt-spe) funciona como célula electroquimica, pues una de sus caras
actta de catodo y la otra, de dnodo. Su gran ventaja es que el hidrégeno y el
oxigeno pueden ser adsorbidos directamente desde la fase gaseosa, para oxidarse

y reducirse, respectivamente, sobre cada una de ambas caras.

En la figura 3.2 se representa, en esquema, este sensor de hidrégeno. La
membrana Pt-spe asi preparada (a), se emplaza entre dos piezas rectangulares (b)

de plastico (de 2,5 cm x 1,5 cm), que se mantienen unidas entre si mediante dos
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pequenos tornillos metélicos (c) que sirven, al mismo tiempo, para facilitar la
conexion eléctrica con el voltimetro durante la medida de la f.e.m que se genera.
Estas piezas plasticas presentan un orificio central amplio que permite el contacto
de ambas caras de la membrana Pt-spe con el exterior. Alrededor del orificio de
una de esas piezas plasticas se suelda un pequefio tubo de vidrio (d), de
terminacion esmerilada, para que el sensor pueda ser acoplado a la célula de
trabajo que contiene la muestra. El otro orificio permite que la cara opuesta quede

expuesta y en contacto con el aire del laboratorio.

Figura 3.2 Disefio del sensor de hidrégeno empleado

(a) Membrana polimérica revestida de platino (membrana Pt-SPE)
(b) Piezas plasticas que confinan la membrana

(c) Tornillos de sujecién (con tuerca) y terminales eléctricos

(d) Tubo esmerilado de vidrio para acoplar a la célula de trabajo

Durante la medida, la superficie de la membrana Pt-spe que funciona como
anodo, permanece en contacto con la fase gaseosa que se encuentra en equilibrio
con la muestra liquida que se desea analizar. Para evitar que los vapores del
disolvente alcancen la superficie de la membrana Pt-spe y alteren la medida
correspondiente, se coloca una membrana de teflén sobre la boca del tubo
esmerilado (d). Esta membrana de teflén permite, sin embargo, el paso a su través
del H» gas [53].

Como ya se indic6 en el capitulo precedente de esta Tesis, la mayor parte del
hidrégeno disuelto en la muestra a estudiar, abandona el liquido y se adsorbe

sobre el &nodo, oxidandose a protones segin la reaccién:

85



Parte experimental
H,(g)—>2H" +2e” (3-1, a)

estos protones circulan a través del polimero sélido conductor del sensor (SPE)
hasta alcanzar la otra cara de la membrana Pt-spe, que actda como catodo. Al
cortocircuitar la membrana Pt-SPE, los electrones circulan por el conductor
electrénico externo hasta alcanzar el catodo del sensor, donde son consumidos en

la reduccién del oxigeno procedente del aire del laboratorio, segtn la reaccion:

%Oz(g) +2H" +2¢” > H,0() (3-1, b)

En consecuencia, la reaccién global en el sensor (suma de las 3-1, a y b) es la

formacion de agua a partir de oxigeno e hidrégeno, segtin
1
Eoz(g) +H,(g) > H,0O() 3-1)

La fuerza electromotriz generada por esta reaccion, cuya medida sirve de base

para el sensor de hidrégeno, se determina con un voltimetro de alta impedancia

de entrada (>10° Q). Esta f.e.m. puede ser expresada, caso de serle aplicable,

mediante la ecuacion de Nernst (2-26):

E=E’

2.303RT aH,0
- log — (3-2a)
Pu, ‘Po,

Que, en el caso que nos ocupa, queda reducida, exclusivamente, a una funcién

de la concentracion del hidrégeno presente en la fase gaseosa, de la forma:

«  2.303RT
+ S
2F

E=E log Cyy, (3-2)

puesto que la concentracion de oxigeno (procedente de la atmoésfera del

laboratorio) es muy elevada y puede considerarse que permanece constante
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durante todo el proceso de medida (el consumo de oxigeno, por la reaccién (3-1),

es extremadamente pequefo) y la actividad del agua, presente como disolvente, se

mantiene también constante. E" es un potencial estandar aparente (expresado, al
igual que E, en mV) que incluye, entre otros, al factor de cambio de unidades

desde presion parcial del Hz (py, , expresada en atm) a concentracion de Ha (Cyy ,

expresada en mol/dm’), a la presion parcial del oxigeno, po,,y a la actividad del

agua, que se mantienen constantes durante la medida. El factor 2 que figura en el
denominador de (3-2) responde al ntimero de electrones transferidos en la

reaccion red-ox por cada mol de hidrégeno oxidado.

A la vista de la ecuacién (3-2), si la respuesta del sensor obedeciese a un
comportamiento nernstiano, la representacién gréfica de los potenciales medidos,
para diferentes concentraciones de hidrégeno disuelto, deberia ser lineal, con una
pendiente positiva de, practicamente, 30 mV (correspondiente al factor
2,303RT/2F, siendo T = 298,15 K).

Después de cada medida y durante el tiempo de almacenamiento, los sensores
descansan cortocircuitados para permitir que se restablezca el equilibrio entre

ambos electrodos y que su diferencia de potencial recupere el valor de reposo.
3.3.2 Disefio y funcionamiento de la célula de medida

En la figura 3.3 puede verse el disefio actual de la célula de trabajo. Este es el
resultado de sucesivas modificaciones que han tenido por objeto optimizar la

medida del potencial generado por el sensor.

Como base de la célula de medida, se utiliza un erlenmeyer de boca esmerilada,
de 25,0 ml de capacidad, con un orificio de 6 mm de didmetro practicado cerca de
su base. Este queda sellado durante el experimento, mediante un septum de goma

a través del cual y utilizando una jeringuilla hipodérmica, se introduce la muestra.

Entre el erlenmeyer y el sensor se coloca una llave de gases de punzén que
permite poner en contacto, tras su apertura, la fase gaseosa del interior del vial, en
equilibrio con la muestra liquida, y la cara de la membrana que funciona como
anodo. Un agitador magnético situado en el interior del vial permite controlar la

velocidad con la que el gas abandona la disolucion. Todos los experimentos se
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realizaron a una velocidad de agitacion de 500 rpm.

(a)

~—

Sensor de hidrégeno

Llave de punzén

Erlenmeyer

Agitador magnético

Septum de goma que sella el orificio
por donde se introduce la muestra

gm

AN N N S S
al
~

)
~

Figura 3.3 Sensor de hidrégeno acoplado a la célula de trabajo

El erlenmeyer, la llave de gases y el sensor se conectan a través de bocas
esmeriladas. El sellado hermético de la célula de trabajo se realiz6 usando grasa de

silicona Merck.

La temperatura de la muestra se controla sumergiendo la célula en un bafio

termostatado. Todos los experimentos se llevaron a cabo a 25,0 °C.

La toma de valores de f.e.m. se hizo, de forma simultanea, con un voltimetro de
alta impedancia de entrada y con un equipo informético. Este tltimo sistema de
medida permitié, ademas del registro de los datos, observar en la pantalla del
monitor, en tiempo real, la evolucién de la curva de potencial frente al tiempo,

producida por el experimento.

3.3.3 Determinacién de la humedad relativa

Como ya se ha comentado con anterioridad en el epigrafe 2.8, la respuesta de este

sensor electroquimico se ve afectada por las variaciones de humedad originadas
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por los cambios climatolégicos. Para conocer y hacer un seguimiento del valor de
la humedad relativa ambiente a la que se encuentran expuestos los sensores, se
utilizaron dos termohigréometros digitales, modelo TFA, con precisién de £ 6 % y
resolucion del 1 %, trabajando en el rango de humedad relativa entre el 30 % y el

90 % y de temperatura entre 0 y 50 °C.

Debido a los cambios climatolégicos y a la utilizacion de lamparas infrarrojas
para el mantenimiento de la temperatura del laboratorio, la humedad ambiente
era dificil de mantener constante entre 50 - 55 %, valor para el que los sensores
presentan un funcionamiento 6ptimo. Estas condiciones favorables para los
sensores, se lograron almacendndolos, cortocircuitados, dentro de una urna de
cristal en cuyo interior se mantuvo el grado de humedad requerido; en ocasiones,
haciendo una aportaciéon extra de vapor de agua y, en otras, introduciendo en la
urna gel de silice como agente desecante. Durante el proceso de medida de la
f.eem. del sensor, se controlé6 la humedad relativa, colocando uno de los
termohigréometros sobre una rejilla, encima del bafio termostatico en donde se
mantenia sumergida la célula de trabajo. Puesto que la precision de estos
higrémetros no es elevada, sus registros fueron contrastados y corregidos respecto

del mismo ambiente de referencia.

En los dias de siroco, en los que la humedad del laboratorio descendié hasta
valores muy bajos (30 - 35 %), fue necesario extremar las medidas incrementando

la humedad del laboratorio mediante pulverizacién de agua.

3.3.4 Medida del potencial eléctrico. Registro de datos

El potencial eléctrico se midi6, simultdneamente, por dos caminos diferentes:

a) Multivoltimetro digital

El circuito equivalente que se corresponde con el montaje de un multimetro para
la medida de f.e.m. de una célula galvénica, E, puede ser representado mediante el
esquema que se recoge en la figura 3.4. En dicho esquema, R.a representa la
resistencia de la célula galvanica que se pretende medir (debida a los electrodos y
al electrolito bien en disolucién o bien sé6lido); E es la f.e.m. real de la célula y Zyoi

es la impedancia de entrada del multivoltimetro que se usa para hacer la medida
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Despreciando la pequena resistencia que presentan los cables de conexién
desde el multivoltimetro hasta la célula galvdnica que se desea medir, la
aplicacion de la Ley de Ohm permite establecer que la corriente que circula por el

sistema global de medida es igual a:

B 6-3)
Z +R

volt

puesto que Zyolt Y Reel, €stdn conectados en serie.

\

multivoltimetro

Zvolt

L1

Figura 3.4 Esquema del circuito equivalente correspondiente a la media de f.e.m.
con un multivoltimetro

La diferencia de potencial entre los extremos A y B de la célula (que es el valor

que lee el multivoltimetro empleado) vendra dada por:

V,-Vg=E-iR (3-4)

es decir, el valor del potencial de la célula que se lee en el multivoltimetro, es igual
a la diferencia entre la f.e.m. real de la célula y la caida 6hmica de potencial

ocasionada por la resistencia del aparato de medida.

Combinando ambas ecuaciones 3-3 y 3-4 se obtiene:
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R

cel
= 3-5
Z volt + R cel J ( )

V.-V =E (1 -

Es decir, como se deduce de la simple observaciéon de esta ecuaciéon (3-5), la
medida de la diferencia de potencial, Va - Vs, coincidira con el valor de la f.e.m. de
la célula, E, tnicamente si el segundo sumando que aparece dentro del paréntesis
es tan pequefio que puede considerarse como igual a cero. Tal posibilidad se
consigue cuando Zyor es mucho mayor que Re. Por ello, para que las medidas
posean una buena precision, es imprescindible que el término Z,.: sea 3 6 4

6rdenes de magnitud superior al valor de Ree. Por tanto, si se tiene en cuenta que

el valor de la resistencia que presentan las membranas estd entre 1 y 3 10°Q, se

hace necesario utilizar un aparato de medida con una impedancia de entrada del

orden de 10° 6 10" Q, como minimo. S6lo de esta forma se puede suponer

despreciable el valor de R frente al de Zyol.

En este trabajo de Tesis Doctoral, las medidas se realizaron usando dos
multivoltimetros digitales, KEITHLEY modelos 197 y 197A, respectivamente,

Autoranging Microvolt DMM. Ambos aparatos poseen una resolucién de 1,0 uV

en la escala de 200,00 mV y una impedancia de entrada superior a 10° Q, lo que
resulta suficiente para poder obtener medidas con una precisiéon del orden del 0,1
%. Con independencia del multivoltimetro usado, éste se colocé en el interior de
una jaula de Faraday, al objeto de amortiguar las oscilaciones en las lecturas, como
consecuencia de perturbaciones que puedan venir provocadas por cualquier carga
eléctrica externa al sistema (tal es el caso de la proximidad de personas o/y objetos
al sistema de medida, al transformarse su energia cinética en energia

electrostatica).

Sustituyendo valores numéricos en la ecuacion (3-5) se obtiene que:
Va-Vp=09990E (3-6)
esto quiere decir que el valor (de d.d.p.) que aparece en la pantalla del

multivoltimetro utilizado, difiere en un 0,1% del valor real de la f.e.m. de la célula

que se esta midiendo.

91



Parte experimental

b) Equipo informatico

El segundo procedimiento utilizado en la medida de la f.e.m. de la célula
galvanica, se basa en el uso de una tarjeta de adquisicion de datos, CIO-
DAS1401/12, cuya ganancia e intervalo de seleccién se elige a través de la
combinacién de un interruptor bipolar / unipolar y un amplificador de ganancia
programable. El intervalo bipolar es de £ 0,01 V y el unipolar de 0 a + 0,01 V [54].
Dicha tarjeta esta instalada en un ordenador que se conecta en serie con el
multivoltimetro y con la célula de medida. Los datos recogidos por la tarjeta son
procesados mediante un programa informatico especifico, disefiado en entorno
Windows por el servicio de electrénica de la Universidad de La Laguna. Algunos

detalles relativos a dicho programa se presentan en el Apéndice I.

El mencionado programa permite, ademds de medir y memorizar los valores
de f.e.m., visualizar en el monitor, en tiempo real, la representacion grafica de tales
valores frente al tiempo de medida. Tal circunstancia presenta la ventaja de poder
actuar sobre la toma de datos, e incluso interrumpirla cuando se alcanza un valor
maximo estable, correspondiente al plateau de la curva que se selecciona como
dato experimental. El programa recoge y archiva, ademas, todos aquellos datos
referentes a la muestra y a los parametros de medida, que son necesarios para los

calculos posteriores.

3.4 Medidas con un sensor amperomeétrico de hidrégeno

Junto con las medidas potenciométricas, en este Trabajo de Tesis Doctoral también

se hicieron medidas de hidrégeno gaseoso en fase gas y en disolucién utilizando

un sensor amperométrico comercializado por UNISENSE A /S®, modelo H2-500.

3.4.1 Disefo y funcionamiento del sensor amperométrico

Unisense A/S posee una amplia gama de microsensores disefiados para diferentes
usos en investigacion, asi como para ser utilizados en una amplia variedad de
muestras, tales como sedimentos, tejidos, suelos y diverso material biolégico.

Estos microsensores soportan altas presiones (hasta 600atm) y presentan tiempos
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de respuesta muy pequefios (tiempo minimo = 50ms). Su respuesta depende, por
otra parte, de la temperatura y del tiempo de actividad (la permeabilidad de la

membrana de silicona varfa en funcién del tiempo de trabajo).

+""
A. Sensor de Hidrégeno
B. Conector
C. Punta del electrodo
(a) Membrana
(b) Electrodo indicador
(c) Disolucién electrolitica
I (d) Electrodo de referencia interno
(e) Protector de vidrio
(d)
(e)
(c)
(b)
(C) (a)
(A) (B) (Q)

Figura 3.5 Esquema del sensor amperométrico Unisense®

El sensor de hidrégeno H2-500, empleado para este trabajo de Tesis Doctoral,
es de tipo Clark. Esto es, se trata de una célula de 3 electrodos: un electrodo de
referencia, un electrodo indicador, o medidor, de Pt y un contra-electrodo. Todos
ellos dispuestos en el reducido espacio que constituye la punta del electrodo
(figura 3.5), la cual esta resguardada por un protector cilindrico de plastico. Este
protector puede retirarse para su utilizacion, pero dada la fragilidad de esta punta
del electrodo todas las medidas realizadas en este trabajo se han llevado a cabo sin

retirar dicha proteccion.
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El sensor de hidrégeno H2-500, esta disefiado para trabajar sumergido en
diferentes fluidos, e incluso en muestras biolégicas semisélidas, si bien hemos
podido comprobar que midiendo en la fase gaseosa pueden, también, obtenerse
resultados con un buen nivel de precisién, aunque su respuesta es, obviamente,

mas lenta.

Este sensor permite hacer medidas confiables y rapidas en un amplio rango de
concentracion de H», debido a su rapida respuesta, a su pequefio tamafio y a su
alta sensibilidad. La tnica limitacién que presenta se deriva de la presencia, en el
medio, de sulfuro de hidrégeno, sustancia ésta que interfiere la medida de este
sensor, si bien su sensibilidad frente al H> es diez veces superior a la que posee
frente al H»S.

El electrodo indicador de Pt se encuentra embebido en una disolucién
electrolitica de tipo organico (una sal apropiada disuelta en un disolvente
orgénico). Este electrolito se mantiene separado de la muestra problema mediante
el uso de una membrana de silicona situada en el extremo del cuerpo principal de
vidrio del sensor, evitando de ese modo que pueda tener lugar la contaminacién
de dicho sensor, aunque su presencia no impide el transito, a su través, del

hidrégeno que se desea medir.

El hidrégeno procedente de la muestra, difunde pues a través de la membrana
de silicona, atraviesa la disolucién electrolitica hasta, finalmente, alcanzar el 4nodo

de platino sobre el cual se oxida, segun:
H,(g)—>2H" +2e” (3-7)

polarizandose frente al electrodo de referencia interno. El flujo de electrones desde
el 4nodo hacia el contra-electrodo es una funcién lineal de la cantidad de

hidrégeno disuelto.

Puesto que, habitualmente, la concentracién problema de H» disuelto es muy
baja, es muy importante que el limite de deteccién del sensor sea lo mds bajo
posible. Por ello, en el disefio estandar de un sensor de hidrégeno prima optimizar
su sensibilidad, en perjuicio, en muchos casos, de la estabilidad de éstos frente a la
agitacion. Generalmente, el limite de detecciéon de este tipo de sensor esta en el

entorno del 0.02% de hidrégeno (0.1 uM en disolucién acuosa). No obstante, si este
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sensor H2-500 tuviese una mayor superficie para el intercambio de H» (tubo de
vidrio, cerrado por la membrana de silicona, de mayor didmetro) serfa presumible

que su sensibilidad se viese incrementada.

Finalmente sefalar que sensores tan sensibles como éstos, lo son también a
cualquier perturbacién, inmediata o préxima. Por este motivo, controlar una
adecuada agitacion de la muestra durante las medidas experimentales se torna
muy importante si se pretende que los resultados encontrados sean confiables y
repetibles [55].

3.4.2 Célula de medida

Cuando se utiliz6 este sensor para las medidas en fase gas, se manej6 la misma
célula de trabajo descrita en el apartado relativo a las medidas con el sensor
potenciométrico y que se muestra en la figura 3.3. Esto es, un erlenmeyer de boca
esmerilada, de 25,0 mL de capacidad, con un orificio en su base sellado mediante
un septum, a través del cual y utilizando una jeringuilla hipodérmica, se introduce
la muestra. Entre el erlenmeyer y el sensor, se encuentra, igualmente, una llave de
gases de punzén que permite poner en contacto, tras su apertura, la fase gaseosa
del interior del vial -en equilibrio con la muestra liquida- y el sensor, el cual se

acopla a dicha llave mediante un septum de goma convenientemente perforado.

Durante la realizacion de estas medidas, la temperatura de la muestra se

control6 sumergiendo la célula en un bafio termostatado a 25,0 °C.

Cuando se utilizé este sensor para las medidas en el seno disolucién, dado su
pequefio tiempo de respuesta no fue necesario guardar ningan tipo de precaucion
especial para evitar el escape del Ho. Por lo que, simplemente, se utiliz6 como
célula de trabajo un tubo de ensayo de 12 mL de capacidad, de tal forma que al
introducir en él el sensor provisto de su protector pléstico, la muestra quedaba,
aunque no de forma estanca, si aislada de la atmésfera del laboratorio, tal y como
se puede apreciar en la fotografia que se muestra en la figura 3.6. Esto obligé a

disminuir el volumen total de la disolucion bajo estudio a 8 mL.
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Figura 3.6 Sensor amperométrico Unisense® introducido en la célula de trabajo

La rapida respuesta de este sensor también nos permitié prescindir del bafio
termostéatico para el control de la temperatura, puesto que esta no presentaba

modificaciones durante el breve tiempo que duraba la medida.

3.4.3 Medida de la corriente eléctrica

Este sensor amperométrico, H2-500, es capaz de generar una intensidad de
corriente de polarizacién muy baja, del orden de los picoamperios (10-12amperios).
Por ello, Unisense ha desarrollado un picoamperimetro, de alta calidad, para ser
acoplado al citado sensor y poder, de ese modo, transformar la medida de
corriente que éste suministra, en el equivalente valor de potencial eléctrico, en
base al conocimiento de la impedancia del sistema de medida empleado. El
PA2000, que puede trabajar a temperaturas comprendidas entre 10 - 30°C y bajo

diferentes condiciones de humedad relativa [56].

Se trata de un picoamperimetro versatil, disefiado para uso diario en el

laboratorio, que puede ser acoplado tanto a micro como a minisensors
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amperimétricos que, al igual que el H2-500, pertenecen al grupo del tipo Clark.

Sus caracteristicas principales son:

— estd dotado de dos canales de entrada y otros dos de salida
independientes, lo que permite realizar medidas simultdneas con dos
sensores diferentes. Cada canal presenta una polarizaciéon de -2.5V a +2.5V

y puede ser ajustado de manera independiente;
— posee un tiempo de respuesta inferior a 50 milisegundos;

— va provisto de cuatro escalas de medida (desde 200 pA hasta 200 nA) con

un factor de paso de 10 entre cada una de ellas;

— permite medidas con un nivel de resolucién de 0,05pA, en un rango de
sefial comprendida entre 0 y £ 1 mA (10° pA) y una salida analégica de

potencial entre 0 y £ 10V.

3.4.4 Registro de datos

El registro y almacenamiento de los valores de intensidad de corriente obtenidos
con el picoamperimetro PA2000, se realiza a través del paquete informético Profix,

realizado en entorno Windows, suministrado también por Unisense A/S.

En un primer paso, la sefial analégica procedente del picoamperimetro se
convierte en sefial digital por medio de una tarjeta de adquisicion de datos
(Unisense Data Adquisicion DI-700) que se conecta a uno de los puertos USB de un

ordenador auxiliar.

A continuacién, el programa informatico del Profix almacena el dato de
intensidad de corriente, asi como el valor de potencial eléctrico que provoca ese
paso de corriente, que el programa calcula a partir del valor de la impedancia del

sistema objeto de medida.

Por dltimo, el antes citado programa realiza la representacién gréfica, frente al
tiempo de medida, de los valores de potencial eléctrico asi calculados y la muestra
en la pantalla del ordenador auxiliar, en tiempo real, para su visualizaciéon y

posible actuacion sobre el experimento.
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3.5 Métodos operatorios

3.5.1 Descripcidon de un experimento tipico con muestras de agua
que contienen Hidrégeno burbujeado

Con objeto de ilustrar y facilitar la comprensiéon de las medidas experimentales
llevadas a cabo en esta Tesis Doctoral, bajo este epigrafe se describe el
procedimiento experimental seguido para realizar las medidas potenciométricas y

amperomeétricas en disoluciones acuosas de hidrégeno.
a) Medida potenciométrica

Se comienza conectando el sensor que se va a utilizar al voltimetro e
incorporandolo a la célula de trabajo, tal y como se aprecia en la figura 3.2.
Posteriormente se espera, durante un tiempo de unos 15 min. aproximadamente, a
que la sefial que presenta inicialmente, y que denominamos potencial de reposo del
sensor, se estabilice. Es entonces cuando se considera que el sensor en cuestién se

encuentra en disposicion de medir.

Mientras esto ocurre, y de manera simultdnea, se hace pasar hidrégeno por los
42,0 mL de agua Millipore ®, introducidos en el burbujeador durante el tiempo
que, como ya se indica a lo largo de esta Memoria, se considera suficiente para

saturarlo de hidrégeno a una temperatura de 25,0 °C.

Finalizado el burbujeo se extrae, a través del septum del burbujeador y con
ayuda de la jeringuilla, un volumen de disolucién saturada ligeramente mayor
que el requerido (procurando que dicho volumen esté libre de burbujas). Sin
pérdida de tiempo, se inyecta en la célula de trabajo, a través de su septum, el
volumen exacto que se desea y se desecha el resto. La célula de trabajo, que ya
contiene el volumen de agua Millipore ®, libre de hidrégeno necesario para que
tras la mezcla se consiga una determinada concentraciéon de muestra, se mantiene
dentro del termostato, a 25 °C, antes y después de inyectar la muestra liquida, para
facilitar que se alcance mas rapidamente el equilibrio termodinamico entre las

fases liquida y gas, en el interior de dicha célula.

98



Seguidamente, se toma como cero relativo el potencial de reposo (“reset”), se
pone en marcha la toma de datos en el voltimetro y en el ordenador (ambos
programados previamente para recoger valores a intervalos regulares de tiempo -
generalmente cada minuto-) y se abre la llave de punzén para poner en contacto
la fase gaseosa en equilibrio con la disolucion, con la cara de la membrana Pt-spe

que acttia como &nodo.

La fotografia de la figura 3.7 permite apreciar el montaje de medida instalado

en nuestro laboratorio.

Figura 3.7 Montaje para las medidas potenciométricas instalado en nuestro
laboratorio

En la pantalla del ordenador auxiliar, va dibujandose, en tiempo real, el registro
del potencial eléctrico medido, en mV, frente al tiempo de experimentacién. Dicha
representacion define una curva de trazado parabdlico caracteristico, que alcanza
un valor maximo estable, o plateau, el cual se hace corresponder con el valor
representativo del contenido en hidrégeno de la fase gaseosa de la célula, en

equilibrio con la fase liquida de la muestra.

Se ha observado que el agua Millipore ®, o cualquier disolucién libre de

hidrégeno, genera en este sensor una pequeha y variable d.d.p., que introduce
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fluctuaciones indeseables en el valor final del potencial medido para la muestra.
Dicha d.d.p es la que corresponde al cero de hidrogeno disuelto -que varia con el
tiempo-. Es por ello que, inmediatamente antes de cada medida, como la
anteriormente descrita, siempre se realiza otra medida previa usando un volumen
igual de agua Millipore ®, o en su caso de la correspondiente disolucion, libre de
hidrégeno, con objeto de eliminar dichas fluctuaciones. De tal forma, que la
diferencia entre los valores del potencial medido en ambos casos se corresponde,

tnicamente con la concentracion de hidrégeno en la disolucién.

Asi pues, en el caso que nos ocupa, el valor del potencial asignado al hidrégeno
disuelto en una muestra determinada, resulta de la diferencia aritmética entre los
dos valores méximos alcanzados al medir el agua Millipore ® libre de hidrégeno y
la muestra acuosa hidrogenada, siempre que las medidas se lleven a cabo con el
mismo sensor y en iguales condiciones de presion, humedad relativa y

temperatura (figura 3.8)

70 k 66,83 mV

Potencial (mV)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tiempo (min)

Figura 3.8 Curva de potencial obtenida con 10,0 ml de una muestra acuosa
saturada de hidrégeno y otra de agua Millipore (temperatura = 25,0 °C; presion
atmosférica = 713,8 mmHg y humedad relativa de almacenamiento = 52 %)

Dada la variabilidad en la respuesta que facilita este sensor, para cada muestra
de disolucién hidrogenada, la medida del potencial eléctrico se repite varias veces
manteniendo, en todos los casos, constantes los valores de las diferentes variables

termodindmicas. El dato experimental que finalmente se asigna a una
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determinada concentracion de hidrégeno disuelto es la media aritmética entre
todas las diferencias halladas entre el valor de potencial de cada muestra y su

medida previa correspondiente.

Finalizada la medida experimental, se deja que la membrana Pt-spe elimine
todo el hidrégeno adsorbido y vuelva a su potencial de reposo, antes de iniciar
una nueva medida con ese sensor. El tiempo necesario para ello varia con la
concentracion de hidrégeno presente en la muestra medida, oscilando entre los 10

min. y una hora.

b) Medida amperométrica

La primera operaciéon que se realiza es el ajuste del picoamperimetro, PA2000.
Para ello se le introduce el valor de polarizacién estandar (+80) y se ajusta el valor
del cero en la pantalla. A continuacién se conecta el sensor H2-500 al
picoamperimetro, se selecciona la escala de medida y se procede a calibrar dicho
sensor. A tal fin, se comienza por polariza el sensor, con lo que la sefial de
potencial aumenta rdpidamente, manteniendo dicho aumento durante algunos
minutos. Transcurrido ese tiempo, la pendiente comienza a disminuir hasta que se
dibuja un plateu, lo que suele tardar algunas horas. Una vez alcanzado el valor
estable de potencial, se estd en disposiciéon de iniciar el proceso de calibraciéon
propiamente dicho. Para ello se utilizan dos disoluciones: una de agua Millipore,
que representa el cero de hidrégeno disuelto, y otra con una concentracion de H»
conocida, por ejemplo al 50% desde el valor de la saturacion. Esta concentracion,
al igual que la del resto de las disoluciones empleadas para llevar a cabo las
medidas experimentales, solo se podrd considerar constante durante algunos
minutos, ya que el hidrégeno se va insolubilizando y, en consecuencia, escapando
de la muestra con la consiguiente disminucién de la concentracién de H disuelto

en dicha muestra.

La calibraciéon debe repetirse diariamente a no ser que el sensor se mantenga
polarizado durante el tiempo necesario para realizar un determinado estudio
(toda una tanda de medidas). La calibraciéon tendrd que repetirse solo si, una vez
finalizado un grupo de medidas, dicho sensor se desconecta y se mantiene asi
durante un largo periodo de tiempo (que entre una medida y la siguiente

transcurra un tiempo superior a una semana, aproximadamente)
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Una vez finalizado el proceso de ajuste del picoamperimetro y de calibracién

del sensor, pueden comenzar las medidas de las muestras hidrogenadas.

b.1) Medidas en fase gaseosa

La metodologia seguida para realizar estas medidas es muy similar a la descrita

anteriormente para las medidas potenciométricas.

De manera simultanea a las operaciones de preparacion, el agua Millipore ® es
burbujeada hasta saturacion. Posteriormente, el volumen de disolucion saturada a
utilizar es extraido con la ayuda de una jeringuilla y, finalmente, introducido a
través del septum inferior en la célula de medida, la cual lleva acoplada, en su
parte superior, el sensor mediante otro septum convenientemente perforado. Al
igual que antes, la mezcla del agua saturada de H» y libre de hidrogeno se realiza
en la propia célula de medida. Seguidamente se pone en marcha el proceso de
recogida de datos, habiendo anotado previamente el valor del potencial de reposo
que mostraba el sensor antes de introducir las disoluciones en el interior de la

célula de trabajo.

En el caso del electrodo Unisense ®, no se observé que el agua, la orina, o en su
caso las disoluciones utilizadas en determinados casos, cuando no contenian
hidrégeno solubilizado, generasen sefial eléctrica alguna. Es por ello que, en las
medidas amperométricas, antes de la medida de una muestra no se realizé otra
medida previa idéntica, pero sin hidrégeno, como hubo de hacerse con el sensor
spe. De tal forma que el valor del potencial asignado al hidrégeno disuelto en una
muestra determinada, resulta de la diferencia aritmética entre el valor maximo
alcanzado al medir la muestra hidrogenada y el valor del potencial de reposo

registrado.

b.2) Medidas en disolucion

Como ya se coment6 en el apartado 3.4.2, en este tipo de medidas se utiliz6 una
célula de trabajo no herméticamente cerrada, aunque el disefio de esta célula si
permite mantener durante la medida la disolucién aislada de la atmoésfera del
laboratorio. Por lo tanto, tras registrar el potencial de reposo del sensor, se mezclan

diligentemente en la propia célula la disolucién saturada, procedente del
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burbujeador, y el agua Millipore ® libre de hidrégeno, y se introduce la punta del
sensor sin retirar el protector de plastico. A partir de este momento se comienza a
registrar y almacenar en el ordenador los pasos de corriente generados por la

reaccion.

En la fotografia de la figura 3.9 puede observarse el montaje completo del

sistema de medida.

Figura 3.9 Montaje de las medidas amperométricas en disolucién, instalado en
nuestro laboratorio

El registro del potencial eléctrico, calculado a partir de las medidas de
corriente, frente al tiempo define una curva de trazado parabolico similar a la
encontrada en la medida potenciométrica aunque, en este caso, en el cuarto
cuadrante de la representaciéon cartesiana. Trasladada esta representacion al
primer cuadrante, el valor maximo estable se hace corresponder con el contenido
en hidrégeno de la disolucién. Dicha curva se va dibujando, en tiempo real, sobre

la pantalla del ordenador auxiliar Figura 3.10.

El valor correspondiente a cada muestra bajo estudio viene dado por la

diferencia entre el valor de reposo (polarizaciéon) y el de potencial medido. A
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diferencia de como ocurriera con el sensor potenciométrico, dada la baja
variabilidad observada en la respuesta de este sensor amperométrico, el namero
de medidas a realizar sobre una misma muestra pudo reducirse de forma

considerable (en ocasiones solo fue necesario hacer dos medidas)
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Figura 3.10 Curva de potencial obtenida para una dilucién desde la
saturacion del 70 %, muestra de 8,0 ml de agua medida a 25,0 °C.

Una vez finalizada la medida, el electrodo se lava con abundante agua
destilada y se almacena. En caso de que aparezca cualquier depodsito insoluble,
puede lavarse con una solucién 0,01M de HCI, o con etanol 96% y abundante agua

destilada.

3.5.2 Descripcion de un experimento tipico con muestras de orina
que contienen Hidrégeno bioldgico

Como se mencioné en el Capitulo 2 de esta Tesis Doctoral, investigaciones previas
a este trabajo, llevadas a cabo por nuestro grupo de investigaciéon del
Departamento de Quimica Fisica [43], mostraron evidencias de que el hidrégeno
generado en el intestino de los humanos es eliminado disuelto en la orina.

Aquellos estudios preliminares han constituido la base sobre la que sustentar el
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trabajo de Tesis Doctoral que aqui se presenta y cuyo objetivo cientifico principal
es confirmar, definitivamente, que el hidrégeno es eliminado, también, por via

renal.

Asimismo, constituye también un objetivo importante de este trabajo,
determinar que la cantidad excretada por esta via renal es suficientemente
significativa como para servir de base para el establecimiento de una analitica
clinica especifica, que contribuya a la diagnosis de los trastornos gastrointestinales

que cursan con produccion de este gas.

Por lo anteriormente sefialado, en el presente epigrafe se describe el
procedimiento experimental seguido por nosotros, para la medida de hidrégeno
disuelto en orina, tanto para el caso de sujetos sanos como para aquellos que,

conocemos de antemano, presentan una patologia gastrointestinal.

En primer lugar, debe sefialarse que las personas sometidas a esta prueba que
aqui se presenta, cumplieron, en general, las normas que exige el “test de
hidrégeno espirado” que realiza la unidad de Pediatria del Hospital Universitario
de Canarias. Esto es, observaron una dieta pobre en azicares al menos durante
todo el dia precedente a la realizaciéon de la prueba, no estuvieron sometidos a
tratamiento con antibidticos durante, como minimo, la semana anterior a la
realizacion de la prueba y permanecieron en ayunas desde las diez de la noche del

dia previo, asi como durante todo el tiempo que dur el ensayo.

Los experimentos se llevaron a cabo tras ingerir bien la lactosa contenida en 250
ml de leche entera, o bien una disolucién acuosa preparada con 0,5 ml de lactulosa

(Duphalac ®) por Kg de peso (hasta un méximo de 20 ml de lactulosa)

La primera recogida de una muestra de orina, la denominada orina basal, se
realiz6 inmediatamente antes de la ingestion del aztcar correspondiente. Esta
orina permitié conocer el contenido de hidrégeno residual que poseia el sujeto
después de transcurrido el periodo de semi-ayuno. Las posteriores recogidas de las
muestras de orina se llevaron a cabo en funcién del tipo de azticar suministrado.
En el caso de leche, la primera recogida de muestra tras la ingesta, se realiz6 a las
dos horas, tiempo que se consideré suficiente para que hubiese tenido lugar la
digestion completa de dicha leche. Las restantes muestras de orina se recogieron a
cada una de las horas siguientes. Para el caso de la lactulosa, puesto que se utiliza

para la deteccion de un posible establecimiento de flora bacteriana en el intestino
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delgado, habitat situado antes de su localizaciéon natural (colon), se recogieron a
cada una de las horas siguientes a la ingestién. La recogida de las muestras, en
ambos casos, finaliz6é cuando se detect6 que el hidrogeno dejaba de ser eliminado

(en todos los casos, después de 5 6 6 horas a partir de la ingesta).

Las muestras de orina se recolectan en frascos de vidrio pyrex, con tapa pléstica
roscada provista de un cierre hermético. Estos frascos se mantienen almacenados
en una nevera, a 4 °C aproximadamente, para disminuir en lo posible la tendencia
a escapar que presenta el hidrégeno disuelto en la orina, durante el proceso de la
miccién. Al igual que el burbujeador y la célula de trabajo, el frasco de recogida de
la orina presenta un orificio, practicado cerca de su base, sellado con un septum de
goma por el que posteriormente se hacen las extracciones de las alicuotas de orina,

por medio de una jeringuilla.

Los frascos, llenos de orina, se almacenan también en nevera hasta el momento
de la medida, para aumentar la solubilidad del hidrégeno y evitar, de ese modo,

pérdidas de gas disuelto en las muestras durante el almacenamiento.

Las medidas de muestras conteniendo hidrégeno biolégico fueron realizadas
utilizando el sensor Unisense ®, por la posibilidad de introducirlo directamente en
la muestra, lo que permite una mayor sensibilidad en las medidas; porque
disminuye el tiempo necesario para obtener la propia medida; y porque presenta

una mayor operatividad dada la sencillez y simplicidad de la célula de trabajo.

El procedimiento, por tanto, es el mismo que se ha descrito para las medidas
amperomeétricas en el seno de la disolucién (epigrafe b.2). Se registra el potencial de
reposo que presenta inicialmente el sensor y se pone en marcha la toma de datos

con el programa informatico.

Como paso previo, se atempero6 la orina a 25 °C, mediante la inmersion del
frasco de vidrio recolector que contenia la muestra, en un bafio termostatico. Tras
ello, se extrajeron del referido frasco, con la ayuda de una jeringuilla, los 10,0 ml

de muestra de orina que se introdujeron en la célula de trabajo.

Los valores de potencial que se registraron dibujaron curvas de potencial
eléctrico frente al tiempo, de trazado parabdlico, que alcanzaron un valor méximo
estable (figura 3.11), cuya diferencia aritmética con el potencial de reposo se hizo

corresponder con el contenido de hidrégeno para la muestra de orina en cuestion.
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De ese modo se obtuvieron los contenidos de hidrégeno disuelto en cada una
de las muestras de orina, tanto en las denominadas como orina basal, como en las
correspondientes a los diferentes tiempos de recolecciéon tras la ingesta de

cualquiera de los aztcares con los que se ha trabajado.
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Figura 3.11 Curva de potencial obtenida para una muestra de orina de un sujeto
sano tras la ingesta de un vaso de leche entera, medida a 25,0 °C, con el sensor
amperométrico.

Una vez finalizadas las medidas, todo el material en contacto con las orinas se

limpié con una solucion jabonosa, se aclaré con abundante agua y finalmente con

agua Millipore ®.
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4. Resultados y discusion

4.1 Medidas del hidrégeno disuelto en agua, usando un sensor
potenciométrico

4.1.1 Volumen de muestra

El primer paso en la investigacion que se aborda en esta Tesis Doctoral es,
inevitablemente, establecer cual debe ser el volumen de muestra a utilizar en cada
medida experimental. Para ello hay que tener en cuenta las diferentes variables
que inciden en la medida experimental, asi como otras cuestiones que guardan
relacion con el propio sistema de medida y con el disefio de la célula de trabajo.

Entre ellos, pueden mencionarse los siguientes:

- En primer lugar hay que tener presente que la muestra que va a ser medida es
una disolucion de H> gas. Como es de sobra conocido, este gas es de dificil manejo
en lo que respecta a su estanqueidad, presentando una alta tendencia a escapar del
interior de cualquier recipiente en el que éste se halle almacenado. Tal
circunstancia hace imposible que las muestras medidas puedan ser posteriormente
reutilizadas. Asi pues, sobre cada muestra s6lo se puede hacer una medida. Tal
circunstancia, unida al hecho de la necesaria reiteracién de las medidas en aras de
conseguir una repetibilidad de resultados, condiciona el volumen maximo a

emplear en cada ensayo experimental.

- No obstante lo anterior, hay que tener en cuenta que la solubilidad de los
gases en liquidos es bastante baja. Consecuentemente, el volumen de muestra a
utilizar no puede reducir su tamafio en exceso, ya que de hacerse asi se corre el
riesgo de tener que manejar cantidades de H> excesivamente pequehas que
conllevarian a que su cuantificacién fuese acompafiada de gran error, invalidando
de ese modo la bondad del procedimiento de medida experimental. Asi pues, hay
que buscar un volumen de muestra que sea lo suficientemente grande como para
que la lectura de potencial eléctrico obtenida sea una cantidad representativa,

cuya medida pueda realizarse acompafiada de un error asumible.

- Ahora bien, en el procedimiento de medida y posterior calculo de resultados

se ha considerado que la presion total de la fase gaseosa, en el interior de la célula,
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se mantiene constantemente igual a la presiéon atmosférica. Es decir, que la
cantidad de H> que pasa de estar disuelto en el liquido a estar como gas sobre la
citada disolucién de muestra, es lo suficientemente pequefia como para no alterar
el valor de dicha presion. En otras palabras, desde la 6ptica de la presion del gas
sobre el liquido de muestra, el volumen de la muestra tiene que ser pequefio para
que la cantidad de H, insolubilizado también lo sea y no afecte al valor de la

presion total en el interior de la célula.

Por todo lo anterior, se realizaron ensayos preliminares con diferentes

voltimenes de muestra a fin de seleccionar el de valor 6ptimo.

En la figura 4.1 se presentan, a modo de ilustracién, algunas de las curvas de
potencial eléctrico frente al tiempo de experimentacién, obtenidas para los
diferentes volimenes de muestra ensayados, en el caso de disoluciones acuosas

saturadas de H,.

80 m——T——T—T—7T——T7T T 7T

Potencial (mV)

0 4 8 12 16 20 24 28
Tiempo (min)
Figura 4.1 Respuesta del sensor potenciométrico para los diferentes volimenes de
agua saturada de hidrégeno (temperatura = 25,0 °C, todas las medidas estan
hechas con el mismo sensor)

De la observacion de esta figura se desprende que cuanto mayor es la cantidad
de muestra utilizada, mayor es el valor de potencial eléctrico medido. Conclusién
de todo punto presumible, ya que la concentracion de hidrégeno en la fase gas, en
equilibrio con la muestra liquida, debe aumentar al hacerlo el volumen de muestra
(ecuacién 3-2), como consecuencia de que una mayor cantidad de hidrégeno,

inicialmente disuelto, escapard hacia la fase gas y serd, consecuentemente, medida.
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No obstante, también se observa en la grafica que todas las curvas encontradas
definen claramente un valor maximo, estable, que hace posible, al menos en
principio, que puedan ser utilizadas como base para la determinaciéon de la

cantidad de H; presente en la muestra.

Ahora bien, es necesario analizar con mas detalle estos valores. Para ello, en la
tabla 4.1 se recogen los que corresponden a los promedios calculados a partir de

las diferentes medidas hechas para cada volumen de muestra ensayado.

Tabla 4.1 Valores promedio de los maximos de potencial eléctrico, obtenidos para
diferentes volimenes de muestra acuosa saturada de H, (temperatura = 25,0 °C).

Volumen de agua  Valores de potencial

saturada de H> (mL) maximo (mV)
2,0 14,40 £10,32
5,0 37,21 £9,39
10,0 68,00 £ 2,22

Como puede apreciarse, la dispersion de valores maximos obtenida para cada
uno de los volimenes de muestra considerados es elocuente. En el caso del
volumen menor, 2,0 mL, la desviaciéon estindar que acompafa a las medidas es
considerable (+ 10,32 mV) y equivale a una fluctuacion del 71,7% en los resultados

experimentales, dato éste que es completamente inaceptable.

La situaciéon mejora sustancialmente al aumentar el volumen hasta 5,0 mL (+
9,39 mV, lo que equivale a un 25,2%) si bien dicho valor contintia siendo
inaceptable. Asi pues, aunque en principio para un volumen de muestra de 5,0 mL
la respuesta eléctrica obtenida es suficientemente importante (en torno a 30 mV)
como para pensar que ésta podria ser utilizada con garantias, el error que la
acompafa (25,2%) es mucho mayor que el aceptado para este tipo de medidas, por

lo que la utilizacién de un volumen tan pequefio no es aconsejable.

El resultado encontrado para un volumen de muestra de 10,0 mL si resulta
adecuado. En efecto, la dispersion de los valores medidos es del orden del error
inherente al propio procedimiento de la medida potenciométrica (+ 2 mV) y

representa una fluctuacién de los datos experimentales del 3,3%.

110



En consecuencia, a la vista de estos resultados parece aconsejable aceptar un
volumen de 10,0 mL de muestra como volumen éptimo, pues permite un manejo
adecuado y con garantias suficientes para obtener resultados del potencial medido,
con buena precision. Por ello, el volumen de muestra manejado en todos los
experimentos realizados con el sensor potenciométrico y recogidos en esta

Memoria de Tesis Doctoral, ha sido de 10,0 mL.

4.1.2 Tiempo de saturacion con Ha.

Con objeto de elaborar la correspondiente curva de calibracién con este sensor
sobre la base de las medidas del potencial eléctrico medido para disoluciones
acuosas hidrogenadas (agua Millipore® como disolvente) cuya concentracion
puede ser conocida con rigor, se procedi6é a la preparaciéon de un conjunto de
disoluciones acuosas patrén, obtenidas todas ellas por diluciéon a partir de

disoluciones stock que se prepararon saturadas de H» a 25,0 °C.

Para la adecuada preparacion de cada disolucién acuosa stock, saturada de Ho,
fue necesario optimizar el tiempo de burbujeo con este gas. Es decir, el tiempo que
se estima suficiente para alcanzar la saturacién del disolvente a la temperatura del
estudio (25,0 °C) y que, en consecuencia, ésta pueda servir de base para la
preparacion de las diferentes disoluciones acuosas patron que se utilizaran en la

elaboracién de la curva de calibracion buscada.

La determinacién de este tiempo 6ptimo se llevé a cabo burbujeando, a 25,0 °C
y durante tiempos diferentes, aunque con similar intensidad de burbujeo,
volumenes de 42,0 mL de agua Millipore ®. Estos experimentos se realizaron en
dias en los que la presién atmosférica se mantuvo dentro de un estrecho intervalo
de valores (714,0 y 717,0 mmHg), y que se corresponde, ademas, con el rango maés

frecuente de presiones atmosféricas en la ubicacién de nuestro laboratorio.

Tras el burbujeo del agua Millipore ®, se obtuvieron las curvas de potencial
eléctrico frente al tiempo, con varias alicuotas de 10,0 mL extraidas de cada uno de
los 42,0 mL de agua Millipore® correspondientes a cada tiempo de burbujeo, y se
calcul6 el valor promedio. Dichos resultados numeéricos promedio encontrados
para el valor del potencial eléctrico correspondiente al plateau de las curvas asi

obtenidas, para los diferentes tiempos de burbujeo con hidrégeno ensayados, se
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presentan en la tabla 4.2 y, para una mejor visualizacion, aparecen representados

en la figura 4.2.

Tabla 4.2 Valores promedio del potencial eléctrico medido sobre muestras de 10,0
mL, burbujeadas con hidrégeno a 25,0 °C durante tiempos crecientes (Presién
atmosférica = 714,0 - 717,0 mmHg).

Tiempo de Valores de
burbujeo (min.) potencial (mV)

1,0 11,71 +£0,82

2,0 24,38 £0,15

5,0 57,22 +2,38

8,0 68,03 £1,55

10,0 68,51 £1,98

15,0 68,91 + 2,62
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Figura 4.2 Representacién grafica de los valores de la tabla 4.2.

De la observacién de la figura 4.2 puede apreciarse que a medida que el tiempo
de burbujeo con hidrégeno aumenta, crece el valor del potencial eléctrico medido,
hasta que se alcanza un valor de tiempo de burbujeo a partir del cual el potencial

medido se mantiene constante e independiente de dicho tiempo. Este valor
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maximo constante para el potencial eléctrico, comienza a definirse a partir de un
tiempo de burbujeo de unos 8 minutos (con fluctuaciones que estan en el orden de
magnitud de la incertidumbre inherente al procedimiento de medida, c = £ 2 mV).
Es decir, para tiempos inferiores a 8,0 minutos, la disolucién que se obtiene no se
encuentra saturada, pues el valor del potencial eléctrico medido (que es el reflejo
de la cantidad de hidrégeno presente en la fase gas en equilibrio con la disolucién
acuosa situada en el interior de la célula de medida, y que, a su vez, esta
relacionada directamente con la cantidad de hidrégeno que se desprende desde

dicha disolucién) esta situado en la zona ascendente de la curva encontrada.

A la vista de estos resultados, hay que concluir que para tiempos de burbujeo
iguales o superiores a los 8 minutos, puede considerarse que los 42,0 mL de agua
Millipore® se encuentran saturados de hidrogeno, a 25,0 °C. En consecuencia, al
objetivo de trabajar con un cierto margen de seguridad, el tiempo de burbujeo
empleado en este trabajo de Tesis Doctoral fue de 10 minutos, ya que el uso de

tiempos mayores no se justifica en funcion de los valores de potencial obtenidos.

Evidentemente, estos resultados obtenidos a partir de las medidas de potencial
con el sensor potenciométrico sirven, igualmente, en la preparacion de las
disoluciones acuosas hidrogenadas utilizadas para llevar a cabo las curvas de

calibracién con el sensor amperométrico, tanto en fase gas como en disolucion.

4.1.3 Influencia de la presidon atmosférica sobre el sensor Pt-spe

Como resulta l6gico, si durante un mismo tiempo se burbujea, con similar
intensidad, hidrégeno sobre volimenes iguales de un mismo liquido, a la misma
temperatura y presion, se tiene la certeza de que existird una misma presién
parcial del gas sobre el liquido y, por consiguiente, que una misma masa de este
gas se disolverd en ambos volimenes de liquido. La masa de gas disuelto seré

maxima cuando se alcance el nivel de saturacion del liquido.

Puesto que el burbujeo de las muestras liquidas se lleva a cabo liberando el
excedente de hidrégeno a la atmésfera, el valor de la presion parcial del gas sobre
el liquido coincidird con el de la presién externa, o sea con la presiéon atmosférica
existente en ese momento. En consecuencia, el valor de la presiéon atmosférica

correspondiente al momento del burbujeo, influye en la cantidad de gas
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solubilizado, esto es, en la mayor o menor cantidad de hidrégeno que, en ese
momento, se disuelva en el volumen de agua elegido. De ahi la importancia de
conocer qué relacion de dependencia existe entre dicho valor de la presiéon

atmosférica y la solubilidad del gas.

Dado que es evidente que la presiéon atmosférica no es una variable
experimental que pueda ser controlable por el experimentador, se hace necesario
realizar estudios en los que el valor de esta variable se modifique, mientras el resto
de ellas se mantiene inalterable: volumen de agua en el interior del burbujeador,
temperatura y tiempo de burbujeo, humedad del sensor. De esta manera puede

cuantificarse la posible influencia ejercida por esta magnitud.

En la figura 4.3 se representan los resultados obtenidos en este estudio con
disoluciones acuosas de H> de diferentes concentraciones, expresadas como
porcentaje de dilucion desde la saturacion de la muestra (el valor del 0% de dilucion
corresponde a la muestra totalmente saturada) y para los diferentes valores de
presiéon atmosférica existente en los dias en los que se realizaron los ensayos (un
rango de presiones atmosféricas relativamente amplio). En todos los porcentajes de
dilucion desde la saturacién analizados (0, 50, 70 y 80%) se aprecia con claridad una
distribucién aleatoria de valores en torno al promedio resultante (destacado por
una linea, en color azul, en las graficas que se muestran en la mencionada figura

4.3) de todos los medidos experimentalmente.

Este resultado permite concluir que el efecto de las variaciones en la presion
atmosférica es lo suficientemente pequefio como para quedar enmascarado dentro
del error experimental que acompana a este tipo de medidas. Asi pues, puede
estimarse aceptable prescindir de la consideraciéon de que exista relaciéon o
tendencia alguna, entre las medidas de concentraciéon de H de la muestra liquida,
a través de la determinacion del potencial eléctrico, y las de presion atmosférica a
la cual se realizan las medidas, al menos en el intervalo de valores de presién aqui

ensayado.

La existencia de fluctuaciones en las medidas experimentales realizadas, que se
observa en la figura 4.3, viene propiciada por la variabilidad experimental de la
membrana del sensor, pero no puede ser atribuida a ningtin efecto de la presiéon
atmosférica a la cual se ha realizado el burbujeo del hidrégeno. En cualquier caso,

estos resultados permiten afirmar que, mientras las variaciones de presion
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atmosférica no sean importantes y se mantengan dentro del orden de magnitud
anteriormente ensayado, la cantidad de hidrégeno solubilizado en la muestra
liquida, durante un determinado tiempo de burbujeo, puede considerarse que es
practicamente la misma. Ahora bien, a la vista de este resultado, se hace necesario
considerar la imprescindible obligacién de realizar un amplio nimero de medidas
experimentales con cada muestra, para obtener un valor promedio que pueda

considerarse representativo.
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Figura 4.3 Potenciales obtenidos con muestras de 10,0 mL, en un amplio rango de
presiones atmosféricas y diferentes porcentajes de dilucion desde la saturacion: a) sin
diluir y 70,0%; b) 50,0% y 80,0% (temperatura = 25,0 °C)

115



Resultados y discusién

Por ello, los valores que se ofrecen como datos experimentales en este trabajo
de Tesis Doctoral, se corresponden con los de la media aritmética obtenida a partir

de todas las medidas experimentales realizadas sobre una misma muestra.

4.1.4 Grado de humedad relativa de la membrana polimérica

Puesto que el sensor electroquimico contiene un electroélito sélido, puede esperarse
que las variaciones de humedad del ambiente en el que se almacena el sensor y/o
se realizan las medidas (por ejemplo, como consecuencia de los cambios

climatolégicos que tengan lugar) afecten su respuesta potenciométrica.

Con objeto de estudiar si el comportamiento de los sensores potenciométricos
aqui empleados se ve afectado por las diferentes condiciones de humedad bajo las
cuales se lleva a cabo el almacenamiento de éstos, se diseiid una serie de
experimentos en los que ésta variaba, mientras el valor de la presion atmosférica
se mantenia dentro de un estrecho intervalo de = 3 mmHg (variacién que es la mas

frecuente en La Laguna, a lo largo de un dia de trabajo)

Tomando muestras de 10,0 mL de agua saturada de hidrogeno, se midieron los
valores de potencial, en mV, para el amplio rango de humedades que se indican
en la tabla 4.3. Esos valores corresponden a las condiciones de almacenamiento de

los sensores, dentro de una urna, durante las horas previas a su utilizacion.

Tabla 4.3 Valores promedio de potencial, obtenidos en un amplio rango de
porcentajes de humedad relativa de almacenamiento de los sensores
potenciométricos (volumen de muestra = 10,0 mL, temperatura = 25,0 °C, presién
atmosférica = 712,5 - 715,0 mmHg)

% Humedad de
almacenamiento Valores de potencial
de los sensores

25 64,12 +4.71
30 71,86 £2.98
35 73,18 £4.70
40 70,99 £ 0.69
43 62,71 +1.88

44 59,81 +£1.31
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48 57,14 £4.59

49 49,03 +2.66

51 58,01 +4.93
54(*) 62,36

57 67,68 +5.43

60 61,35 +3.21

61 58,51 +2.61

64 61,99 +2.79
66(%) 54,47

68 29,54 +2.20
70(%) 51,67
72(*) 27,51

75 32,80 + 8.45

77 24,76 +5.79

(*) con esta muestra solo se realiz6 una medida de potencial eléctrico

Puesto que, como se ha explicado en el capitulo 3, cada medida del potencial de
una muestra con el sensor potenciométrico lleva asociada una medida previa
idéntica, aunque libre de hidrégeno, la cual hemos denominado cero de hidrogeno
disuelto, cada uno de los resultados mostrados en esta tabla 4.3 corresponde al
valor promedio, calculado con las diferencias entre los potenciales de cada
muestra y el de su medida previa con agua Millipore ®, realizadas sobre un mismo
porcentaje de humedad relativo de almacenamiento. Dichos valores estan

representados, frente al % de humedad, en la gréfica de la figura 4.4.

La observacion de esta grafica permite constatar la importancia que tiene, en la
respuesta del sensor, el grado de humedad que posee su membrana. Asi, puede
verse como al incrementarse la humedad de almacenamiento se va reduciendo
progresiva y considerablemente el valor de potencial medido, para un mismo
volumen de agua saturada con H; y a la misma temperatura. En esta grafica se
observa que cuando el sensor es almacenado en condiciones de relativa sequedad,
esto es, cuando la humedad se encuentra en torno al 35 %, se obtiene un valor

méximo de la lectura de su potencial.
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Figura 4.4 Influencia de la humedad relativa de almacenamiento sobre el
potencial medido con los sensores potenciométricos empleados.

El ajuste polinémico de estos datos asi encontrados define una curva de trazado
parabdlico en forma de campana. A la vista de dicho ajuste, podria predecirse una
disminucién de las medidas de potencial si se extrema la sequedad durante el
proceso de almacenamiento. Sin embargo, los experimentos de confirmacién de
esa predicciéon no han sido llevados a cabo. En primer lugar, porque como se ha
comprobado, la sequedad severa produce el deterioro de las membranas en el
sensor y, en segundo lugar, porque porcentajes de humedad ambientales por
debajo del 25 % constituyen casos muy excepcionales en nuestro laboratorio de la

Universidad de La Laguna.

Al observar estos resultados, pareceria deducirse que las membranas miden
valores maximos de potencial cuando son almacenadas en condiciones de baja
humedad (35 %). Sin embargo, puesto que antes de proceder a la medida de la
disolucién hidrogenada, se realiza una medida previa con agua Millipore ®, para
establecer el cero de hidrogeno disuelto, y dado que esta medida suele durar una
media hora, aproximadamente, este tiempo es suficiente para re-hidratar, al
menos parcialmente, de nuevo la membrana. Esta operaciéon, por tanto,
“enmascara” el grado de hidratacién que posee la membrana en el momento de
realizar las medidas que estan recogidas en la tabla 4.3 y figura 4.4 por lo que se
hace necesario idear otro tipo de experimentos que permitan identificar cual es, en

realidad, el grado de humedad de las membranas a fin de introducir rigor en el
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estudio de esta variable operativa.

Con el fin de probar la aseveracion anterior, al tiempo que estudiar otros
posibles efectos que pudieran influir sobre las lecturas de potencial al medir las
muestras, se repitié un nuevo barrido de humedades, aunque en esta ocasién sin
realizar la medida previa del cero de hidrogeno disuelto. Los valores asi encontrados
aparecen recogidos en la tabla 4.4, conjuntamente con los anteriormente obtenidos
tras realizar la medida previa en agua, pero sin realizar la diferencia aritmética con
el potencial registrado en dicha medida previa, a los efectos de estudiar

tunicamente el efecto que la hidratacién de la membrana conlleva.

Tabla 4.4 Valores de potencial obtenidos a diferentes porcentajes de humedad de
almacenamiento: a) con medida previa de agua Millipore® y b) sin medida previa
(volumen de muestra = 10,0 mL, temperatura = 25,0 °C, presién atmosférica = 712,5 -
715,0 mmHg)

% Humedad de
almacenamiento de

Potencial con medida Potencial sin medida
previa de agua previa de agua
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35 74,21 +10,05 41,23 + 8,79
37 - 54,37 + 6,23
40 72,10 £ 4,36 59,78 £ 5,02
45 - 66,15 + 3,71
50 - 62,78 + 2,81
51 58,12 + 7,45 68,10 + 2,96
54 63,82 +3,26 72,85+ 5,47
55 - 81,49 +4,78
57 61,51 £5,85 68,13 + 6,89
58 - 77,66 + 3,43
59 - 78,25 + 2,89
60 61,58 + 4,84 68,25 + 5,01
64 63,34 £4,71 47,41 +4,78
65 - 43,69 £ 6,89
67 - 50,21 + 3,91
68 33,01 +£ 5,56 41,25 + 4,89
70 53,06 51,02

75 31,04 £ 14,94 50,91 + 10,98
80 - 45,75 £ 9,81
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Asimismo, para una mejor visualizacién de esta comparacion, en la figura 4.5 se
han representado graficamente estos resultados (es decir, los obtenidos midiendo
directamente las muestras, sin realizar la medida previa de agua, por lo que el
porcentaje de humedad de almacenamiento de la membrana coincide con el valor
que, en realidad, posee ésta en el momento de la medida del hidrégeno; linea de
trazado en rojo) junto con los recogidos en la primera columna de la tabla 4.4 (esto
es, los encontrados tras realizar la medida previa del cero de hidrogeno disuelto -
pero sin de efectuar la diferencia aritmética con dicho valor de cero- en cuyo caso,
el porcentaje de humedad a la que ha sido almacenada la membrana no coincide
con el que realmente tiene ésta a la hora de realizar la medida del hidrégeno -al

haberse rehidratado-; linea de trazado en azul).

Al observar la figura de ambas curvas superpuestas, puede apreciarse como los
resultados obtenidos evidencian, de manera concluyente, la influencia de la
hidratacién de la membrana, que tiene lugar como consecuencia de la medida
previa de agua. Dicha influencia se traduce en la modificacion tanto de la forma
de la representaciéon grafica resultante, como de la posicion del maximo de

potencial encontrado.
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% Humedad de almacenamiento

Figura 4.5 Comportamiento del sensor potenciométrico frente al porcentaje de
humedad de almacenamiento, para dos situaciones de medida: a) con medida
previa de agua (trazado azul); b) sin medida (trazado rojo) (volumen de muestra
=10,0 mL, temperatura = 25,0 °C, presion atmosférica =712,5 - 715,0 mmHg).
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Asi, se puede afirmar que:

1. La préactica de realizar la medida previa de agua suaviza,
considerablemente, las pendientes de las ramas ascendente y descendente de la
campana (trazada en azul). Este resultado posee una gran trascendencia ya que
permite contar con un intervalo de humedad relativa mucho mas amplio para

el trabajo experimental.

2. La posicion del maximo de potencial en cada caso, se corresponde con un
diferente % de humedad de almacenamiento del sensor. Cuando no se hace la
medida previa del agua, este maximo se sitia en torno al 55 %, mientras que si
dicha medida se realiza, el citado maximo se desplaza hasta la posiciéon del 35
%. Esto lleva a concluir que, efectivamente, la medida previa del agua ejerce un
importante efecto de re-hidrataciéon de la membrana que desplaza el méximo
de la campana hacia la izquierda (en una cuantia de unas 10 - 15 unidades) lo
que hace suponer, en primera instancia, aunque erréneamente, que las
condiciones de humedad 6ptimas para el trabajo son menores a las que

realmente se requieren.

3. Del andlisis de la zona por encima del 45 % de humedad de
almacenamiento, se evidencia que la sobre-hidratacién de la membrana (linea
de trazo azul) conduce a lecturas de potencial menores de las esperadas. Esta
circunstancia puede venir justificada por el hecho, ya comentado
anteriormente, de que al proceder a la medida previa de agua pura, el grado de
humedad de la membrana del sensor se incrementa, por lo que el valor “real”
de esta humedad se corresponde con porcentajes superiores a los de

almacenamiento, que se han supuesto como valores de partida.

Asi, por ejemplo, en base a la figura 4.5, es posible sugerir cudl debe ser el
verdadero valor del porcentaje de humedad de la membrana del sensor en el
momento de la medida de una muestra con hidrégeno. En efecto, de acuerdo con
la trayectoria que se ha sefialado en la referida figura (tramos marcados con los
nameros 1, 2 y 3), el grado de humedad “real” de la membrana del sensor debe
estar en torno al 68% si el valor de potencial medido es de 55,0 mV. En
consecuencia, dado que el grado de humedad al que estuvo almacenado este

sensor fue del 55,0%, la medida previa en agua le produce una hidratacion
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adicional de un 13%, aproximadamente. Hay que sefalar que la diferencia entre
ambas curvas, con y sin medida previa de agua pura, va siendo, evidentemente,
cada vez menor a medida que aumenta la humedad de almacenamiento, puesto
que la respuesta del sensor viene determinada por la capacidad limite de

hidratacion de la membrana.

4.  Cuando se almacena por debajo del 40 % de humedad, los resultados
encontrados reflejan que, por el contrario, la hidratacién produce un aumento
considerablemente importante del potencial medido, puesto que el verdadero
porcentaje de humedad que posee la membrana no es el de almacenamiento

sino mayor (en torno al 50 - 55 %).

No obstante lo indicado con anterioridad, el anédlisis de la figura 4.5 permite
realizar otras consideraciones que resultan de gran importancia a la hora de
decidir cuales son las condiciones 6ptimas de trabajo para este sensor. Y es que, a
pesar de que la medida previa de agua reduce (a partir del 45 %) numéricamente
la lectura de potencial de la muestra, con el consiguiente aumento del error
relativo de la medida, su realizacion presenta dos importantes ventajas: en primer
lugar, proporciona un mayor intervalo de humedades de almacenamiento; y en
segundo, posibilita que variaciones moderadas en el grado de humedad de la
membrana (durante su manipulacién fuera de la urna, o asociadas a cambios

climatolégicos) no afecten de manera sensible su registro de potencial.

Hay que afiadir a las ventajas anteriormente expuestas que, tal y como se
explicé en el capitulo 3, en su epigrafe 3.5.1, dicha practica resulta, ademas,
recomendable porque nos permite eliminar la sefial eléctrica que el agua o
cualquier disolucién libre de hidrégeno genera en la membrana polimérica y que,
como ya se ha dicho en otras ocasiones, hemos denominado valor del cero de
hidrogeno disuelto. Dicha sefial confiere indeseables fluctuaciones a los valores del

potencial correspondientes a las muestras con hidrégeno disuelto.

Esta dltima afirmacién se hace mas patente al mirar hacia los datos recogidos
en la tabla 4.5.
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Tabla 4.5 Valores del potencial calculados (columna derecha) a partir de los
obtenidos, para cada muestra de 10,0 mL saturada (columna central) y su
correspondiente medida previa de agua (columna de la izquierda) (temperatura
= 25,0 °C, humedad de almacenamiento = 54 %, presién atmosférica = 712,0 -

714,0 mmHg)
Potencial para 10 mL Potencial para 10 mL de Diferencia
de agua (mV) muestra saturada (mV)  Aritmética (mV)

19,61 79,63 60,02

2,66 66,83 64,17

-3,22 59,72 62,94

-1,24 67,72 68,96

-3,52 59,49 63,01
Valor promedio 66,68 * 8,20 63,82 + 3,26

En ella se aprecia como el primer valor de potencial, que aparentemente
aparece como excepcionalmente elevado (79,63 mV) respecto a los demas
obtenidos para 10,0 mL de muestra, eleva el valor de la desviacién estandar de la
medida global (promedio) hasta + 8,20. Sin embargo, cuando se halla la diferencia
aritmética respecto del valor medido en agua (19,61 mV), el valor de la medida
disminuye sensiblemente (hasta 60,02, situandose incluso por debajo del valor
promedio correspondiente al conjunto de medidas realizadas sobre esa muestra),
asi como el de dicha desviacién (hasta * 3,26, valor que se encuentra en el mismo
orden de la desviacién aceptada, + 2,85, para este trabajo). Esta disminucién
apreciable de la desviacién estandar de las medidas, o lo que es lo mismo, la
disminucién de la dispersiéon de los resultados experimentales encontrados con

ocasion de la medida inicial del agua pura, hace esta practica recomendable.

Antes de finalizar este epigrafe, es conveniente volver sobre los resultados
recogidos en la figura 4.5 y resaltar que la respuesta del sensor es méxima (unos 75
mV) cuando el grado de humedad de almacenamiento esta en el entorno del 35%
y se lleva a cabo la medida previa de agua. No obstante, no es recomendable
mantener este tipo de membranas por debajo del 50% de humedad, durante
periodos largos, ya que la deshidrataciéon que ello conlleva produce efectos muy

negativos sobre su funcionamiento [57].

Por todo lo anteriormente sefalado, en este trabajo de Tesis Doctoral, todos los

resultados que se presentan obtenidos con el sensor potenciométrico, se han
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obtenido almacenando estos sensores en un ambiente del 50 - 55 % de humedad
relativa y, ademads, realizando siempre la medida previa del agua pura, o sea con

un contenido de humedad relativa de su membrana en torno al 65%.

4.1.5 Curva de Calibracion

Conocido el tiempo de burbujeo necesario para lograr la saturacion del agua
colocada en el burbujeador y decidido el volumen de muestra mas apropiado para
utilizar en la célula de medida, asi como las condiciones de humedad mas
adecuadas para optimizar el rendimiento del sensor, se estd en disposicion de
obtener la curva de calibracion. Esta se elabor6 a partir de la medida del potencial
eléctrico generado por varias disoluciones acuosas de hidrégeno a diferentes

concentraciones de ese gas.

Tales disoluciones se obtuvieron diluyendo, con agua Millipore® libre de

), en

hidrégeno (VHZOA ), diversos volimenes de agua saturada de hidrégeno (Vsm_
funcién de la concentracion final buscada. La mezcla de ambos liquidos se realiza
en el interior de la propia célula de trabajo. Para ello se introdujo, previamente, el
agua Millipore® libre de H; en la célula, se cerr6 ésta y se termostaté a 25,0 °C. A
continuacién se afiadio, procedente del burbujeador, el volumen de agua saturada
de hidrégeno necesaria para obtener la concentracion deseada, expresada como

porcentaje de dilucion desde la saturacion.

Los diferentes porcentajes de dilucion desde la saturacion utilizados se eligieron de
manera que se cubriese una amplia escala de concentraciones a intervalos
regulares. Ademas, se procuré siempre tomar, con la jeringuilla, volimenes de
disolucién saturada que se correspondiesen con niimeros enteros, dada la mayor

precisiéon que puede tenerse al medir éstos frente a los valores fraccionarios.

Las concentraciones molares y en unidades v/v para cada una de las
disoluciones que conforman la curva de calibracién, se calcularon utilizando las
expresiones matemaéticas 2-32 y 2-34, respectivamente, ya vistas con anterioridad

en el epigrafe 2.12.
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Tabla 4.6 Disoluciones acuosas de hidrégeno empleadas para elaborar la curva de
calibraciéon del sensor potenciométrico (Volumen de muestra = 10,0 mlL;
temperatura = 25,0 °C; presién atmosférica = 708,0 - 720,0 mm Hg)

Porcentaje de I.VHZO + VSat,J Ch, Ch, Ch, ppm

dilucién (mL) (mol/1) (v/v) (v/v)
70 7,0+ 3,0 2,152 104 5,265 103 5265

80 8,0+2,0 1,435 104 3,510103 3510

90 90+1,0 7,173 105 1,755 103 1755

95 95+0,5 3,587 105 8,775 104 877,5

98 98+0,2 1,435 105 3,510 104 351,0

98,5 9,85 + 0,15 1,073 105 2,633 104 263,3

La tabla 4.6 muestra la correspondencia entre los diferentes porcentajes de
dilucion desde la saturacion de las disoluciones empleadas y sus concentraciones
expresadas mediante ambas unidades. En la tltima columna se ha expresado la
concentracion de la disolucién en ppm (partes por millén, volumen/volumen) ya
que son las unidades generalmente utilizadas en la determinaciéon de hidrégeno

en el aire espirado.

En todos los casos, con excepciéon de la saturacion (muestra sin diluir), el
volumen de la disolucién final (10,0 mL) se alcanza mezclando el volumen de

disolucion saturada de H» (V ), extraido del saturador mediante la jeringuilla,

sat.

con el correspondiente volumen de agua Millipore® libre de hidrégeno, (VH20. ) El

calculo de estas concentraciones, a partir de las ecuaciones 2-32 y 2-34, se ha
realizado bajo la suposiciéon de que ambos voltimenes son aditivos, lo cual no
supone una aproximaciéon muy drastica ya que, en nuestras condiciones de
trabajo, tanto las disoluciones iniciales como las finales resultantes presentan un

comportamiento idealmente diluido, dada la baja solubilidad del Ho.

A continuacién, a modo de ilustracion, se presenta el calculo correspondiente a
la disolucién del 70% de dilucion desde la saturacion. La muestra, de 10,0 mL , esta

constituida por una mezcla de 3,0 mL de disolucion acuosa saturada de hidrégeno
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(Voo = Vieow, =3,0ml) —que se inyecta en la célula usando la jeringuilla- y 7,0 mL
de agua Millipore® libre de hidrégeno (VHZO =7,0 ml) que se adiciona, al inicio, a la

célula de trabajo. Asi pues, la ecuacion (2-32):

_ P (azﬁsz .Vdisolw)
27 RTV (2-32)

disoluc.

tras sustituir el volumen total de disolucién por la suma de los volimenes de agua

y de disolucion saturada, queda de la siguiente forma:

P (o - Vi)

sat

B T RT(V, o + Vi)

que, al reemplazar los correspondientes valores numéricos, permite obtener:

_1.0,01755-3
27 0,08206-298,15-(7+3)

=2152-10"*mol/L

Su concentracién de hidrégeno, expresada como v/v (volumen de H: en el

volumen de la disolucién) se calcula haciendo uso de la ecuacién 2-33:

n M
Cy, (VV)=—2— — (2-33)

disoluc. sz

la cual, tras introducir los valores numéricos correspondientes, lleva al valor de:

12,0158 g/mol

C,y. (v/v)=2,152-10"*mol/L
: 0,08239 g/L

=5,265-10"
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Al mismo valor de concentracién de hidrégeno v/v y, quizas, de forma mas

sencilla, se llega aplicando la ecuacion (2-35):

V25 (125 .V (125 .V
CHZ (V/V) — H, — H, sat — H, sat (2_35)
disoluc. Vdisoluc. VHZO + Vsat.
Cp,. (VIV) = w =5,265-10"
: (7+3)ml

Tal como se ha indicado con anterioridad en esta Memoria de Tesis Doctoral,
las medidas de potencial eléctrico del sensor potenciométrico no se realizan en el
seno de la disolucién sino que se llevan a cabo en la fase gaseosa, esto es, sobre la
disolucién. Por tanto la medida que se obtiene se corresponde con el potencial de
una pila que contiene el hidrégeno insolubilizado procedente de los 10,0 mL de
muestra liquida. Consecuentemente, resulta necesario conocer cudl es la
concentracion del referido gas H> en dicha fase gaseosa, que se encuentra en
equilibrio con la correspondiente disolucién, en el interior de la célula de trabajo.

Para realizar dicho calculo, la ecuacion (2-35) anterior debe transformarse en la:

25 25

\% (O
Cp, (VV)=——= \*; (4-1)

fase gas.

fase gas.

puesto que en el denominador debera aparecer el valor del volumen ocupado por
la fase gas en el interior de la célula de trabajo, ya que es en dicha fase en la que se

encuentra disperso el hidrégeno.

Esta nueva expresion (4-1) puede ser perfectamente asumida debido a que,
como se verd mas adelante, el 99,99% del hidrégeno que se encuentra inicialmente
disuelto en los 10,0 mL de disolucién saturada, termina pasando a la atmésfera

gaseosa de la célula de trabajo.

Este volumen de la fase gaseosa se determiné por diferencia de pesada entre la
célula totalmente llena con agua Millipore® y la célula conteniendo tan solo 10,0
mL de agua. Una vez obtenida la diferencia, ésta se dividié por la densidad del

agua a la temperatura de trabajo, 25,0 °C.
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Ya que en este estudio de Tesis Doctoral se usaron tres células de trabajo
diferentes y que, obviamente, la capacidad de todas ellas no es “exactamente” la
misma, se realiz6 un andlisis para determinar cémo las pequefias diferencias de
volumen existentes entre todas ellas, podrian influir sobre los valores de potencial

medidos para una misma disolucion.

Los distintos valores encontrados para el volumen de la fase gaseosa sobre la
disolucion, correspondientes a dichas tres células, estdan recogidos en la tabla 4.7.
Como puede verse, estos valores se sitiian en torno a un valor promedio de 30,28 +
0,33 mL. Es decir, con oscilaciones respecto a dicho valor promedio del 1%,
aproximadamente. Asimismo, para ilustrar cémo estas pequenas diferencias en el
valor del volumen de la fase gaseosa sobre la disolucién afectan a los valores de
potencial eléctrico medidos (potencial que es funcién de la concentraciéon del
hidrégeno presente en la fase gaseosa; valor éste que, a su vez, viene afectado por
el del volumen de la referida fase gaseosa), en la tabla 4.7 aparecen recogidos,
también, los potenciales obtenidos usando los volimenes correspondientes a cada
una de las células en particular, para el caso de dos porcentajes de dilucion desde la
saturacion diferentes (70 y 90%). Como puede apreciarse facilmente, la dispersiéon
de las medidas eléctricas es sensiblemente inferior a la de los volimenes. En efecto,
éstas se amortiguan hasta alcanzar el 3 y 2,5 %o, respectivamente, para ambos
porcentajes. Es decir, esas pequefias diferencias de volumen detectadas superan la

capacidad de resolucién del sensor potenciométrico.

Tabla 4.7. Influencia del volumen de la fase gaseosa de las células de trabajo
utilizadas, sobre los valores de potencial medidos con el sensor potenciométrico

Volumen de Potencial para Potencial para
Célula de fase gaseosa muestras muestras
Medida
(mL) al 70 % (mV) al 90 % (mV)
1 30,13 94,32 59,98
2 29,98 94,15 60,21
3 30,75 94,88 59,86

A la vista de estos resultados, se decidié trabajar indistintamente con las

diferentes células y utilizar en los calculos, como volumen de fase gaseosa, el valor
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promedio aritmético de 30,28 mL obtenido con todos ellos.

Una vez definido el volumen de la fase gaseosa, se puede calcular la
concentracion de hidrégeno insolubilizado utilizando la ecuacion (4-1). Los valores
obtenidos para los porcentajes de dilucion desde la saturacion manejados se muestran
en la tabla 4.8. A continuacién, como ilustracién, se detallan estos calculos para

una dilucién del 70,0 % de dilucion.

ap -V,
CH2 (V/V) — H, sat.

fase gas.

_0,01755-3mL

=1,739-10"
30,28 mL

Las concentraciones que aparecen en la tabla 4.8 estan calculadas bajo la
suposiciéon de que todo el hidrégeno, inicialmente disuelto en los 10,0 mL de
disolucién de muestra, se insolubiliza y pasa a la fase gaseosa para ser medido alli.
Para corroborar esta tdltima suposicion, se realizé el calculo, utilizando las
ecuaciones (2-48) y (2-49), del nimero de moles de hidrégeno que escapa desde la
disoluciéon hacia la fase gaseosa en cada concentracién y del tanto por ciento que
dicha cantidad supone respecto de la inicialmente disuelta en la disolucién de

muestra, respectivamente.

Tabla 4.8 Concentracién de hidrégeno en la fase gaseosa para los diferentes
porcentajes de dilucion desde la saturacion estudiados, expresada en concentracion
v/Vy en partes por millén v/v

Cy, C

Porcentaje H, ppm
de dilucion vV /v
70 1,739 103 1739
80 1,159 103 1159
90 5,797 104 579,7
95 2,898 104 289,8
98 1,159 10+ 115,9
98,5 8,695 105 86,95

Seguidamente se ilustra este calculo con el ejemplo de una disolucién del 70,0%

de dilucién desde la saturacion.
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El ntmero de moles de hidrégeno inicialmente disueltos en esta disolucién

sera:
Pla® -V . .3.10°2
fy = ( H, sat.):1 0,01755-3-10 2151949 10~ mol
2 RT 0,08206 - 298,15

Por otra parte, la ecuacion (2-48) quedard expresada de la forma:

n _ nl—[2 : (Vinic. - Vdisoluc.) _ nHz ) (Vfase gas ) (2_48)
H, (insolub) Ny RT+ (Ve = Vieone) Dy, *RT + (Vi)

Tras sustituir los valores numéricos se obtiene:

. ~ 2,151949-107° - 30,28
Hamel) T2 151949 .10 - 0,08206 - 298,15 )+ (30,28)

nHz(insolub) =2,151%46 - 10_6 mol

n . . -6
H, (insolub) .100 = 2,151946 -10™ mol -100 =99,99% (2-49)

ny 2,151949 - 10 ° mol

2

El valor encontrado, andlogo al del resto de los porcentajes de dilucién
estudiados, ilustra, tal como se ha venido sefialando a lo largo de esta Memoria,
que practicamente la totalidad de la cantidad inicial de hidrégeno presente en la

disolucién de muestra se insolubiliza pasando a la fase gaseosa.

Ahora bien ;jcuanto tiempo debe transcurrir para que tenga lugar este proceso
de transito del hidrégeno desde una fase a la otra? La respuesta a esta pregunta

puede obtenerse mediante el concurso de un sencillo experimento.

Este consisti6 en medir la concentracion de hidrégeno que atin permanecia
disuelta, en una serie de muestras de agua, cuyos porcentaje de dilucién desde la
saturaciéon eran inicialmente iguales (70 %), tras permanecer expuestas a la
atmosfera del laboratorio (y sometidas a una agitaciéon continua de 550 rpm)

durante tiempos crecientes. Las medidas se llevaron a cabo en disolucién, por lo
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tanto con el sensor amperométrico, pero en la célula de trabajo utilizada en las

medidas potenciométricas, aunque esta vez sin llave de punzoén.

Los potenciales eléctricos generados estan recogidos en la tabla 4.9.

Tabla 4.9 Valores de potencial registrados con muestras de igual concentracién
inicial de hidrégeno disuelto, tras ser expuestas a la atmosfera del laboratorio
durante tiempos crecientes

Tiempo (min) Potencial (mV) H; residual (%)

0 22,01 100
2 3,42 15,53
5 0,095 043
10 0,042 0,19
20 0,004 0,018

Como puede comprobarse, el disefio de la célula para las medidas
potenciométricas permite que, a los 20 minutos de comenzada una medida, la
concentracion del hidrégeno inicialmente disuelto en la muestra, se haya reducido
drasticamente (hasta un 0,02 %). Es decir, se puede asegurar que, transcurrido ese
tiempo, el 99,98% del gas inicialmente disuelto se ha insolubilizado y pasado a la

fase gaseosa, en equilibrio con la liquida.

Asi pues, a la vista de estos resultados y teniendo en cuenta que el tiempo
medio de duracién de una medida con el sensor Pt-spe gira en torno a los 20,0
min, puede afirmarse que, efectivamente, tal y como se ha venido manteniendo en
diversos pasajes de esta Memoria, el hidrégeno abandona masivamente la
disolucion, para pasar a la fase gaseosa en el interior de la célula y que esto ocurre

en un tiempo no superior al empleado en el transcurso de la medida.

Conocidas las concentraciones de hidrégeno en la fase gaseosa de cada una de
las disoluciones estudiadas, se esta en disposiciéon de relacionar los potenciales
eléctricos obtenidos con el logaritmo decimal de estas concentraciones, tal y como
prevé la ecuacion de Nernst (caso de que este sensor potenciométrico presente un
comportamiento nernstiano). En la tabla 4.10 se muestran los valores promedio de
potencial registrados en la fase gaseosa, sobre las disoluciones de las diferentes

concentraciones ensayadas.
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Tabla 4.10 Valores de potencial medidos experimentalmente y del logaritmo
decimal de la concentracién de H; en la fase gaseosa, para los diferentes porcentajes
de dilucion desde la saturacion utilizados en la elaboracion de la curva de calibracion
(Volumen de muestra = 10,0 mL; temperatura = 250 °C; humedad de
almacenamiento = 50 - 55%; presién atmosférica = 708,0 - 720,0 mm de Hg)

Porcentaje de Log.CH2 ppm  Potencial

diluciéon Vv (mV)
70 3,240 94,54

80 3,064 80,95

90 2,763 59,91

95 2,462 41,40

98 2,064 17,58
98.5 1,939 12,46

En la figura 4.7 se han representado graficamente los potenciales obtenidos frente
al logaritmo decimal de las concentraciones del hidrégeno, en ppm (v/v),
insolubilizado hacia la fase gaseosa, sobre la disoluciéon, para los diferentes

disoluciones acuosas patrén preparadas.
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Figura 4.6 Curva de Calibracién, potencial frente al logaritmo de la concentracién
de H> insolubilizado, en las distintas disoluciones estudiadas, para el sensor Pt-
spe (Volumen de muestra = 10,0 mL; temperatura = 25,0 °C; humedad de
almacenamiento = 50 - 55%); presion atmosférica = 708 - 720 mm Hg).
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Dicha representaciéon define, en esta zona de concentraciones de hidrégeno

moderadas, una linea recta que responde a la ecuacion lineal:

E=-112,18 +63,08-LogC,, (4-2)

Del andlisis de esta representacion se puede concluir, en primer lugar, que,
dentro del intervalo de concentraciones estudiadas, el comportamiento del sensor
con el logaritmo decimal de la concentracién de hidrégeno es lineal, presentando
ademads un excelente coeficiente de correlacion (0,998). Ahora bien, la pendiente
definida (63,08 mV/década) no se corresponde con el valor tedrico previsto por la
ecuaciéon de Nernst (30 mV/década), por lo que, al menos en principio, no se

puede asumir un comportamiento nernstiano para este sensor, Pt-spe.

En segundo lugar, hay que sefialar, al observar con detalle la figura, que a
medida que las disoluciones van siendo mds concentradas en hidrégeno, esto es, el
porcentaje de dilucion desde la saturacion se va haciendo mas pequefio, se pierde la
linealidad en favor de un trazado exponencial ascendente del potencial eléctrico
de equilibrio que alcanza el sensor frente al logaritmo de la concentracién de Hz en
la fase gas. De hecho, para porcentajes de diluciéon inferiores al 50 % el referido
trazado exponencial ya se aprecia con claridad. No obstante, para el caso
particular que se presenta en esta Tesis Doctoral, se dispone para trabajar de un
amplio intervalo de concentraciones en el cual el comportamiento es lineal. De
igual forma, para diluciones superiores al 98,5% la linealidad también se pierde,

razén por la cual se obtiene un valor de -112,18 mV para la ordenada en el origen.

En tercer lugar, es importante resaltar que el valor obtenido en este trabajo para
la pendiente de la ecuacién lineal de calibracion es, aproximadamente, el doble del
previsto por la ecuaciéon de Nernst. En efecto, en la reaccion red-ox que tiene lugar
sobre este sensor potenciométrico se intercambian 2 electrones, por lo que el valor

de dicha pendiente, segtin Nernst, deberia ser de 30 mV.

Otros autores, R. Bouchet, E. Siebert, y G. Vilter [58], han obtenido resultados
similares con pendientes, de la variacion lineal del potencial frente al logaritmo de
la presion parcial de hidrégeno en la muestra, que exceden del valor teérico

previsto por la ecuacién de Nernst, cuando estas presiones parciales son inferiores
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a los 60,80 mmHg. Para justificar esta respuesta no nernstiana, dichos autores han
acudido al concepto de potencial mixto. Como es sabido, el potencial mixto se
define como aquel que alcanza el electrodo de trabajo, de platino, bajo condiciones
de circuito abierto, cuando se produce una reacciéon acoplada de transferencia de
carga opuesta, tal y como sucede al medir el potencial resultante de la oxidacién

del hidrégeno y la reduccion del oxigeno, ocurridas ambas de manera simultanea:

H, ) = 2H, +2e (3-1a)

;02 +2H" +2e” »>H,0 (3-1b)

Estd experimentalmente probado que en estas condiciones, el potencial del
electrodo alcanza un valor estacionario cuando la corriente anédica de la reacciéon
(3-1, a) iguala a la corriente catédica de la (3-1, b) [58].

Segun lo anterior, durante la medida potenciométrica, el potencial mixto viene
determinado simultdneamente, por la velocidad de difusiéon del protén a través de
la membrana, que a su vez es controlada por la velocidad de oxidacién del Ho, y

por la velocidad de reduccién del oxigeno.

La contribuciéon de las reacciones (3-1, a) y (3-1, b) al potencial mixto viene
determinada por el factor de rugosidad (RF) de la membrana del spe. El factor de
rugosidad es un parametro que define el grado de rugosidad que presenta la capa
de metal depositada sobre la membrana, con respecto a su area [59]. Dicho grado
depende del método de platinizado utilizado en la preparacioén del electrodo. Asi,
segun Opekar [60], cuanto mayor es el factor de rugosidad de la membrana, menor
es la velocidad de difusion del proton y por tanto menor la contribucién de la

velocidad de oxidacion del hidrégeno al potencial.

La asuncién del modelo del potencial mixto para explicar el valor de la
pendiente obtenida por nosotros para la recta de calibracion, obligé a calcular el
valor de la presién parcial de hidrégeno en la atmoésfera gaseosa de la célula de
medida, para comprobar si ésta era lo suficientemente baja como para que la

aplicacion de tal modelo quedase justificada.
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4.1.6 Calculo de la presion parcial del hidrogeno en el interior de la
célula de medida

Como ya se ha mencionado en el capitulo 2, la presion parcial de equilibrio del

hidrégeno en la fase gaseosa sobre la disolucién, viene determinada por la Ley de

Henry:
P, o) = K, X i1, (residua) (2-7)

siendo K, , Ia constante de Henry para el hidrégeno a la temperatura de trabajo y

XH, (residual) la fraccion molar de H> que queda disuelto en la muestra. Esta fraccion

molar viene dada por la ecuacién (2-41):

_ Ny, (residual) _ DH, 7Dy, Ginsolb)
XHz(residuaI) - ~ -
Ny, (residual) T 1MH,0 Ny o

_ (nHz ~ N, (insolb.) )'MHZO (2-41)

My o

siendo Ny ueon) l0s moles de Hy, inicialmente disueltos en la disolucion de

muestra, que se insolubilizan y pasan a la fase gaseosa de la célula, en equilibrio

con la disolucién, y ny o los moles de disolvente.

Si la ecuacion (2-41) se sustituye en la (2-7) se llega a una expresion:

(nHz ~ Dy (insolub) )M H,0

VHZO " Pu,0

P, Ginsolb) = KH2

que permite calcular la presiéon parcial del H» sobre la disolucién a partir del
conocimiento de los moles de hidrégeno insolubilizado, dato éste que puede ser

calculado haciendo uso de la ecuacién (2-48).
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A continuacion se ilustra este cdlculo de la presion parcial de H; en la atmdsfera
gaseosa de la célula de trabajo, con el ejemplo de una muestra de 10,0 mL formada

por 3,0 mL de disolucién acuosa saturada de H> y 7,0 mL de agua Millipore® libre
de hidrégeno, a la temperatura de 25,0 °C, para la cual K, =5374- 107 [61].

Aplicando la ecuacion (4-3):

(2,151949-10° mol —2,151946-10° mol)18,016 g/mol
10mL-1g/mL

py, =5,374-10" atm

Pu, = 2,905-10*atm =0,221 mm de Hg

En la tabla 4.11 se muestra el conjunto de valores de presion parcial de
hidrégeno en la fase gaseosa en la célula, durante la medida del potencial,
calculados para cada uno de los porcentajes de dilucion desde la saturacion

estudiados.

Tabla 4.11 Valores de presion parcial de hidrégeno en la fase gaseosa de la célula
de medida, para cada una de las concentraciones estudiadas (Volumen de
muestra = 10,0 mL; temperatura = 25,0 °C; humedad de almacenamiento de los
sensores = 50 - 55 %; presién atmosférica = 708,0 - 720,0 mmHg).

Po:‘ic'ente'iie de Cu, vy Presion
ilucion Parcial (mmHg)
70 1,739 10 2,208 10
80 1,159 103 1,224 101
90 5,797 10+ 3,059 102
95 2,898 10+ 7,648 103
98 1,159 104 1,224 103
98,5 8,695 10> 6,883 10+

Estos resultados muestran con claridad que, aunque en el interior de la célula
de trabajo el paso de hidrégeno desde la disoluciéon de muestra hasta la fase

gaseosa es masivo durante la medida del potencial eléctrico generado (superior al
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99%, como ya se ha visto en otro apartado de este capitulo), la aportacién a la
presion total de dicha fase gaseosa que realiza la presencia adicional de este gas, es
extraordinariamente pequefia y siempre inferior al 0,3%o (lo cual es un resultado
de todo punto previsible, dado que, como es de sobra conocido, los gases
presentan una solubilidad muy baja en los liquidos). Asi pues, dentro del intervalo
de concentraciones en el que se ha trabajado, los valores de la presién parcial de
hidrégeno son en todos los casos muy bajos. Tal circunstancia permite, de una
parte, desestimar la posible toma en consideraciéon de la influencia que el cambio
de presion durante la medida del potencial eléctrico pudiese ejercer sobre la
propia medida y, de otra, que es posible acudir al modelo del potencial mixto para
justificar el comportamiento no nernstiano observado para este sensor

potenciométrico.

4.2. Medidas del hidrégeno disuelto en agua, usando un sensor

amperométrico. Electrodo de Unisense®

4.2.1 Variables experimentales. Volumen de muestra

El volumen de muestra utilizado en las medidas con el sensor amperométrico fue
seleccionado siguiendo el mismo criterio que en el caso del sensor
potenciométrico. Esto es, que fuese un volumen lo suficientemente grande como
para que el potencial medido sea una cantidad representativa, acompafiada de un
error relativamente pequefio. Pero teniendo en cuenta que el objetivo final de esta
investigacion es utilizar este sensor para determinar el hidrégeno disuelto en la
orina de una persona, el volumen de la muestra a medir debe ser lo
suficientemente pequefio como para permitir la realizacién de varias medidas

sobre diferentes alicuotas provenientes de una misma muestra de orina.

Ahora bien, en esta ocasion se tuvo presente que la célula de trabajo posee
solamente una capacidad total de 12,0 mL y que se iba a introducir en ella el
sensor de Unisense® con su cilindro protector de plastico. Por ello, el volumen de
muestra seleccionado tuvo que ser menor que el manejado en las medidas

potenciométricas.
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Asi pues, teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, el volumen de

muestra utilizado en estas medidas amperométricas fue 8,0 mL.

4.2.2 Tiempo de saturacion con H;

Al igual que para la elaboracién de la curva de calibracién en agua con el sensor
potenciométrico, las curvas de calibracién en agua con el sensor de Unisense®,
medidas en fase gaseosa y en disolucion, requirieron de la preparacion de
disoluciones patréon obtenidas por diluciéon a partir de disoluciones stock que se
prepararon saturadas de H> a 25,0 °C. En consecuencia, el procedimiento de
burbujeo del agua Millipore ® y el tiempo utilizado (10,0 min.) en dicho proceso, es

el mismo que el usado en las medidas con el sensor Pt-spe.

4.2.3 Influencia de la presidon atmosférica

Como se ha visto con anterioridad en otro epigrafe de esta Memoria de Tesis
Doctoral (epigrafe 4.1.3), la presion atmosférica influye durante el proceso de
burbujeo, con hidrégeno, del disolvente hasta alcanzar su saturacién. Esto es,
influye en la preparaciéon de las muestras, con independencia de cual sea el
procedimiento posteriormente seguido para realizar la medida experimental del
potencial eléctrico generado en la célula de trabajo. Como consecuencia de ello, el
estudio de la influencia de la presion atmosférica en los valores de potencial
obtenidos, realizado anteriormente para el Pt-spe, sigue teniendo plena vigencia

para este sensor amperomeétrico.
4.2.4 Humedad relativa de almacenamiento

Por otra parte, puesto que la membrana del electrodo de Unisense® no es de
Nafion, las variaciones de la humedad en el medio no le afectan o, en todo caso, no
en la misma medida en que le ocurria al sensor Pt-spe. Por tal motivo, en estas
medidas no fue necesario realizar un estudio de esta variable paralelo al realizado
con el sensor potenciométrico. En el Anexo 2 se presenta, entre otras
especificaciones, el amplio intervalo de humedad en el que este electrodo trabaja

en condiciones 6ptimas.
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4.2.5 Curva de calibracion

Las muestras utilizadas se obtienen, al igual que en el caso de las medidas
potenciométricas, diluyendo con volamenes variables de agua Millipore® libre de

hidrégeno, (VHZO), volimenes variables de disolucién acuosa saturada de

hidrégeno, (V

Sat‘), procedentes del burbujeador. Esta dilucién, al igual que
sucediese en los casos anteriormente descritos, se realiza en la propia célula de
medida. También en esta ocasion se trabajoé con porcentajes de dilucion desde la

saturacion muy similares a los utilizados con el sensor Pt-spe.

El calculo de las concentraciones correspondientes a cada uno de los
porcentajes de dilucién que conforman la curva de calibracién, se llevé a cabo,
obviamente, utilizando las mismas expresiones matematicas 2-32 y 2-34. En la
tabla 4.12 se presentan las concentraciones de H disuelto en las muestras para
cada uno de dichos porcentajes. En la tltima columna de la tabla se presentan los
valores de concentraciéon expresados en ppm (v/v) que, como ya se ha
mencionado con anterioridad en varias ocasiones, son las unidades habitualmente

utilizadas para referir la concentraciéon del hidrégeno en el Test del aire espirado.

Tabla 4.12 Hidrogeno disuelto en las muestras de los diferentes porcentajes de
dilucién estudiados, expresados en concentracién molar, en concentraciéon v/v y
en partes por millén v/v (Volumen de muestra = 8,0 mL; temperatura = 25,0 °C).

Porcentaje de [VHZO + Vsm.J Ch, Ch, Ch,
dilucién (mL) (mol/L) (v/v)  ppm (v/v)
70 56+24 2,152 104 5,265 103 5265
80 6,4+1,6 1,435 10+ 3,510 103 3510
90 72+0,8 7,173 10° 1,755 103 1755
95 7,6 +04 3,587 105 8,775 104 877,5
98 7,84 + 0,16 1,435 105 3,510 104 351,0
99 7,92 + 0,08 7,173 10-¢ 1,755 104 175,5
99,5 7,96 + 0,04 3,587 106 8,775 105 87,75

A modo de ejemplo ilustrativo se muestra, nuevamente, el calculo de la
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concentraciéon molar, a partir de la ecuacién (2-32), y concentracién en volumen de
H»/volumen de disolucién, utilizando la ecuacién (2-34), de hidrégeno para un
porcentaje de dilucion desde la saturacion del 70 %. Esta disolucién, de 8,0 mL, est4

formada por 2,4 mL de disolucién acuosa saturada (V =24 ml) y 56 mL de

sat.

agua Millipore ® libre de hidrégeno (VHZO =5,6 ml)

La ecuacion (2-32):

_ P (alzi 'Vsat.) _ P (C[%IS2 'Vsat)
B RT Ve RT(Vigo+ Vi)

(2-32)

conduce, tras sustituir los correspondientes valores numéricos, a:

1-0,01755-5,6

Cy = =2,152-10"*mol-L"
> 0,08206-298,15-(5,6+2,4)

Valor éste que aplicado en la ecuacién (2-33) permite obtener una concentraciéon de

Hy, expresada en v/v, de:

n M
Cy, (VIv)=—— —2 (2-33)

disoluc. sz

C, (viv)= 215210 mol/L- 2018 8mol _ 545 10
’ 0,08239 g/L
Al mismo valor de concentraciéon v/v de hidrégeno se hubiese llegado

utilizando, de manera directa, la ecuacion (2-35):

V25 (125 .V 0.25 .V

CHZ (V/V) _ H, _ \H]2 sat — 7 H, sat (2_35)
disoluc. disoluc. H,0 + Vsat.

C, (W)= 0.01755-5,6mL _ ¢ 5oy

(2,4+5,6)mL
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disoluciones (tabla 4.13), se esta en condiciones de representar los valores de

potencial registrados frente a dichas concentraciones. En esta ocasién, por tratarse

de

representar el valor del potencial eléctrico medido frente a la concentracién,

dir

Tabla 4.13 Valores de potencial registrados para cada una de las concentraciones
de hidrégeno disuelto, correspondientes a los diferentes porcentajes de dilucién
utilizados para la curva de calibraciéon (temperatura = 25,0 °C).

Porcentajede  C, ppm  Potencial

dilucién (v/v) V)
70 5265 19,31
80 3510 12,44

90 1755 5,72

95 877,5 1,90

98 351,0 0,51

99 175,5 0,26
99,5 87,75 0,11

Conocidas las concentraciones de hidrégeno disuelto en cada una de las

un sensor amperométrico, se obtiene una representacion lineal (figura 4.8) al

ectamente. El valor de la desviacion estandar para las medidas amperométricas

es el propio error del electrodo, + 0,05 10°.
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Figura 4.7 Curva de Calibracién, potencial frente a la concentracién de hidrégeno
disuelto, en los distintos porcentajes de dilucién estudiados, para el sensor
Unisense® (Volumen de muestra = 8,0 mL; temperatura = 25,0 °C)
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Cuando se realiza el ajuste matematico la ecuacién de la recta de calibrado que

se obtiene es:
E=-0,7262 +3773,1-10° - CHz (4-4)

Cuando se analiza esta representacién se observa, en primer lugar, que este sensor
posee una muy buena respuesta lineal (coeficiente de correlacion = 0,999) dentro
del intervalo de concentraciones estudiado. Sin embargo es necesario matizar que
tal respuesta lineal se encuentra tinicamente si, durante la medida amperométrica,
la muestra se mantiene bajo agitacién constante (a 500 rpm), ya que ello permite
mantener la difusion del gas hacia el electrodo de trabajo del sensor. Tal
afirmacién ha sido comprobada experimentalmente mediante ensayos alternativos
realizados en ausencia de agitaciéon. Los resultados obtenidos en esta ocasién, que
aparecen representados graficamente en la figura 4.9, conducen a una
representacién que no responde a una linea recta sino, como puede verse

facilmente en la figura, a una linea de trazado parabélico.
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Figura 4.8 Potencial frente a concentracién de hidrégeno disuelto, para los
distintos porcentajes de dilucion estudiados, sin agitacion magnética (sensor
Unisense®).

Por otro lado, al igual que sucediese con las medidas potenciométricas, para
diluciones inferiores al 70,0 % -esto es, disoluciones con alto contenido en

hidrégeno disuelto- se pierde la linealidad de la representaciéon gréfica,
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produciéndose un ascenso exponencial del potencial con dicha concentraciéon de
H». Sin embargo, este comportamiento no afecta al trabajo objeto de esta Tesis
Doctoral puesto que concentraciones tan elevadas de hidrégeno en orina son
altamente improbables. De igual forma, también en el caso de este sensor, para
diluciones superiores al 99,5% -esto es, cuando la cantidad de hidrégeno presente
en la disolucion es muy pequefia- tampoco se mantiene la linealidad, de ahi que se

encuentre un valor de -0,73 V para la ordenada en el origen.

Finalmente conviene volver sobre el procedimiento de medida seguido con este
sensor amperomético. Como se ha indicado con anterioridad, este sensor esta
disefiado para medir en la disolucién, con tiempos de respuesta muy cortos. Esta
rapidez en la obtenciéon de la medida experimental permite manejar las muestras
liquidas, que contienen el hidrégeno disuelto, sin excesivas precauciones en

cuanto se refiere a su estanqueidad.

Esta afirmacion queda patente en los resultados obtenidos en un experimento,
muy similar al comentado en el epigrafe 4.1.5, encaminado a determinar la
perdida de hidrégeno, inicialmente solubilizado en la muestra, durante el tiempo
que dura una medida, en este caso amperométrica. Por tanto, en esta ocasion,
también se medi6 la concentracion de hidrégeno que atin permanecia disuelta en
una serie de muestras de agua, cuyos porcentaje de dilucion desde la saturacion
eran inicialmente iguales (70 %), tras permanecer expuestas a la atmoésfera del
laboratorio (y sometidas a una agitacion continua de 550 rpm) durante tiempos
crecientes. Las medidas se llevaron a cabo en disolucién, por lo tanto con el sensor
amperomeétrico, y en contraposicién al experimento del epigrafe 4.1.5, se utiliz6 la
célula de trabajo utilizada en las medidas amperométricas. Los potenciales

eléctricos generados estdn recogidos en la tabla 4.14.

Tabla 4.14 Valores de potencial registrados y sus correspondientes porcentajes de
Hb> residual para muestras de igual concentraciéon inicial de hidrégeno disuelto,
tras ser expuestas a la atmosfera del laboratorio durante tiempos crecientes.

Tiempo (s) Potencial (V) H2residual (%)

0 18,08 100
15 17,52 96,9
30 16,51 91,3
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60 15,59 86,2
75 14,27 78,9

Estos resultados permiten comprobar que el disefio de esta célula evita el
abandono masivo desde la disolucién del hidrégeno (como ocurria en las medidas

potenciométricas) a lo largo del tiempo que dura la medida (unos 50 segundos).

Hay, ademas, que tener en cuenta que, tal y como ya se ha comentado, la célula
de trabajo utilizada en estas medidas consiste en un tubo cilindrico donde encaja
el protector de plastico del sensor, aislando a la disolucién de la atmdsfera del
laboratorio, por lo que durante la medida el hidrégeno sélo tiene posibilidad de
escapar hacia el pequefisimo espacio que existe entre la punta del sensor y el
protector plastico, dificultando atin mds su insolubilizacién respecto a las
condiciones extremas del experimento. Es por ello que los porcentajes residuales

de H> expuestos en la tabla 4.14 siempre serdn inferiores a los reales.

Tal circunstancia, unida al hecho de que el sensor de Unisense® puede ser
usado para medir, con suficiente sensibilidad, disoluciones de mayor porcentaje de
dilucion desde la saturacion que las que se pueden medir con el Pt-spe, asi como que
las referidas muestras a medir sean de menor volumen, convierten a este sensor en

mas adecuado para las medidas de hidrégeno disuelto en orina.

4.3 Determinacion del Coeficiente de Bunsen del hidrégeno

Las curvas de calibracién, en agua, presentadas en este trabajo para ambos
sensores, se han podido obtener porque la concentracién de hidrégeno disuelto
puede ser calculada a partir del valor del coeficiente de Bunsen del hidrégeno en
agua a 25,0 °C, puesto que éste es un valor conocido y recogido en la bibliografia.
Sin embargo, como ya se ha indicado varias veces a lo largo de esta Memoria, el
objetivo del trabajo propuesto es medir cantidades de Hax disuelto en orina. Para
ello, resulta imprescindible disponer de una curva analoga de calibraciéon para
estos sensores, pero referida a disoluciones de H» en orina. La elaboracién de tal
curva de calibraciéon con muestras de orina, presenta el inconveniente de que la

solubilidad del hidrégeno en dicho liquido es desconocida. No existe en la
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bibliografia referencia alguna relativa al coeficiente de Bunsen del hidrégeno en

orina que permita calcular las concentraciones del gas en estas muestras.

Por esta razén, hubo que disefiar un procedimiento que permitiese determinar
la solubilidad del hidrégeno en cualquier liquido (por ejemplo orina), expresada
como coeficiente de Bunsen, a la temperatura de trabajo. El método que finalmente
se acept6 para tal fin, se basa en el hecho evidente de que el potencial medido en
la fase gaseosa depende, exclusivamente, de la concentraciéon del gas en el
volumen de dicha fase gaseosa, con independencia del disolvente en el que dicho
gas pudiese encontrarse antes de insolubilizarse para pasar a la referida fase
gaseosa. Es decir, el liquido en el que el gas estd inicialmente disuelto acttia a
modo de “recipiente” de capacidad conocida (igual a la solubilidad del gas en
dicho liquido). Por tanto, la ecuacion de calibracién obtenida a partir de las
medidas en la fase gaseosa para un determinado sensor, partiendo de muestras de
hidrégeno disuelto en diferentes disoluciones, acuosas o no acuosas, incluida la

orina, deberd ser siempre la misma.

Si el planteamiento anterior es correcto, a partir de la ecuaciéon correspondiente
a la curva de calibraciéon en agua para el hidrégeno insolubilizado en la fase
gaseosa, es posible calcular el valor de la concentracién del gas en el volumen de
dicha fase y a partir de este valor, utilizando la ecuacién (4-1), calcular el del
coeficiente de Bunsen de ese gas en el liquido en el que originalmente se

encontraba disuelto.

4.3.1 Coeficiente de Bunsen del hidrégeno en disoluciones acuosas

Con el fin de verificar la bondad del método propuesto, se determinaron por este
procedimiento los coeficientes de Bunsen del hidrégeno, a 25,0 °C, en diferentes
disoluciones acuosas que contenian los siguientes electrdlitos: NaCl (1,1M), NaOH
(0,06M) y BaCl: (0,2M), para las cuales los coeficientes de Bunsen estdn recogidos
en la bibliografia [61].

Para ello, tal como se procedi6é con anterioridad, se burbujearon con hidrégeno,
hasta la saturacién, 42,0 mL de dichas disoluciones y, posteriormente, se midieron
en la fase gaseosa, usando ambos sensores, los potenciales de estas disoluciones a

diversos porcentajes de dilucion desde la saturacion, para cada una de ellas.
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a) Medida Potenciométrica

Los valores de potencial obtenidos con este sensor para las diferentes diluciones
desde la saturacion ensayadas, se presentan en la tabla 4.15. Estos valores
corresponden a la media aritmética de todas las medidas realizadas para cada
porcentaje estudiado. Asimismo, en la tercera columna se presentan las
concentraciones de hidrégeno calculadas usando la ecuacién (4-2) y en la cuarta
columna, los coeficientes de Bunsen, junto con sus respectivas desviaciones

estandar, hallados mediante la ecuacién (4-1) para el Hz en cada disolucién.

Tabla 4.15 Valores del coeficiente de Bunsen (o) del hidrogeno, a 25,0 °C, en
disoluciones acuosas conteniendo diferentes electroélitos

Disolucion y E Chy, ppm 0 10° £ AB
porcentaje de dilucion (mV) v/v
NacCl (1,1M) 80 % 76,54 911,61 13,64 £ 0,55 103
BaCl2 (0,2M) 70 % 88,65 1511,86 15,40+ 0,75103
NaOH (0,05M) 93 % 33,27 203,87 8,87 +£0,74 103

La comparacion entre los valores de los coeficientes de Bunsen experimentales
obtenidos con este método y los valores tedricos extraidos de la bibliografia [61] se

presenta en la tabla 4.16.

Tabla 4.16 Valores del coeficiente de Bunsen del hidrégeno, a 25,0 °C, obtenidos por el
método propuesto y extraidos de la bibliografia, para las disoluciones acuosas de
electrélitos estudiadas

. ., a; 103 a; 103 Desviacion
Disolucion )
Tedrico Experimental Standar
NaCl (1,1M) 13,80 13,64 0,113
BaCl2 (0,2M) 15,40 15,41 0,003
NaOH (0,05M) 8,90 8,87 0,021
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Como puede apreciarse, hay una excelente concordancia entre los valores aqui
obtenidos -por aplicacién del método propuesto- y los recogidos en la bibliografia.
Ello permite concluir que este método puede ser aplicado con suficientes garantias
de precisiéon, para la determinaciéon del valor del coeficiente de Bunsen del
hidrégeno en cualquier disolucién acuosa que contenga cualquier electrélito. Asi
pues, si tenemos en cuenta que una orina es, esencialmente, una disolucién acuosa
de varios solutos (unos electroliticos y otros no), puede aceptarse, al generalizar el
resultado anterior, que el método propuesto es aplicable también en el caso de
dicha disolucién. Por tanto, que es vélido para determinar la solubilidad del
hidrégeno en orina, expresada a través de su coeficiente de Bunsen (es evidente
que este método podria extenderse, también, para determinar el coeficiente de

Bunsen de cualquier otro gas).

90

75

60

45

Potencial (mV)

30

15

2 22 24 26 28 3 32 34

Log. Concentracién Hidrégeno insolubilizado v/v ppm

Figura 4.9 Localizacion de los valores de potencial obtenidos para las
disoluciones acuosas de hidrégeno en presencia de diferentes electrélitos, sobre la
recta de calibracion del sensor potenciométrico.

La figura 4.10 muestra la inclusién de los datos de potencial de la tabla 4.14
en la recta de calibraciéon obtenida en agua pura (figura 4.7). Como puede
comprobarse, dichos valores se ajustan perfectamente a esta recta. Es decir,
estos valores satisfacen también la ecuaciéon (4-2) de calibracién obtenida,
confirmando de ese modo la suposicion planteada inicialmente al proponer

este método de determinacién del coeficiente de Bunsen de gases.
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b) Medida Amperométrica

Como ya se ha indicado con anterioridad, el sensor de Unisense® estd disefiado
para medir el hidrégeno en el seno de la disolucién. Es por ello que, para poder
aplicar el método descrito en el epigrafe precedente, tuvo que comprobarse
previamente si este sensor tenia capacidad para detectar y medir con precision el
hidrégeno insolubilizado en la fase gaseosa. Como ya se explico en el capitulo 3,
epigrafe 3.4.2, fue necesario, primero, acoplar este sensor Unisense® a la célula de
trabajo utilizada para las medidas potenciométricas -por medio de un septum de
goma convenientemente perforado- y, en segundo lugar, calcular el volumen de la
fase gaseosa en esta nueva situacién, en la que debe considerarse, también, el
volumen del cilindro protector de la punta del sensor (despreciando el volumen
de dicha punta), que debe adicionarse al manejado en las medidas

potenciométricas (30,28 mL). El valor del volumen resultante fue de 33,10 mL.

Tal y como se esperaba, la sensibilidad del sensor disminuy6 drasticamente al
medir en la atmoésfera de la célula. Sin embargo, aumentando al méximo la
sensibilidad del pico-amperimetro (utilizando la escala mas pequefia de 2000 pA)
fue posible llevar a cabo estas medidas con resultados perfectamente

reproducibles y cuantitativamente significativos.

Al igual que se hizo con el sensor potenciométrico, Pt-spe, se registr6 el
potencial de diversas disoluciones acuosas de hidrégeno a diferentes diluciones
desde la saturacion para obtener la correspondiente curva de calibracion.
Asimismo, se realizaron medidas con disoluciones acuosas conteniendo los
mismos electrdlitos y concentraciones que en el caso del sensor potenciométrico.
En esta ocasiéon, no obstante, los porcentajes de dilucion empleados para
confeccionar la curva de calibraciéon fueron menores a los utilizados con el Pt-spe
ya que, midiendo en la fase gaseosa con el sensor amperométrico, la sensibilidad

también es menor.

En la tabla 4.17.a se muestran los resultados encontrados para construir la
curva de calibracién. Las concentraciones (en ppm, v/v) fueron calculadas
utilizando la ecuaciéon (4-1), al igual que en el caso de las medidas

potenciométricas. A continuacién, a modo de ilustracién, se presenta uno de estos
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calculos; concretamente, el correspondiente al porcentaje de dilucion desde la

saturacion del 95,0 %.

V25 a25 V

sat,

Cy, (V)= —2—=—2 = (4-1)

fase gas. fase gas.

0,01755-0,5ml

o, ) = = ol

=2651-10"*

Tabla 4.17.a Valores de potencial y concentracién para las disoluciones acuosas
de H, a diferentes diluciones desde la saturacién, empleadas para construir la
curva de calibracién del sensor Unisense®, midiendo en la atmésfera gaseosa.

Porcentaje de Cy, ppm Potencial
dilucién W/v) (mV)
10 4771,59 51,60
30 3711,23 38,80
50 2650,88 26,95
70 1590,53 15,30
80 1060,35 9,30
90 530,18 4,10
95 265,10 1,60

Las tablas 4.17.b, 4.16.c y 4.16.d muestran los resultados de potencial
registrados y las concentraciones de H: (calculadas con la ecuacion (4-1))
correspondientes a las mismas disoluciones acuosas, en presencia de electrolitos,

usadas en las anteriores medidas potenciométricas.
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Tabla 4.17.b Disolucién: NaCl (1,1M)

Resultados y discusién

Porcentaje de CHz pPpm E
dilucion V/v) (mV)
80 833,78 7,30
70 1250,67 11,80
60 1667,56 16,30
Tabla 4.17.c Disolucién: BaCl, (0,2M)
Porcentaje de CHz pPpm E
dilucién W/v) (mV)
90 465,23 3,50
80 930,45 8,70
70 1395,68 13,75
Tabla 4.17.d Disolucién: NaOH (0,05M)
Porcentaje de CHz pPpm E
dilucién W/v) (mV)
80 537,73 4,20
70 806,59 7,18
50 1344,32 13,04

En la figura 4.11 se ha representado la recta definida por los valores de
potencial recogidos en la tabla 4.17.a, junto con los correspondientes a las
disoluciones acuosas en presencia de los diferentes electrodlitos (tabla 4.17.b, 4.17.c
y 4.17.d). Estos ultimos permiten el calculo del coeficiente de Bunsen del

hidrégeno para cada una de las disoluciones, a partir de la ecuacién de la recta.
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En dicha figura 4.10 se observa que todos los valores medidos quedan sobre

una linea recta que responde a la ecuacién:
E=-1,69+1100524-C,, (4-5)

A partir de dicha ecuacién se puede despejar la concentracion de H»
insolubilizado que se corresponde con el potencial registrado para las diferentes
disoluciones que aparecen en las tablas 4.16 b, ¢ y d. Calculadas dichas
concentraciones, se pueden determinar los coeficientes de Bunsen del H» en dichas

disoluciones, mediante la ecuacién (4-1).

Jury
N
I

Potencial (mV)
®
1

0,0004 0,0008 0,0012 0,0016

Concentraciéon Hidrégeno insolubilizado v/v

Figura 4.10 Curva de calibracién del sensor amperométrico Unisense®, para el
hidrégeno insolubilizado en la fase gaseosa, junto con los valores de potencial
obtenidos para las disoluciones acuosas de H> conteniendo electrolitos

La comparacion entre los valores experimentales de los coeficientes de Bunsen
obtenidos de esta forma y los extraidos de la bibliografia, se presenta en la tabla
4.18. Como puede comprobarse, la concordancia entre ambos es bastante buena,
con desviaciones del mismo orden de magnitud que las encontradas al medir con

el sensor potenciométrico.
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Tabla 4.18 Valores del coeficientes de Bunsen del Hy, a 25,0 °C, para diferentes
disoluciones acuosas, obtenidos por el método aqui propuesto y recogidos de la

bibliografia.
. . o, 103 o; 108 Desviacién
Disolucion . L
Teérico Experimental estandar
NaCl (1,1M) 13,8 13,53 0,191
BaCl2 (0,2M) 15,40 15,58 0,127
NaOH (0,05M) 8,90 8,86 0,028

A efectos comparativos, en la tabla 4.19 se muestran los coeficientes de Bunsen
obtenidos con ambos sensores, para las disoluciones acuosas de H» en presencia

de los mismos electrélitos y a las mismas concentraciones.

Tabla 4.19 Comparacién entre los valores del coeficientes de Bunsen del
hidrégeno obtenidos aplicando nuestro método y con ambos electrodos para las
diferentes disoluciones estudiadas, y los valores teéricos recogidos de la

bibliografia.
Sensor Sensor .
Disolucién potenciométrico amperométrico Teorico
. 103
o 10° o 10° 10
NaCl (1,1M) 13,64 13,53 13,80
BaCl2 (0,2M) 15,41 15,58 15,40
NaOH (0,05M) 8,87 8,86 8,90

Estos resultados permiten reafirmar lo anteriormente sefialado al comentar las
medidas potenciométricas: que el método aqui propuesto puede ser utilizado para
obtener resultados con una precision suficiente, independientemente del sensor
utilizado, siempre y cuando la medida sea del hidrégeno insolubilizado y, por

tanto, se realice en la fase gaseosa.
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4.3.2 Coeficiente de Bunsen del hidrégeno en orina

Una vez comprobada la bondad del método propuesto para la determinacién de la
solubilidad del hidrégeno en disoluciones conteniendo distintos electrdlitos vy,
puesto que la orina es una disolucién acuosa que contiene diferentes solutos
(electrolitos y no electroélitos), el siguiente paso de esta investigacion fue calcular el
coeficiente de Bunsen del H en orina artificial y en orina humana -al objeto de
comparar ambos resultados- suponiendo para ello, por extension, que el método

propuesto es también valido en presencia de solutos no electroliticos.

Las muestras de orina humana utilizadas se obtuvieron de sujetos sanos
-consecuentemente, no sometidos a ningdn tipo de medicacion- y en ayunas. De
la misma forma que se procedi6 con las muestras acuosas, las de orina se
burbujearon con H», a 25,0 °C, hasta la saturacién. Previamente se determin¢ el
tiempo necesario para que los 42,0 mL de orina humana que se introducen en el
burbujeador se encontraran saturados. En la tabla 4.20 se ve que dicho tiempo (1,0
minutos) es sensiblemente muy inferior al obtenido para el caso del agua (8,0
minutos). No obstante, para garantizar la saturacion, todas las muestras de orina

que se utilizaron en esta investigacion fueron burbujeadas durante 3,0 minutos.

Tabla 4.20 Valores de potencial obtenidos para muestras de de orina humana,
burbujeadas con H, durante tiempos crecientes (Volumen de muestra = 10,0 mL;
temperatura = 25,0 °C).

Tiempo de Valores de
burbujeo (min.) potencial (mV)
0,33 35,36
0,66 44,31
1,0 54,22
3,0 54,12
5,0 53,87

Para la preparacion de las muestras de orina a diferentes porcentajes de dilucion
desde la saturacion, se acepté como “orina libre de hidrégeno” aquella que se

recogeria de un sujeto sano, después de un periodo de ayuno lo suficientemente
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prolongado como para que el sensor dé una lectura de 0,0 mV.

Puesto que el célculo de la concentracién de hidrégeno en la orina requiere del
conocimiento previo del coeficiente de Bunsen correspondiente, se procedié a su
determinacion aplicando el método descrito con anterioridad, si bien en esta
ocasion solo se utilizé el sensor amperométrico, ya que fue éste el que
posteriormente se emple6 en las medidas con orinas procedentes de sujetos. Para
ello se midieron, a 25,0 °C, los potenciales para las muestras de 10,0 mL de orina, a
diferentes porcentajes desde dilucion de la saturacion, preparadas mezclando

voltmenes variables de orina libre de hidrégeno, (V ) y de orina saturada de

Orina

Ho, (VOrina (sa) ), extraida ésta dltima del burbujeador. A continuacién se calcularon

las concentraciones de hidrégeno haciendo uso de la ecuacién de la curva de
calibraciéon (4-5) y, posteriormente, el coeficiente de Bunsen del H> en orina
utilizando la ecuacién (4-1). La tabla 4.21 se presentan los valores de potencial
registrados para los porcentajes estudiados, junto con el valor del coeficiente de
Bunsen hallado para cada uno de ellos, de manera independiente. Como valor
final para el coeficiente de Bunsen del hidrégeno en orina humana, a 25,0 °C, se
acept6 el de la media aritmética de todos ellos, 12,74-103, valor que ha sido el
manejado en esta Tesis. Con el fin de confirmar este valor para el coeficiente de
Bunsen, se realizaron algunas medidas con el sensor potenciométrico, Pt-spe, al
porcentaje de dilucion desde la saturacién del 70 %. El valor encontrado fue de

12,73-103, de lo cual se puede derivar que este resultado es el adecuado.

Tabla 4.21 Valores del coeficiente de Bunsen del hidrégeno obtenidos en orina
humana, para los distintos porcentajes de dilucién estudiados.

Porcentaje Sensor amperomeétrico
de dilucion E (mV) 05 105
50 19,80 12,94
60 15,09 12,62
80 6,60 12,47
920 2,59 12,89
Valor medio 12,74
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Seguidamente, a los tnicos efectos de ilustrar lo anterior, se detallan los
calculos realizados para determinar el coeficiente de Bunsen del H; en orina, para
el caso concreto de una muestra diluida al 60 %. El potencial medido con el sensor
Unisense® fue de 15,09 mV, valor que sustituido en la ecuacién de calibracion (4-

5), conduce a:

~15,09mV +1,69

=1,5247-10"
11005,24

Cy, (V/V)

Conocida la concentraciéon de hidrégeno, el coeficiente de Bunsen se calcula

sustituyendo ésta en la ecuacion (4-1) segtn:

25 _ (:H2 (V/V) : Vfase gas. _ 1,5247 . 10_3 . 33,10

H,(Orina) — VOrina (sat.) il

=0,01262

Con objeto de evaluar la incidencia que sobre el valor del coeficiente de Bunsen,
asi obtenido, pueden tener todas aquellas variables que no pueden ser controladas
en una orina humana, se determind, a 25,0 °C, con el mismo sensor amperométrico
y por el mismo procedimiento, el valor de este coeficiente en una orina artificial.
Esta fue suministrada por Ward’s Natural Science Establisment, Inc y contiene:
Tegosept M., Alizarin Yellow, Thymol, y agua, ademas de cantidades similares a
las de una orina humana estandar de glucosa, cuerpos ceténicos, fosfatos,

albamina y vitamina C. Los resultados encontrados se recogen en la tabla 4.22.

Tabla 4.22 Valores del coeficiente de Bunsen del hidrégeno obtenidos en orina
artificial para los porcentajes de dilucién estudiados.

Porcentaje de Sensor amperomeétrico
dilucién E (mV) 0;10°
50 19,05 12,47
70 10,73 12,45
920 2,45 12,44
Valor medio 12,46
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Como se hiciese en el caso de la orina humana, el valor final del coeficiente de
Bunsen para el hidrégeno en la orina artificial a 25,0 °C, se obtuvo de la media
aritmética de todos ellos (12,46-103). Como puede apreciarse, los resultados
encontrados para ambos tipos de orina son bastante préximos entre si (con
diferencias en torno al 2%). En consecuencia, se consider6 adecuado utilizar orina

humana en la elaboracién de la curva de calibracién correspondiente.

4.3.3 Curva de calibracion de hidrogeno disuelto en orina

El sensor seleccionado para estas medidas fue el de Unisense ®, por la posibilidad
de introducirlo directamente en la muestra, lo que permite una mayor sensibilidad
en las medidas; porque disminuye el tiempo necesario para obtener la propia
medida; y porque presenta una mayor operatividad dada la sencillez y

simplicidad de la célula de trabajo.

El procedimiento operativo seguido con los diferentes porcentajes de dilucion
desde la saturacion estudiados fue el mismo que ya ha sido descrito en el epigrafe
4.2.2. Una vez registrados los potenciales, se calcularon las concentraciones (en
ppm, v/v) de hidrégeno de cada una de las disoluciones de muestra de H> en
orina, utilizando la expresién matematica 2-35 y como valor del coeficiente de
Bunsen del hidrégeno en orina humana el de 12,7410 aqui determinado en el

epigrafe anterior. La tabla 4.23 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 4.23 Valores de potencial obtenidos para las diferentes concentraciones de
hidrégeno disuelto en muestras de orina a diferentes porcentajes de dilucién
desde la saturaciéon (Volumen de muestra = 8,0 mL; temperatura = 25,0 °C)

Porcentajes de  Cu, yyv E
dilucion ppm (V)
70 3820,80 14,54
80 2547,20 9,37
90 1273,60 3,70
95 636,80 1,50
98 254,72 0,19
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Al igual que en ocasiones precedentes, a continuacién se ilustran los calculos

para una muestra diluida al 90,0 %:

25 25 .
H H,Orina Orina (sat)
Cy (vIv)= L= (2-35)
: V
disoluc. disoluc.

=12,736-10""

C,p (VAv) = 0,01274-10,8 ml

Para una mejor visualizaciéon de los datos de la tabla anterior, éstos se han
representado graficamente en la figura 4.12. En dicha figura se aprecia que
también en esta ocasion, el potencial que mide el sensor amperométrico varia
linealmente con la concentraciéon del H, disuelto en la orina, viniendo

representados todos esos datos por la ecuacion de la recta:

E =-0,97 +3980,76-10° -C,, (4-6)

16 T T T T v ) '

12 .
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@
]
L
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Concentracién Hidrégeno disuleto orina v/v ppm

Figura 4.11 Variacién del potencial eléctrico con la concentracién (expresada en

partes por millén) de hidrégeno disuelto en orina (sensor Unisense®; temperatura
=25,0°C)

Con el mismo sensor se llevaron a cabo medidas de potencial para porcentajes de

dilucion desde la saturacion muy similares a los anteriores, pero utilizando, en esta
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ocasion, orina artificial. Los valores encontrados estdn representados gréaficamente,
frente a la concentracion de hidrégeno disuelto -calculada a partir del valor
12,45 102 encontrado para el coeficiente de Bunsen en orina artificial- en la figura
4.13. Como se aprecia al observar dicha figura, la linea recta descrita por tales
valores (cuya ecuacion de ajuste estd indicada en la parte interna superior de la
figura) practicamente coincide con la encontrada para el caso de la orina humana
(presentando pequenas desviaciones tanto en la ordenada en el origen -inferior al
9%- como en la pendiente -menor del 3%-). Tal concordancia viene a incidir en la
idea anteriormente manejada, de que la utilizacién de orina humana, en lugar de
una estandar artificial, no introduce variaciones apreciables en cuanto a los

resultados.

16 T T T T v ! '
| E=-106+4093,23-10° -C,,_ ]
12 .
E L 4
I 4
e 81 I
[
S 5 ]
=¥
4 -
0 1 (] 1 (] 1 (] 1
1000 2000 3000 4000

Concentracién Hidrégeno disuleto orina v/v ppm

Figura 4.12 Valores de potencial frente a la concentracién (expresada como partes
por millén) de hidrégeno disuelto en muestras de orina artificial (en rojo) y de
orina humana (en azul) (Volumen de muestra = 8,0 mL; temperatura = 25,0 °C)

4.4. Deteccion de hidrégeno bioldgico disuelto en orina

Esta parte del trabajo estd referida a los experimentos dirigidos a determinar la
concentracion del hidrégeno disuelto en muestras de orina humana. Hidrégeno
que procede de la fermentacion de aztcares por las bacterias residentes en el

intestino grueso.
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Puesto que hasta el momento actual se desconocia que el hidrégeno podia
excretarse disuelto en la orina, es evidente que tampoco se conoce cudl es el nivel
normal de eliminacién de dicho gas por esta via. Ese fue, por tanto, el primer
objetivo marcado en esta dltima parte. Para cubrirlo, el trabajo se comenzé con
orinas de individuos sanos (se entiende por individuo sano, aquel que no tiene

diagnosticada ninguna patologia gastrointestinal).

Acorde con las razones expuestas en el epigrafe 4.3.2, el sensor seleccionado

para estas medidas fue el de Unisense®.

4.4.1 Medida de hidrégeno disuelto en la orina de sujetos sanos

a) Tras la ingesta de lactosa

Se realizaron medidas de potencial con el sensor de Unisense® introducido en las
muestras de 8,0 mL de orina, obtenidas de voluntarios sanos, antes y después de
ingerir 250,0 mL de leche entera. La primera de estas muestras se recogi6 al cabo
de dos horas de realizada la ingesta y las siguientes muestras, en intervalos de una

hora, hasta cubrir un periodo total de 5,5 horas.

Debe sefialarse que, en lineas generales, los individuos que facilitaron las
muestras de orina, cumplieron las normas que exige el Test de hidrégeno espirado, ya
comentadas en un capitulo anterior. Esto es, haber llevado una dieta pobre en
azticares durante, al menos, el dia anterior a la toma de la muestra; no estar
sometido a tratamiento con antibioticos; y permanecer en ayunas las horas previas

a dicha toma, asi como durante todo el tiempo que dur6 el ensayo.

Para todos estos experimentos se aprovecho el periodo de ayuno que supone el
descanso nocturno, recogiendo la primera orina de la mafiana (antes de la toma de

la leche). Esta primera toma se denominard, a partir de ahora, como orina basal.

Se registraron los valores de potencial de las orinas basales y de las sucesivas
recolectadas a intervalos de tiempos crecientes, contados a partir de la ingesta de

la lactosa.

Los resultados de las medidas de potencial de las orinas basales fueron muy

bajos, confirmando que, cuando se cumplen los requisitos anteriormente
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comentados, los niveles de hidrégeno en las muestras basales son tan pequefios

que, practicamente, son indetectables por el sensor.

Para la transformacion de estos potenciales en concentraciones (expresadas en
ppm) se utiliz6 la ecuaciéon (4-6). Ahora bien, el hecho de que la curva de
calibracién no pase por el origen de coordenadas hace que para una concentraciéon
de hidrégeno de 0,0 ppm se obtenga un valor de potencial de 0,97 V y no el valor
l6gico de cero. Por ello, se recurrié a determinar el incremento de las ppm de
hidrégeno que presenta una determinada muestra de orina, respecto del valor de
la orina basal (cuyo potencial, aunque muy pequefio, no es cero) calculadas ambas

usando con la ecuaciéon de calibracion (4-6).

La representacion grafica de estos incrementos de concentracién (en ppm)
frente al tiempo (figura 4.14), muestra la evolucién del hidrégeno excretado por
via renal tras la ingestiéon de una dosis de 250,0 mL de leche entera, equivalente a
12,5 gramos de lactosa, aproximadamente. Dicha evolucién comienza, en todos los
casos, con un ascenso de la presencia del gas en la orina a partir de las 2 horas de
producida la ingesta, hasta alcanzar un valor maximo, en torno a las cuatro horas.
Posteriormente, la trayectoria decae como consecuencia del agotamiento del Ha

producido, hasta volver a los niveles iniciales.
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Figura 4.13 Evolucién del hidrégeno excretado en la orina, tras la ingestion de
una dosis de 250,0 mL de leche entera, para un sujeto sano
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Una vez que se comprobd que el patrén de esta evolucion del hidrégeno
liberado en la orina se cumplia para todos los sujetos sanos estudiados, las
muestras recogidas en los sucesivos experimentos se limitaron a la orina basal y a
la correspondiente al valor maximo (orina de cuatro horas). De la misma forma, se
procedi6é con aquellos voluntarios que eran nifios y que, por tanto, presentaban
cierta dificultad para que se les pudiese recoger la orina a intervalos cortos de

tiempo.

En la gréfica 4.15 se muestran los resultados obtenidos con las orinas de seis
voluntarios sanos adultos y tres nifios, de diferentes edades. En este caso se han
eliminado los puntos y se han trazado curvas para facilitar la visualizacién de la
evolucién en el tiempo, de los incrementos de la concentracién de hidrégeno
hallado.
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Figura 4.14 Evolucién del hidrégeno excretado en la orina tras una dosis de 250,0
mL de leche entera para sujetos sanos de distintas edades: lineas azul oscuro
(adultos), rojo (15 afios), naranja (10 afios), verde (4 afios)

El anélisis de estas curvas permite afirmar:

1. Que la cantidad de hidrégeno eliminada por orina para los tres nifios
aumenta significativamente con la edad. Este resultado es completamente
légico y esperado, si tenemos en cuenta que dicha cantidad viene
determinada por la produccién de la enzima lactasa -producciéon que

disminuye con la edad [9]-, y por la cantidad de flora bacteriana presente en
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el intestino grueso que, obviamente, es menor en individuos de menor
tamafio. Se sabe que el intestino grueso es la regién mas altamente colonizada
de todo el tracto digestivo, alcanzdndose recuentos de més de 1012 bacterias/g
de contenido intestinal [62]. Estos datos avalan la metodologia seguida por

nosotros puesto que son acordes con nuestros resultados.

2. Que el valor maximo obtenido a las 4 horas para los tres adultos es muy
similar, independientemente de las diferentes contribuciones que sobre la
cantidad de hidrégeno eliminado, para cada individuo, tienen la cantidad de
flora bacteriana presente en su intestino grueso y la produccién personal de la
enzima lactasa. Puesto que los valores de concentracién de H, para los tres
sujetos adultos estan entre 2,50 y 2,80 ppm, estos resultados nos permite
aceptar aquellas concentraciones, en torno a las 3 ppm, como valores

normales de hidrégeno en la orina en un sujeto adulto y sano.

Cuando se representan los resultados de la figura 4.15 en forma de diagrama de
barras, tal y como se muestra en la figura 4.16, se puede apreciar con mayor
claridad que el valor méximo de hidrégeno correspondiente a las 4 horas crece con
la edad.

3,0

s |
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1,0 |
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4 afios 10 afios 15 afios 22 afios 30 afios 45 afios 62 afios

Concentracion de Hidrégeno v/v (ppm)

Figura 4.15 Variacién con la edad de la concentracién de hidrégeno eliminado por
orina a las 4 horas de la toma de 250,0 mL de leche entera para diferentes
individuos sanos
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En esta investigacion no se ha dispuesto de suficientes nifios voluntarios como
para estimar, para cada edad, la concentracién de hidrégeno en orina a partir de la
cual considerar que un nifio pueda no ser sano. Sin embargo, tanto la experiencia
obtenida en los ultimos afios con el Test de hidrogeno espirado, realizado en el
Hospital Universitario de Canarias (Tenerife), como nuestros resultados con nifios
que presentan intolerancia a la lactosa, muestran que éstos, independientemente
de la edad, presentan valores de hidrégeno mayores que el correspondiente al

valor normal de los adultos.

Cuando se comparan los resultados, para un mismo individuo sano, obtenidos
en el Hospital Universitario de Canarias (Tenerife) con el Test de hidrogeno espirado
y mediante el presente procedimiento, se observa que la evolucién temporal del
hidrégeno eliminado por ambas vias, pulmonar y renal, son coincidentes. Esto es,
la excrecion de H> comienza a partir de las 2 horas de la ingesta y alcanza un
maximo valor a las cuatro horas, aproximadamente. Esto indica que la
accesibilidad del H>a ambas vias de eliminacién es muy similar
-puesto que el gas no sufre ningtn tipo de metabolismo en el organismo humano
que pudiese retardar su aparicién, como ocurre por ejemplo con el etanol, el cual
se metaboliza en el higado y surge en orina en forma de acetaldehido 2 horas y
media después que en el aliento-. De igual forma, el descenso al unisono de los
niveles en ambas vias a partir de las 4 horas indica, también, que las
concentraciones del gas en aliento y orina son directamente proporcionales a los

niveles existentes en sangre.

Como sabemos, el hidrégeno eliminado por via pulmonar se expulsa,
primordialmente, a través de una espiracion forzada y no durante la respiracion
normal. Por lo que, también, se podria decir que el hidrégeno se esta
“acumulando” en el dltimo tercio de los pulmones durante los 20 minutos que
median entre dos espiraciones forzadas consecutivas, en el transcurso de la
prueba. Si la cantidad detectada por medio del Test de hidrogeno espirado es de 4
ppm para un periodo de 20 minutos, en 2 horas éste ascenderia a un total de 12
ppm (v/v). Mientras que la cantidad de gas acumulada en la orina es de tan sélo
3,0 ppm (v/v) durante las mismas 2 horas que transcurren entre la segunda (orina

de 2 h) y la cuarta miccion (orina de 4 h) tras la ingesta de la dosis de lactosa.

Estos resultados confirman que la llegada del gas hasta el aire alveolar
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presenta menos restricciones que en el rifién, lo cual no es de extrafiar porque el

alveolo es una barrera disefiada para el intercambio gaseoso.

b) Tras la ingesta de lactulosa

Como ya se explic6 en el Capitulo 2, cuando existe proliferaciéon de bacterias en el
intestino delgado, el hidrégeno comienza a ser liberado antes de transcurridas las
dos horas tras la ingesta de la dosis de leche, puesto que el aztcar fermenta antes
de alcanzar el intestino grueso. Es sobre esta circunstancia sobre la que se basa el
diagnéstico de las infecciones gastrointestinales, a través de la realizacion del Test
de hidrogeno espirado, en el aliento. El uso de un aztcar para el cual el organismo no
sintetiza, para su hidrélisis, una enzima especifica, como es el caso de la lactulosa,

permite ademas que la cantidad del gas producida sea masiva.

Siguiendo el mismo criterio y metodologia anteriormente descritos, se
realizaron medidas de potencial en muestras de 8,0 mL de orina de voluntarios
sanos, obtenidas antes y después de la ingesta de una dosis de 0,5 mL de lactulosa
(la cual se dispensa con el nombre comercial de Duphalac®) por cada Kg de peso
del sujeto en cuestién, disuelta en 250,0 mL de agua. Las micciones se recogieron a

cada hora, hasta un periodo total de 5 horas.

Al igual que para las medidas con lactosa, los individuos sometidos a este
estudio cumplieron, en general, las normas que exige el Test de hidrégeno espirado'y,
de igual modo, se aproveché el periodo de ayuno que supone el descanso
nocturno, de tal forma que la muestra basal coincidiese con la primera orina de la

manana.

Nuevamente, los valores de potencial de las orinas basales y de aquellas
correspondientes a intervalos de tiempos crecientes, tras la ingesta del aztcar, se
transformaron en concentraciones (en ppm v/v) mediante la ecuaciéon de la curva
de calibracién de hidrégeno en orina (ecuacién (4-6)). La representacién gréfica
(figura 4.17) de dichas concentraciones frente al tiempo, muestra la evolucion del
hidrégeno excretado por via renal para el caso de tres de los voluntarios adultos

sanos estudiados.
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Figura 4.16 Evolucion, en el tiempo, del contenido de hidrégeno en la orina tras la
ingesta de 20,0 mL de Duphalac®, para tres sujetos sanos

Al igual que en los resultados encontrados con la lactosa, los niveles de
hidrégeno comienzan a incrementarse a partir de la segunda hora después de la
ingesta, alcanzando también un valor maximo alrededor de las cuatro horas, para
decrecer seguidamente. Este maximo no tiene por qué ser de la misma magnitud
que el que aparece cuando se ingiere la lactosa. De hecho, difiere para ambos
azucares debido, entre otras, a las siguientes razones: se administran dosis
distintas de ambos aztcares y, ademads, la lactulosa no es un aztcar metabolizable
mientras que la lactosa si lo es. Como puede observarse, el valor maximo obtenido
a las 4 horas es muy similar para todos los voluntarios adultos (valor medio de
3,00 ppm), independientemente de las diferentes contribuciones a la cantidad de
hidrégeno producido que, para cada individuo, guardard relacién con la cantidad

de flora bacteriana presente en su intestino grueso.

Los experimentos con lactulosa no se llevaron a cabo con nifios sanos, ya que
los niveles de hidrégeno eliminados con un azticar no metabolizable sélo
dependen de la cantidad de flora bacteriana. Los resultados obtenidos hubiesen
mostrado, simplemente, un valor inferior para el maximo, pero no hubiesen

aportado ninguna informacién adicional.

Siguiendo el mismo criterio utilizado para las medidas con lactosa, una vez que
se comprobd que la curva de eliminacién de hidrégeno era similar para todos los

sujetos sanos estudiados, las muestras recogidas se limitaron a la orina basal y a la
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de cuatro horas.

4.4.2 Medidas con orinas de sujetos que presentan alguna patologia
gastrointestinal

Para estos experimentos se contd con la colaboracion del Departamento de
Pediatria del Hospital Universitario de Canarias (Tenerife), en donde se lleva a
cabo el diagnoéstico de la intolerancia a la lactosa e infeccién intestinal mediante el
Test de hidrégeno espirado en el aliento. Este Departamento se prest6 amablemente a
colaborar y nos suministr6 algunas de las muestras utilizadas. Otras muestras nos
fueron facilitadas directamente por personas voluntarias, diagnosticadas como
pacientes intolerantes a la lactosa, conocedores de que se estaba desarrollando esta

linea de investigacion.

a) Intolerantes a la lactosa

En esta ocasion, por los motivos anteriormente aducidos, solamente se recogieron
la orina basal y la de cuatro horas tras la ingesta de 250,0 mL de leche entera. Estas
muestras se midieron dentro de las 48 horas siguientes a su recolecciéon. Es
importante advertir que los resultados sélo se dieron por véalidos cuando el valor
del potencial para la orina basal fue practicamente cero, hecho éste que indicaba
que no habia hidrégeno residual y que, por tanto, el registrado a las cuatro horas
era originado, exclusivamente, a consecuencia de la dosis de aztcar suministrada.
La tabla 4.23 recoge, directamente, los valores de las concentraciones de hidrégeno
eliminado correspondientes al pico de maxima eliminacién (a las 4 horas),
calculadas a partir de las medidas de potencial registrado, para un grupo de
individuos intolerantes a la lactosa, comprendidos en un amplio intervalo de
edades. Los resultados evidencian un aumento muy significativo de la
concentraciéon del hidrégeno eliminado por dichos sujetos, respecto del valor que
se ha considerado para individuos sanos en esas edades. Los valores
correspondientes a los individuos sanos también se presentan en la dltima

columna de la tabla 4.23.

Para una mejor visualizacién comparativa, los resultados de esta tabla 4.24 se
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han representado graficamente, en forma de diagrama de barras, en la figura 4.18.
Dicha representacion permite apreciar con mayor claridad las diferencias entre los
valores registrados para sujetos sanos e intolerantes. Dado que, como ya se ha
visto con anterioridad, no hay diferencias apreciables entre los valores
encontrados para los sujetos adultos, los resultados correspondientes a dichos
adultos aparecen unificados en la figura, mientras que para los nifios se han
representado separados, puesto que los niveles de hidrégeno liberados durante la

infancia varian, marcadamente, con la edad.

Tabla 4.24 Concentracién de hidrégeno eliminado en la orina de 4 horas de
sujetos intolerantes a la lactosa y su comparacién con el valor registrado en
individuos sanos.

Edad Cu, v/vV ppm
(afios) S. intolerantes S. sanos
5 4,27 0,85
9 4,14 1,76
43 6,03 2,76
59 5,27 2,78
65 6,53 2,78

Concentracién de Hidrégeno v/v (ppm)

5 afios 10 afios 65 afios

Figura 4.17 Comparacién del hidrégeno eliminado después de cuatro horas de
producida la ingesta, para sujetos sanos (azul) e intolerantes a la lactosa (rojo), de
distintas edades
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Estos resultados permiten concluir que la medida del potencial generado por el
hidrégeno excretado en la orina es una herramienta ttil para el diagnéstico de la
intolerancia a la lactosa, ya que la diferencia entre niveles de gas detectados es
suficientemente significativa y son concordantes con los obtenidos utilizando el

Test de hidrogeno espirado en el aliento.

A nivel ilustrativo, en la figura 4.19 se muestran los resultados obtenidos en el
departamento de pediatria del Hospital Universitario de Canarias (Tenerife), con

el Test de hidrogeno espirado, para un nifio de 9 afios intolerante a la lactosa.
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Figura 4.18 Evolucioén, con el tiempo, del contenido de hidrégeno en el aliento de
un nifio de 9 afios, intolerante a la lactosa, tras la ingesta de leche (datos
facilitados por el Hospital Universitario de Canarias - Tenerife)

Al igual que ocurre con los resultados encontrados por nosotros, los niveles de
hidrégeno eliminado aumentan hasta alcanzar un méaximo a las 4 horas de la toma

de la leche, aunque la cantidad media es sensiblemente mayor.

b) Infeccidn intestinal

Puesto que, cuando existe proliferacion de bacterias en el intestino delgado, el
momento en el que comienza el hidrégeno a ser liberado, tras la ingesta de la dosis

del aztcar es anterior al correspondiente a un sujeto sano, las muestras recogidas a
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los voluntarios que presentaban los sintomas caracteristicos de una infecciéon
intestinal, fueron tres: la orina basal, la de una hora y la de cuatro, tras la ingesta
de la dosis de Duphalac®. Al igual que para los intolerantes a la lactosa, éstas se

midieron dentro de las 48 horas siguientes a su recogida.

Las concentraciones de hidrégeno calculadas a partir de los potenciales
medidos en la orina de un nifio de 7 afios y en la de un adulto de 27 afios, se
muestran en la figura 4.20. En ella se puede observar como los valores de potencial
ya son importantes desde la primera hora tras la ingestiéon del azticar, mientras
que para un individuo sano (curva azul celeste) a dicho tiempo adn no se detecta
presencia de gas. Ademads, se observa que, al igual que sucediese en los casos
anteriormente vistos en esta Memoria de Tesis Doctoral, el maximo sigue

apareciendo en torno a las 4 horas de realizada la ingesta del aztcar.

Concentraciéon de Hidrégeno v/v (ppm)

Tiempo (h)

Figura 4.19 Eliminacién de hidrégeno en orina para dos sujetos que presentaban
una infeccién gastrointestinal (azul celeste: nifio 7 afios; rojo: adulto) y para un
sujeto sano (azul: adulto sano)

Estos resultados permiten, nuevamente, concluir que la medida del potencial
generado por el hidrégeno excretado en la orina es una herramienta ttil para el

diagnéstico de las infecciones intestinales.

Una vez maés, a modo ilustrativo se muestran los valores de concentracién de

H> obtenidos en el Hospital Universitario de Canarias (Tenerife) para el mismo
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nifio, durante el mismo proceso infeccioso, utilizando el Test de hidrogeno espirado
en el aliento (figura 4.21). Al igual que ocurre con nuestros resultados, las
concentraciones de Hx detectado comienzan a aumentar desde la primera hora tras
la ingesta y se obtiene el valor méximo de excrecién a las 4 horas, si bien, al igual
que en los casos anteriormente comparados, las cantidades eliminadas son ahora

mucho mayores.
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Figura 4.20 Eliminacién de hidrégeno en el aliento para un nifio de 7 afios que
presenta una infecciéon gastrointestinal (datos facilitados por el Hospital
Universitario de Canarias - Tenerife).

4.5 Acumulacioén del hidrégeno en orina

Hasta este momento, todos los resultados presentados han sido obtenidos a partir
de muestras de orinas recogidas tras el descanso nocturno (orina basal) y a
intervalos cortos de tiempo entre dos tomas de muestra consecutivas -una o dos
horas o0, como méximo, cuatro horas-. Evidentemente, en todos los casos el

hidrégeno acumulado hasta ese momento es eliminado con cada miccion.

Es l6gico pensar que si los periodos de tiempo de recogida de la muestra se
prolongan, deberia observarse un fenémeno de acumulacion del gas en la orina.

Fenémeno cuyo estudio resulta importante realizar.

Para analizar este posible efecto acumulativo, se midieron, en dias sucesivos,
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concentraciones de hidrégeno en las orinas de un sujeto sano recogidas a tiempos
crecientes, superiores a las cuatro horas, hasta un total de 11 horas sin orinar, tras
la ingesta de la misma dosis que en los casos previos; o sea, un vaso de leche

(lactosa).

Puesto que para estos estudios se requiere que el sujeto pase muchas horas sin
orinar ni ingerir alimentos, se aprovechoé el descanso nocturno para los tiempos
mas elevados (entre 7 y 11 horas) tomando, en ese caso, como orina basal la dltima
miccién antes de ir a dormir. Para los tiempos cortos (4, 5 y 6 horas) la orina basal

fue la de primera hora de la mafiana, como se habia hecho habitualmente.

En la figura 4.22 se muestran los valores de concentracién de H> obtenidos en
estos experimentos. Adviértase que cada punto se corresponde con un periodo de
tiempo sin orinar y, por tanto, se ha obtenido en un dia diferente y con una orina
basal diferente. En la curva se sefiala, en un color distinto, el valor de
concentracion de hidrégeno a las cuatro horas. Es decir, el valor correspondiente al
maximo de la curva de eliminacién de la figura 4.14. Los resultados permiten
comprobar que mientras no se orine, el gas sigue acumuldndose hasta alcanzar un
valor méximo (4 ppm para una dosis de 250,0 mL de leche entera) que se mantiene
constante a partir de las 6 horas y media, aproximadamente. Este tiempo es,

precisamente, el que requiere la digestion completa de cualquier alimento.
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Figura 4.21 Eliminacién de hidrégeno disuelto en la orina de un sujeto sano, para
distintos tiempos de recogida de la muestra
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Este fenémeno, de acumulacién del gas en la orina, permite manejar un dato
que puede ser importante a la hora de disponer de variantes del mismo protocolo,
puesto que podria ser ttil para ciertos pacientes bajo determinadas circunstancias.
Asi, por ejemplo, permite la posibilidad de, habiendo recogido la orina basal e
ingerido la dosis del azticar antes de acostarse, recoger como muestra a medir la
primera orina de la mafana, independientemente de las horas que se lleve sin
orinar, puesto que, como se ha visto, se alcanza un valor méximo que se mantiene

constante.

Esta modalidad del protocolo presenta el inconveniente de que el ayuno que
supone el descanso nocturno, hay que trasladarlo a la tarde-noche del dia anterior.
No obstante, en ciertos casos los individuos lo prefieren, porque la recogida de las
muestras se realiza en casa, mientras que, de otra manera, hay que recoger la
muestra (miccién) a media mafiana (situaciéon similar a la que se presenta en el
caso del Test del aliento realizado en el Hospital Universitario de Canarias -

Tenerife).

4.6 Importancia de la dieta sin carbohidratos antes del analisis

Los hidratos de carbono son los sustratos a partir de los cuales las bacterias
intestinales producen el hidrégeno que, posteriormente, puede ser detectado en el
aliento y, como se ha demostrado en esta Tesis Doctoral, también en la orina. Es
evidente que para poder relacionar una determinada cantidad de hidrégeno
eliminado por la orina con una dosis concreta de azdcar, el individuo debe
someterse al anélisis libre de hidrégeno residual, lo cual se pone de manifiesto a
través de la medida de orina basal. Esto se consigue, en un sujeto sano,
simplemente con una dieta sin la presencia de estos nutrientes en la cena del dia

anterior a la prueba.

En aquellos sujetos que tienen un transito intestinal lento, baja motilidad
intestinal o problemas de estrefiimiento, el periodo de dieta antes del analisis debe

ser mayor para evitar que el hidrégeno residual dé lugar a falsos positivos.

Para ilustrar como afectan estos problemas al resultado final del analisis, se

presentan, en la tabla 4.25, la concentracion de hidrégeno de la orina basal y la de
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4 horas de un individuo no intolerante a la lactosa pero que presenta un transito
intestinal lento, tras periodos crecientes sin ingerir hidratos de carbono. Los
resultados muestran cémo los valores de hidrégeno en la orina basal descienden a
medida que se incrementa dicho tiempo, hasta alcanzar valores normales cuando
el sujeto permanece 24 horas sin ingerir hidratos de carbono. De igual forma, la
dltima columna de la tabla 4.25 refleja como afecta el hidrégeno residual al

resultado final del analisis.

Tabla 4.25 Concentracién de hidrégeno eliminado por la orina de un sujeto sano
sometido a diferentes periodos de dieta

Concentracion de H, v/v (ppm)
Tiempo de dieta

Orina Basal Orina de 4h

Cena 103,24 21,10
Almuerzo y cena 5,78 4,77
24 horas 0,25 2,76

4.7 Propuesta de un protocolo alternativo como herramienta util
para el diagnostico de ciertas patologias gastrointestinales

La investigaciéon llevada a cabo en esta Tesis Doctoral permite proponer un
protocolo alternativo al actual Test de hidrogeno espirado en el aliento, como
herramienta util para el diagnéstico de las patologias gastrointestinales
estudiadas. Propuesta que se desglosa en dos partes: el periodo de dieta y la

recogida de la muestra.

a) Periodo de dieta.

Nuestros resultados revelan que para sujetos sanos y con una motilidad intestinal
normal, es suficiente la cena libre de hidratos de carbonos y el ayuno nocturno

previo a la prueba. Por el contrario, para sujetos intolerantes a la lactosa con una
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Resultados y discusién

motilidad intestinal normal, aunque este tiempo suele ser suficiente, es
conveniente extenderlo al almuerzo anterior. Son aquellas personas con problemas
de estrefiimiento las que mayor tiempo tienen que mantener la dieta sin hidratos
de carbono, siendo evidente que lo ideal es conseguir que evacuen antes de

someterse al analisis.

En definitiva, la propuesta que se hace es que el periodo de dieta se acomode a
las particularidades del paciente, siendo el médico quien, finalmente, debe
determinarlo. De forma general, el almuerzo y sobre todo la cena sin hidratos de
carbono, seria lo més conveniente, no viendo necesario extender dicho periodo de
dieta, salvo casos excepcionales, a los tres dias previos al anélisis, como

actualmente se hace necesario para el Test de hidrdgeno espirado.

b) Recogida de la muestra

b.1) Posibles intolerantes a la lactosa

Tras el periodo de dieta previamente determinado y el ayuno nocturno, el
paciente recoge su orina basal en un frasco de vidrio de cierre hermético (que debe
serle suministrado). Es conveniente, almacenar el frasco en nevera al objeto de
enfriar la orina, en el momento de la recogida, y minimizar, asi, la insolubilizacién

del hidrégeno.

Una vez recogida la muestra, el frasco, cerrado cuidadosamente, debe ser
guardado nuevamente en nevera hasta el momento del anélisis. Seguidamente, el
paciente tiene que ingerir los 250,0 mL de leche —que no tiene que ser entera,
necesariamente, puesto que no es la grasa la que da origen a la producciéon del

hidrégeno por las bacterias intestinales—.

Desde ese momento, el individuo no puede ingerir ningtin tipo de alimento,
con excepcion de agua. En torno a las cuatro horas desde la ingesta, el paciente
debe recoger la segunda muestra y, de igual forma, guardarla en nevera. Ambas
muestras sin analizar, pueden ser almacenadas por un periodo nunca superior a
las 48 horas.
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b.2) Posible infeccién intestinal

Al igual que para el caso de la intolerancia a la lactosa, el paciente tiene que
mantener tanto el periodo de dieta como el ayuno. Debe recoger su orina basal y
guardarla en nevera. Seguidamente, tiene que ingerir una dosis de 0,5 mL de

lactulosa por cada Kg de su peso, diluida en 250,0 mL de agua.

En el entorno de la primera hora desde la ingesta, debe recoger la segunda
muestra. A las tres horas, contadas a partir de ésta segunda (por tanto, a las cuatro
después de la ingesta) recogera la udltima muestra. Todas ellas deben ser
guardadas, inmediatamente después de su recoleccion, en nevera. Tampoco en
este caso, el sujeto puede ingerir ningtn tipo de alimento durante el tiempo que
dura la prueba, a excepcién de agua (que, a veces, es recomendable para facilitar la

miccién).

Aquellas otras recomendaciones recogidas actualmente en el protocolo para
realizar el Test de hidrégeno espirado en el aliento, referentes a: no ingerir alcohol ni
bebidas carbonatadas o gasificadas durante el periodo de dieta; no haber estado
sometido a tratamiento con antibiéticos la semana anterior; y no utilizar enemas o
laxantes en los tres dias previos a la prueba, se mantienen en el protocolo aqui

propuesto.
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Resumen y conclusiones

5. Resumen y conclusiones

Con el presente trabajo de Tesis Doctoral que aqui se presenta, se ha pretendido
encontrar las condiciones 6ptimas, asi como una metodologia de trabajo adecuada,
para hacer efectivos unos ensayos de analitica clinica que resulten aplicables para
el diagnodstico de las patologias gastrointestinales que cursan con un notable
incremento en la produccién de bio-hidrégeno. Estos ensayos se basan en la
determinacion electroquimica de la porciéon de ese gas H> que es excretado del

organismo a través de la via renal, disuelto en la orina.

La medida electroquimica se ha realizado mediante el empleo de dos sensores
diferentes: uno de respuesta potenciométrica y otro de respuesta amperométrica.
En ambos casos, fue necesario analizar, desde una base experimental, todas y cada
una de las variables fisicas y fisicoquimicas que intervienen en el proceso de
medida, a fin de conocer cudl es su incidencia en el mismo y, en consecuencia,
para tratar, en unos casos, de exaltar y, en otros, mitigar esa influencia para
obtener, finalmente, una medida confiable a partir de la cual determinar la

cantidad de hidrégeno que se excreta disuelta en la orina.

Como herramienta complementaria, se obtuvo la correspondiente curva de
calibracion, potencial eléctrico frente a concentraciéon de H» -bien insolubilizado en
la fase gaseosa sobre la disolucién, bien disuelto en la misma - para cada uno de
los sensores. En ambos casos se alcanzaron representaciones lineales cuando la
cantidad de hidrégeno presente en el sistema a medir era baja, perdiéndose dicha

linealidad cuando las concentraciones de hidrégeno presente eran elevadas.

Asimismo, las citadas curvas de calibracién resultaron muy ftiles, también, a la
hora de determinar la solubilidad -a través de la determinacién del coeficiente de
Bunsen- del hidrégeno en orina humana. En esa ocasién, sin embargo, las
medidas con ambos sensores debieron realizarse en la fase gaseosa en equilibrio
con la disolucion de muestra de partida. Tal circunstancia condujo, por otra parte,
a realizar una propuesta sencilla y agil, al tiempo que con un buen nivel de
precisiéon en lo que hace referencia a los resultados obtenidos, para un nuevo

método de determinacion de solubilidades de gases en liquidos.

Finalmente, de la aplicaciéon de todo lo anterior a la medida en muestras de

orina de pacientes (tanto sanos como afectados de una patologia gastro-intestinal
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diagnosticada), se formaliz6 la propuesta para un protocolo 4gil, sencillo y

confiable que permita complementar, en el plazo corto y -si es posible-

posteriormente sustituir —-en el medio plazo- las actuales pruebas clinicas (de una

mayor complejidad que la que acompafia al método que aqui se presenta) por esta

nueva prueba, en la busqueda del necesario diagnostico.

Sobre la base de los resultados encontrados en este trabajo de Tesis Doctoral, se

presentan, a continuacion y de forma resumida, las siguientes conclusiones y

aportaciones derivadas del mismo:

Sensor potenciomeétrico:

1.

177

Para tiempos de burbujeo con hidrégeno, iguales o superiores a 8,0 minutos,
puede considerarse que 42,0 mL de agua de calidad Millipore® alcanzan la
saturacion, a 25,0 °C. En consecuencia, el tiempo de burbujeo empleado para
garantizar la saturacion de las muestras acuosas manejadas en este estudio, fue

10 minutos.

Mientras las variaciones de presion atmosférica no sean importantes (y se
mantengan dentro del intervalo 710 - 720 mmHg), las medidas de f.e.m. del
sensor y, por tanto, la cantidad de hidrégeno disuelto en la muestra durante
un determinado tiempo de burbujeo, son independientes del valor de dicha

presién atmosférica.

No obstante, dada la variabilidad en la respuesta que muestra este sensor, se
hace necesario realizar varias medidas para cada concentraciéon de la muestra
y utilizar la media aritmética de todas ellas como dato experimental

representativo.

Asimismo, la determinacién del valor “cero de hidrégeno disuelto” (esto es, la
lectura de potencial correspondiente al disolvente puro, o en su caso de la
disoluciéon de partida) se torna necesario realizar puesto que confiere
indeseables fluctuaciones a los valores del potencial. Dicho valor es
posteriormente detraido del correspondiente a la disolucién de muestra y
obtener asi el valor del potencial atribuible, iinicamente, a la presencia del Ho

disuelto.

Dada la influencia decisiva que sobre el comportamiento de la membrana

tienen las variaciones de la humedad ambiental, se hizo necesario almacenar



10.

Resumen y conclusiones

los sensores dentro de una urna de cristal, bajo un estricto control del
porcentaje de humedad relativa de almacenamiento (50-55%), durante las

horas previas a su utilizacion.

La realizacion de la medida previa con agua pura sobre-hidrata la membrana
polimérica del sensor, desplazando el valor al cual se obtiene una respuesta
maxima de dicho sensor, hacia porcentajes de menor humedad relativa de
almacenamiento (35%). Ademads, por encima del 45 % de humedad de

almacenamiento, se obtienen lecturas de potencial menores de las esperadas.

No obstante, la medida previa con agua pura se mantuvo, puesto que ademas
de amortiguar las fluctuaciones sefialadas en la conclusiéon namero 4, no es
recomendable mantener este tipo de membranas por debajo del 50% de
humedad, ya que la deshidratacién que ello conlleva produce efectos muy

negativos sobre su funcionamiento.

La variacion del potencial eléctrico medido, con el logaritmo de la
concentracion de hidrégeno en la muestra, en el intervalo aqui estudiado, no
posee la respuesta lineal prevista por la ecuaciéon de Nernst. Por el contrario, la
linea de calibracion obtenida, presenta un trazado parabdlico bien definido.
No obstante, en la zona correspondiente a concentraciones bajas de Hp, si se
observa una respuesta lineal aunque de pendiente superior al valor nernstiano
de 30 mV, resultado que puede interpretarse sobre la base de la estabilizaciéon

de un potencial mixto para la muestra bajo estudio.

Los resultados obtenidos en la determinacion del coeficiente de Bunsen del Ha
en diferentes disoluciones acuosas, a 25°C, confirman que el método que aqui
se propone es adecuado para obtener valores precisos de este pardmetro

fisicoquimico.

Este sensor potenciométrico posee una buena sensibilidad en fase gaseosa, al

tiempo que una elevada especificidad hacia el Ho.

Sensor amperométrico Unisense®:

11.

Dada la baja dispersion de las respuestas que facilita este sensor, el nimero de
medidas que fue necesario realizar para cada concentracién de hidrégeno, fue
mucho menor que en el caso del sensor potenciométrico -en ocasiones basto

con hacer, simplemente, dos medidas y utilizar la media aritmética de ambas
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13.

14.

15.

16.

17.
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como dato experimental-.

Dentro del intervalo de concentraciones bajas en muestras acuosas (y de orina
humana) el comportamiento de este sensor, con la concentraciéon de hidrégeno,
es lineal. Esta linealidad se pierde, al igual que sucede en el caso del sensor
potenciométrico, a partir de un determinado porcentaje de dilucion desde la
saturacion (70,0 %), observandose, a partir de ese momento, un ascenso

exponencial del potencial.

La solubilidad del H», expresada como coeficiente de Bunsen de acuerdo al
método propuesto en este trabajo, puede ser determinada, también, a partir de
medidas con este sensor. Ahora bien, para ello es necesario realizar tales
medidas sobre el hidrégeno insolubilizado. Es decir, sobre el H, presente en la
fase gaseosa y no sobre el disuelto en el seno de la disolucion (como es el
sistema habitual de medida empleado con este sensor amperométrico). Los
resultados asi obtenidos poseen un buen nivel de confiabilidad, por lo que
puede concluirse que el método aqui propuesto es independientemente del

tipo de sensor utilizado.

Para tiempos de burbujeo con hidrégeno, iguales o superiores a 1,0 minuto,
puede considerarse que 42,0 mL de orina (tanto artificial como biol6gica)
alcanzan la saturacién, a 25,0 °C. En consecuencia, el tiempo de burbujeo
empleado para garantizar la saturacion de las muestras acuosas manejadas en

este estudio, fue 3 minutos.

Los valores encontrados para el coeficiente de Bunsen del hidrégeno en orina
humana y en orina artificial, a 25,0 °C, son lo suficientemente préximos como
para considerar que la utilizaciéon de orina humana, en lugar de una artificial,

para la elaboracién de la curva de calibracion, es posible y adecuada.

La evoluciéon temporal del hidrégeno eliminado por un sujeto sano, a través de
ambas vias: la pulmonar y la renal, tras la ingesta de una dosis de azuacar
(lactosa o lactulosa) coinciden plenamente. Esto es, en ambos casos se produce,
a partir de las 2 horas desde la ingesta, un aumento de la cantidad de gas
eliminado, hasta alcanzar un méximo, en torno a las cuatro. Asimismo, la
cantidad de gas excretada, en el caso de un sujeto sano, es suficiente como para

ser detectada y valorada electroquimicamente.

Los resultados de la eliminacién de hidrégeno, tras la ingesta de un vaso de



18.

19.
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leche, en un sujeto que presente una intolerancia (diagnosticada) a la lactosa,
revelan que un valor superior a 3,0 ppm en la concentracién de hidrogeno en
su orina, una vez transcurridas cuatro horas desde la ingesta, es conclusivo del

padecimiento de dicha intolerancia a la lactosa.

Cuando, al cabo de una hora desde la ingesta del azicar, se observa un
aumento considerable en la produccion de hidrégeno gas (y,
consecuentemente, se detecta disuelto en la orina), puede considerarse que

dicho sujeto est4 afectado de una infeccién intestinal.

Los resultados evidencian que, en el ser humano, la valoracién del hidrégeno
eliminado por la via renal, disuelto en la orina, puede ser utilizada en el
analisis clinico para el diagndstico de patologias gastrointestinales

(intolerancia a la lactosa e infecciones bacterianas intestinales).
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Apéndice 1

Circuito para acondicionar la sefial del sensor de hidrégeno a una tarjeta
de adquisicién de datos DAS-08.

Este circuito se construy¢ con la intencién de no cargar excesivamente al sensor de
hidrégeno que poseia una resistencia de salida elevada. Para ello se emple6 un
amplificador de instrumentacién INAIIl de Burr-Brown alimentado desde la
tarjeta de adquisicion con + 12 y - 12 V. A su salida se conect6 una red para hacer
que, con una ganancia de 10, obtuviese una tensién méxima para la tarjeta de 5V,
para una sehal de entrada de 750 mV (salida méxima del sensor). Asi mismo se le
doté de una salida auxiliar para realizar la medida del sensor a través de un

voltimetro (asi no se carga el sensor directamente con el voltimetro)

La ganancia del amplificador de instrumentacién mencionado responde a la
expresion siguiente =1+50k/Rc. Para una ganancia 10 se tiene una Rg = 5,5 k,
empleando una resistencia variable de 10k. Para la red divisora se escogieron los
valores que aparecen en el esquema adjunto. También se emple6 un condensador

de 1 pF para evitar ruidos, asi como en la entrada de la tarjeta de adquisicion.

El circuito aparece en detalle en la siguiente figura:
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Apéndice 2

Caracteristicas técnicas del Electrodo de Hidrégeno

Rango de temperatura -10°C -60°C
Resistente al agua si

Coeficiente de Temperatura 2 -3 % por °C
Rango de Presion Atmosférica 0-1atm
Limite de Deteccién 0,3 uM en agua
Interferencia HS (10 %)
Tiempo de respuesta (90%) <35s
Respuesta lineal
Humedad relativa 0% -90 %
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