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DE MONARDES Y TSWETT A LA BIOANALITICA

ALBERTO FERNANDEZ GUTIERREZ

Excmo. Sefior Presidente

Excmos. e Ilmos. Sefiores Académicos,
Queridos compaieros y amigos,
Seforas y Sefores

Mis primeras palabras no pueden ser mas que de sincero y profundo agradecimiento a los
miembros de esta Academia, por haberme confiado la responsabilidad de compartir sus
tareas como miembro de nimero. Deseo hacerlo de manera muy especial al Prof. Fernando
Gonzélez Caballero, Presidente de la Academia, por el afecto y consideracion que siempre ha
tenido conmigo desde que compartimos aulas e ilusiones en la antigua Facultad de Ciencias.
Igualmente, quiero expresar mi gratitud al Prof. Gerardo Pardo Sanchez, anterior presidente,
en cuyo mandato fui propuesto Académico electo. Doy también las gracias al Prof. Pedro
Luis Mateo Alarcon, compafiero y amigo, quien ha tenido a bien ser mi padrino en este
solemne acto de toma de posesion.

Es un motivo de inmensa satisfaccion para mi, formar parte de esta Academia que tiene,
entre otros objetivos, el contribuir al fortalecimiento de nuestro entorno cientifico mas
inmediato y el de éste con la sociedad mediante la transferencia del conocimiento. Me anima
conseguir un mayor acercamiento entre nuestra Academia de Ciencias, la comunidad
cientifica y la sociedad, especialmente la cercana; la vitalidad de aquella debe estar en
concordancia con el empuje de éstas. Me ilusiona lograr que este deseo sea una realidad



permanente en nuestra tierra, aunque creo que el camino por recorrer aun es largo; por ello
no cabe conformismo alguno.

Podéis estar seguros de que, en lo que a mi concierne, volcaré todo mi entusiasmo y energia
en la responsabilidad que ahora asumo, intentando superar mis deficiencias, y velaré por
unir, a los mejores servicios de mis compafieros y colegas, los mios propios. Asimismo
cuidaré también que el ejercicio cotidiano de mi actuacion como cientifico, y como persona
se ajuste a los codigos de ética y de excelencia sobre los que la Academia se funda. De mis
maestros, muchos de ellos Académicos, aunque alguno desgraciadamente no, he aprendido
que nada hay maés productivo que trabajar en equipo siendo consciente de nuestras
posibilidades y limitaciones, sin pretender metas imposibles, pero sin carecer por esto de
afan de progreso y de aspirar a la utopia.

Hoy es un dia muy deseado e importante para mi. Rodeado de ilustres académicos, de
nuestras autoridades, de colegas, colaboradores, discipulos, y también de la familia y amigos,
y sintiendo igualmente la cercania de los que no pueden estar, tengo la conviccion de que, en
algin sentido, con este acto se culmina un largo camino que se inicid hace mas de cuarenta y
cinco afios, cuando empecé mi licenciatura en Ciencias Quimicas, y fui alumno-ayudante en
las practicas de Quimica General. A pesar de los muchos momentos dificiles, he podido
desarrollar plenamente mi vocacion docente, investigadora y de gestion, dando respuesta a
los retos y problemas que en cada ocasion han ido surgiendo en cada uno de esos dmbitos, y
que han puesto el matiz en el detalle, y el modelado en lo general, a una gratificante e
intensa trayectoria vital.

Cuando comencé a considerar cudl podria ser el tema sobre el que versaria este discurso de
ingreso tuve dudas acerca de si escribirlo sobre aspectos generales como Ciencia y Sociedad,
Investigacion y su transferencia, o algo mas cercano a nuestras areas de trabajo como
Quimica Analitica y alimentacion saludable, Alimentos funcionales etc., o bien centrarlo en
alguna parte, mas o menos extensa, de las lineas de trabajo de nuestro grupo de
investigacion. Asi, teniendo en cuenta que las campos que hemos desarrollado, a lo largo de
nuestra vida investigadora, estan centrados actualmente en: “La luminiscencia molecular y
los sensores Opticos aplicados a la solucion y control de problemas ambientales, biomédicos,
domdticos y alimentarios” y en “El desarrollo de técnicas analiticas separativas avanzadas
para el control de extractos vegetales y de alimentos funcionales, especialmente referidas a la
caracterizacion de compuestos bioctivos de interés en nutricidon, salud y estudios de
metabolémica”, me decidi por no renunciar a ninguna de las lineas, y disefar este discurso
partiendo desde los origenes de estos campos, recordando con pasioén, respeto y
agradecimiento, a los que pueden ser considerados como “padres” de las mismos : Nicolas
Monardes y Mikhail Tswett. El recorrido historico, y el desarrollo instrumental actual, lo he
querido conducir al ambito de lo que hoy se conoce con el nombre de Bioanalitica,
concretandolo en algunas de nuestras mas recientes aportaciones en forma de aplicaciones
bioanaliticas.



Nicolas Bautista Monardes (Sevilla, 1493—1588) fue un destacado médico y botanico
espafiol que curs6 estudios de medicina en la Universidad de Alcala del siglo XVI.

Escribié bastantes libros de suma importancia para su €poca, tales como: Didlogo llamado
pharmacodilosis (1536), De Secanda Vena in pleuriti Inter Grecos et Arabes Concordia
(1539), De Rosa et partibus eius (1540), Sobre las cosas que se traen de nuestras Indias
Occidentales, que sirven al uso de la medicina (1569), Tratrado de la piedra bezaar, y de la
yerva escuer¢onera (1569), Segunda parte del libro des las cosas que se traen de nuestras
Indias Occidentales, que sirven al uso de la medicina; do se trata del tabaco, y de la
sassafras, y del carlo sancto, y de otras muchas yervas y plantas, simientes, y licores que
agora nuevamente han venido de aqulellas partes, de grandes virtudes y maravillosos efectos
(1571), Didlogo de las grandezas del hierro, y de sus virtudes medicinales; Tratado de la
nieve, y del beuer frio (1574), Historia Medicinal (1580).

Nicolas Monardes

Su obra fue traducida a los mas importantes idiomas de la época y tuvo una enorme
influencia en la farmacopea del viejo continente durante siglos. Sin embargo no siempre tuvo
el reconocimiento merecido, por ejemplo, su nombre no aparece en la obra de biografias
"Grandes cientificos de la humanidad", de Manuel Alfonseca (Espasa; Madrid, 1998).

Para tratar de demostrar su relevancia se pueden aportar las citas siguientes: 1) En "La
ciencia y la técnica en el descubrimiento de América" (Espasa-Calpe, Coleccion Austral,
Buenos Aires, 1951) nos cuenta el insigne matematico riojano Julio Rey Pastor lo que sigue:
"El mas famoso de todos los investigadores de las plantas descubiertas en las expediciones
por el Nuevo Mundo, que segiin Paoli merece el nombre de padre de la farmacologia, es
Nicolads Monardes, médico andaluz, "il primo scienzato che si occupo delle plante medicinali
americane". 2) En la presentacion de la "Biblioteca de la Cultura Espafiola", dirigida por el
también matematico Francisco Vera (M. Aguilar Ed.; Madrid, 1934), se dice de Monardes:
"La figura de este médico es, cronoldgicamente, la primera y una de las mas importantes de
todas las que cultivaron con mas éxito el estudio de las drogas medicinales, que, en su
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tiempo, se importaban de América, como lo prueban sus aportaciones al conocimiento de la
zarzaparrilla, del guayaco, de la pimienta, de la canela de Indias, del tabaco, del balsamo de
Tolu, etc. 3) El profesor Tschirsch, de Berna en 1933, considera a Monardes como el padre
de la farmacognosia, y su museo, formado casi exclusivamente con materiales exoticos, tiene
excepcional importancia para la historia de la cultura universal, y ha servido de modelo a los
que después se crearon fuera de Espafia". En 1988, el Ayuntamiento de Sevilla reconocid,
tardiamente, su figura con una placa ceramica en el lugar donde estuvo ubicado su jardin
boténico.

Se atribuye a Nicolds Monardes, por tanto, la introduccion y estudio en Europa de numerosas
plantas medicinales americanas, cuyas propiedades y aplicaciones investigd y describid
extensamente. Sin embargo no quedan aqui sus meritos ya que en su estudio exhaustivo de
plantas exoticas, de 1565, observd un tinte azul en el agua contenida en un recipiente
fabricado con una clase de madera llamada "lignum nephriticum" o "peregrinum", la
coloracion azul que muestra a la luz blanca el extracto acuoso de la madera desaparecia en
medio 4cido. Un comportamiento semejante de la corteza del "aesculus hippocastanum" se
observa en 1615: la corteza de castafio en agua origina un liquido incoloro con reflejos
azules; hoy se sabe que se debe a la fluorescencia de la esculina. La de Monardes fue la
primera observacion descrita de ese fendmeno en disolucién y lo que aparecia en esas
"maderas luminosas" era lo que después se denominaria fluorescencia.

Podemos decir, por tanto, que el descubridor de esta emision luminiscente o mas bien del
estudioso que llevo a los libros de medicina y botanica este fenomeno fue Nicolds Monardes
aunque desde hacia siglos era bien conocido el hecho de que determinados compuestos
emiten una radiacién visible cuando son expuestos a los rayos solares. Los fendmenos
luminiscentes tales como la “aurora boreal", la fosforescencia del mar, la luminiscencia de
animales marinos, de insectos, de la madera, etc., han fascinado al hombre desde la
antigiiedad. Una de las mas antiguas referencias escritas sobre la luminiscencia aparece en la
literatura china alrededor de los afios 1.500-1000 a.c., describiendo el comportamiento de las
luciérnagas y de los gusanillos de luz; Aristoteles (384-322 a.c.) parece ser uno de los
primeros en reconocer la "luz fria" en pescados muertos, hongos y en la secrecion luminosa
de algunos peces y segun cuenta la leyenda, hacia el afo 1.000, un emperador de China
poseia un cuadro magico sobre el que aparecia la imagen de un buey al caer la tarde. Francis
Bacon sefiala, en 1605, las diferentes clases de luminiscencia segin sus diferentes origenes,
afirmando que: "el aztcar luce solo cuando es frotado y algunas sales en agua si estdn en
pequeiia cantidad; las luciérnagas lucen mientras tienen vida o un poco después y las escamas
solo si el pescado estd putrefacto, comportandose de la misma manera que la "madera
luminosa” y ello es debido a que “en la putrefaccion tiene lugar una transformacion intensa
que va acompafada de fuego o luz".

Como se puede deducir, todas estas observaciones iniciales se relacionaron principalmente
con organismos vivos que emitian luz, tales como la luciérnaga, las bacterias luminosas, la
luciérnaga marina u organismos unicelulares como los dinoflagelados, etc., siendo
considerado Monardes como el descubridor de esa emision luminiscente que se producia, por
efecto de la incidencia de luz solar sobre determinadas disoluciones o materiales y que
actualmente se reconoce que es un fenomeno fotoluminiscente llamado fluorescencia.

El primer ejemplo de emision luminiscente de so6lidos, del que hay certeza escrita, data de la
época del Renacimiento italiano debido a un descubrimiento accidental algunos afios después,
en el 1602 6 1603, por un zapatero y alquimista aficionado de Bolonia, llamado Vincencio
Casciarolo. Este artesano fundia piedras particularmente pesadas, cercanas a su hogar, con la



esperanza de extraer después posibles metales preciosos. Las piedras, después de calcinadas
con carbon y expuestas a la luz del dia, emitian un resplandor rojizo en la obscuridad. Estas
piedras llamadas "de Bolonia" o también "piedras de Luna", en particular, las del Monte
Paterno, resultaron ser las mas célebres y fueron objeto de interés cientifico durante los 200
afos siguientes, asignandoseles el nombre de "phosphor" (en griego "portador de luz"). Se las
considera el primer "phosphor" inorgénico artificial siendo el primero natural el diamante,
cuya luminiscencia fue sefialada por Cellini en 1568.

El descubrimiento de las “piedras de Bolonia" atrajo la atencion de Galileo (1564-1642) y sus
contemporaneos, que sefialaron que un "phosphor" no presenta luminiscencia hasta después
de haber sido expuesto a la luz natural, de manera que la luz entraba en la piedra, a semejanza
de una esponja que embebe agua, y luego se producia la emision de luz, por lo que el
comportamiento del "phosphor" implicaba un tiempo en el cual la luz permanecia en la
sustancia material. El matemadtico italiano Zucchi escribe, en 1652, que la "piedra de
Bolonia" emitia mas intensamente si era expuesta a la luz brillante y que el color de la luz
emitida no cambiaba cuando la piedra era expuesta a la luz blanca, verde, amarilla o roja.
Concluia indicando que la luz no era simplemente absorbida y remitida sin cambio alguno, a
modo de esponja, sino al contrario, que al excitar se originaban reacciones con una sustancia
(“spirituosus") contenida en la piedra, y cuando cesaba la luz, esa sustancia iba
desapareciendo gradualmente.

Se habia considerado, por tanto, en principio, a la "piedra de Bolonia" como una “esponja de
luz", pero ese término era mas poético que exacto. Asi la denominaba el poeta Goethe, que
hacia llegar luces de diversos colores a una “piedra de Bolonia", observando que la luz azul
era la que excitaba una luz roja, pero que la luz roja era incapaz de ello. La luz emitida por la
piedra en la oscuridad, no es consiguientemente la misma con la que habia sido iluminada
antes, lo que pone de manifiesto que la "piedra de Bolonia" no actia como una esponja que
posteriormente restituye la luz embebida.

La emision retardada de luz de la "piedra de Bolonia" actualmente se considera como
fosforescencia. Sabemos que dichas piedras contienen sulfato barico con trazas de bismuto y
manganeso y que en el proceso de reduccion correspondiente tiene lugar la transformacion
del sulfato en sulfuro. Es bien conocido actualmente que los sulfatos alcalinotérreos
presentan fosforescencia, que se incrementa considerablemente por la presencia en ellos de
trazas de metales pesados. A los compuestos inorganicos denominados "phosphor" se les
conoce también como "crystallophosphor" por ser sustancias policristalinas que contienen
trazas de algunos iones que actian como activadores de la luminiscencia.

El término "phosphor” se utilizé también para el elemento quimico foésforo, P, descubierto
por el alquimista de Hamburgo, Hennig Brand, en 1669, que fue el primer cientifico conocido
que descubrio un elemento quimico. Brand, buscando la piedra filosofal, destilé una mezcla
de arena y orina evaporada y obtuvo un producto que tenia la propiedad de lucir en la
obscuridad. Se le llamo6 "fosforo de Brand" para distinguirlo de otros materiales
luminiscentes denominados también "phosphor". Brand denomind al producto obtenido
“phosphorous miralis" (luz milagrosa). El elemento fosforo, en su variedad alotropica blanco
o blanco amarillento, emite luz en la obscuridad, pero no es una fotoluminiscencia
(fosforescencia) sino una quimioluminiscencia originada al reaccionar el elemento con el
oxigeno, en un ambiente humedo.

Durante los siglos XVII y XVIII fueron descubiertos numerosos materiales luminiscentes,
aunque se realizaron pequefios progresos en su caracterizacion. Un ensayo de clasificacion de
los fendmenos luminosos, designados con el nombre genérico de "fosforescencia", aparece a
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finales del siglo XVIII. La Enciclopedia de Diderot y D’Alembert, en su edicion de Ginebra
de 1778-1779, menciona seis ordenes de emision, diferenciando asi la oxidacion lenta del
metaloide de los fendmenos: fisiologicos (gusanos de luz, luciérnaga, mosquitos de las
lagunas de Venecia, mosca de las Antillas, aguijon de la vibora irritada; eléctricos (diamante,
telas y ropas frotadas rudamente, globo de Hauxbee); mecénicos (choques y friccion del
azicar o de la cadmia, metales atrapados en el hierro o en el acero); fisicos (“piedra de
Bolonia” y espato expuestos al sol) y bioldgicos (fermentaciones putridas o fuegos fatuos).

El primer ejemplo sefialado de luminiscencia de proteinas se debe a Beccari que, en 1746,
detecta una fosforescencia visible procedente de las manos heladas al introducirse en una
habitacion obscura, después de una exposicion a la luz solar.

Es importante sefialar que la idea de absorcion y emision de luz fue establecida antes para los
"phosphor” (siglo XVII) que para los materiales fluorescentes (siglo XIX), probablemente
debido al retardo con que se produce la emision de la fosforescencia.

Las propiedades luminiscentes de los extractos acuosos de ciertas maderas, que antes hemos
comentado, intrigé a algunos cientificos importantes del siglo XVII y comienzos del siglo
XVIII, tales como Athanasius Kircher, Robert Boyle, Isaac Newton, Robert Hooke, etc., pero
pocos progresos se realizaron encaminados a la explicacion de los fenomenos luminiscentes
en general y de la fluorescencia en particular. Importantes avances en la interpretacion de los
fenomenos luminiscentes se llevaron a cabo casi a mediados del siglo XIX, destacando los
estudios sobre fluorescencia de David Brewster (1781-1868) en 1833; de John Herchel
(1792-1871) en 1845 y de George Gabriel Stokes (1820-1903) en 1852 y 1864.

Stokes, ademas de introducir el término fluorescencia, es el primero en establecer claramente
que la fluorescencia es un proceso de emision de luz y definid lo que se conoce actualmente
como ley o regla de Stokes, que establece que la luz emitida es de mayor longitud de onda
que la excitante. Hay que sefialar que la ley o regla de Stokes de 1852 es valida, por ejemplo,
tanto para la fosforescencia de la “piedra de Bolonia” como para la fluorescencia de
soluciones de sulfato de quinina, y con ella se engloban, por primera vez, dos tipos de
fenomenos luminiscentes considerados hasta entonces como independientes: la
fosforescencia y la fluorescencia.

Edmond Becquerel (1820-1891) fue, en el siglo XIX, el mas importante estudioso de la
fosforescencia. Continuando los estudios de Stokes, obtuvo el espectro de excitacion y de
emision de diversos materiales, establecid la influencia de la temperatura y de otros
parametros y midio el tiempo entre la excitacion y la emision de la fosforescencia y el tiempo
de duracion de la misma.

El término "luminiscencia" (del latin "lucifer", en sentido de "portador de luz" o emision de
luz fria) fue introducido, en 1888, por Eilhardt Wiedemann con objeto de distinguir entre la
emision de luz procedente de la excitacion térmica de las sustancias, y la emision de luz
procedente de moléculas que han sido excitadas por otros medios sin incrementar la energia
cinética. Wiedemann sefial6 que los fendmenos de fosforescencia y de fluorescencia
muestran que la materia es capaz de emitir luz sin que sea necesario calentar. En otras
palabras, caracterizé la luminiscencia por el hecho de que no obedece a la ley de Kirchoff de
la absorcion y la emision procedente de un cuerpo negro.

El desarrollo de nuestra area de conocimiento, la Quimica Analitica, a mediados del siglo
XIX aparece con las obras de Heinrich Rose (1795-1864) y Karl Remegius Fresenius (1818-
1897) y corre paralela a las ultimas aportaciones descritas en el campo de la luminiscencia.
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Heinrich Rose fue profesor de quimica en la Universidad de Berlin, desde donde realizd
numerosas contribuciones a la quimica, entre ellas el descubrimiento del niobio. Su libro
Handbuch der Analytischen Chemie aparecié publicado en Berlin en 1829 y fue reeditado en
numerosas ocasiones durante todo el resto del siglo. Al contrario de lo que habia sido habitual
hasta ese momento, Rose tratd cada elemento en un capitulo separado en el que indicaba sus
correspondientes reacciones analiticas, esquema que hemos conservado hasta la actualidad.
El proceso de andlisis de Rose se abria con el uso del acido clorhidrico que permitia
identificar plata, mercurio y plomo. Seguia la precipitaciéon con &acido sulthidrico para
continuar con sulfato de amonio y, finalmente, hidroxido de potasio. La traduccion castellana
de esta obra de Rose fue realizada por el médico catalan Pere Mata i Fontanet (1811-1877),
discipulo de Mateu Orfila quien realizd6 una notable producciéon en el campo de la
toxicologia.

K.R. Fresenius (1818-1897) estudié quimica en el laboratorio de Liebig en Giessen
(Alemania). En 1841 publico su Anleitung zur qualitativen chemischen Analyse cuya
traduccion castellana aparecidé en 1853. Tanto esta obra como la que dedicd mas tarde al
analisis cuantitativo, fue reeditada y traducida en numerosas ocasiones, con sucesivas
revisiones del autor para recoger los ultimos adelantos, lo que permite considerarla como una
de las principales obras de quimica analitica del siglo XIX. También publicé la primera
revista dedicada a la quimica analitica: Zeitschrift fiir analytische Chemie que comenzé a
aparecer en 1862. Las traducciones al castellano méas completas de la obra de Fresenius
fueron publicadas en Valencia gracias a la labor del médico Vicente Peset y Cervera (1855-
1945).

El comienzo de la Espectroscopia

Como datos historicos en relacion a la instrumentacién primitiva se puede aportar que
Harvey, en su libro, cuenta que el pinhole y el dispositivo de prisma de Newton fueron
usados por Zanotti (1748) y Dessaignes (1811) para estudiar "phosphor" inorganicos y por
Priestley (1767) para observar la electroluminiscencia. Ninguno de ellos fue capaz de obtener
un espectro con los aparatos de Newton, siendo necesaria una mejor instrumentacion para el
estudio espectroscopico. De gran utilidad practica para la observacion de la luminiscencia
fueron los espectroscopios de Willaston (1802) y de Frauenhofer (1814).

El fotometro (y su antecesor visual: el colorimetro) fue un aparato basado en las leyes de la
absorcion de la luz habitualmente conocida como de "Lambert-Beer". En realidad, estos dos
cientificos nunca llegaron a colaborar puesto que un siglo separa el nacimiento de ambos.
Lambert (1728-1777) realizd sus principales contribuciones en el campo de la matematica y
la fisica y public6 en 1760 un libro titulado Photometria, en el que sefialaba la variacion de la
intensidad luminosa al atravesar un rayo de luz un cristal de espesor "b" podia establecerse
como I = Ip-e ™, siendo "k" un valor caracteristico para cada cristal. En 1852, August Beer
(1825-1863) sefiald que esta ley era aplicable a soluciones con diversa concentracion y
defini6 el coeficiente de absorcion, con lo que sentd las bases de la formula que seguimos
utilizando actualmente: In (I/Ip) = —kcb

Esta propiedad comenz6 a ser utilizada con fines analiticos gracias a los trabajos de Bunsen,
Roscoe y Bahr, entre otros.

Se puede considerar que la espectroscopia moderna parte de los trabajos desarrollados en
1859 por Robert Wilhelm Eberhard Bunsen y Gustav Robert Kirchhoff, profesores de

11



quimica y de fisica en la Universidad alemana de Heidelberg, respectivamente. Kirchhoff
estaba interesado por los problemas de la optica, mientras que Bunsen habia trabajado
anteriormente en los analisis cualitativos de elementos basados en el color de la llama; En
1857, construyd un mechero de gas que producia una llama sin humo y que podia ser
facilmente regulada.

El uso del espectroscopio permitié a los quimicos del siglo XIX detectar sustancias que se
encontraban en cantidades demasiado pequefias para ser analizadas con procedimientos
quimicos tradicionales. Los nombres de algunos elementos, como el rubidio, cesio, talio e
indio, descubiertos gracias a la aplicacion de esta nueva técnica de analisis, recuerdan el color
de sus lineas espectrales caracteristicas. En la lamina coloreada con los espectros de emision
de los elementos puede observarse la linea espectral caracteristica del cesio que es de color
azul celeste. A partir de esta propiedad, se acuiid el nombre de este elemento que procede del
adjetivo latino caesius que significa "azul claro".

La luminiscencia molecular

La luminiscencia molecular es la parte de la espectroscopia de emision en la que intervienen,
fundamentalmente, los estados electronicos de una molécula. Técnicas luminiscentes son
aquellas en las que se mide la interaccion entre la radiacion electromagnética y la materia,
existiendo procesos de absorcion y/o emision de dicha radiacion. Concretamente, dentro del
nombre de este colectivo se encuentran tres tipos de fendmenos luminiscentes relacionados
entre si: fluorescencia, fosforescencia y quimioluminiscencia. Estos tres fendmenos estan
basados en la emision de radiacion electromagnética tras la formacion de una especie
excitada mediante una reaccion quimica (quimioluminiscencia) o bien mediante la absorcion
de fotones (fluorescencia y fosforescencia).

La absorciéon de luz es el resultado de la interaccion del campo eléctrico de la luz excitante
con los electrones débilmente asociados de la molécula a excitar, lo que provoca que la
energia sea cedida por el campo eléctrico de la luz a la molécula, alterandose la distribucion
electronica de la misma. La intensidad de luz absorbida viene dada por la Ley de Lambert-
Beer.

La fluorescencia y fosforescencia se diferencia basicamente en las transiciones electronicas
implicadas en la emision de radiacidon electromagnética, que confieren, a cada fenémeno,
unas caracteristicas determinadas. Asi, si la molécula se desactiva desde el primer estado
singlete excitado S; al estado fundamental Sy emitiendo un fotoén, se conoce como
fluorescencia, mientras que si la desactivacion es T;=>S; se le conoce como fosforescencia.
Esta ultima transicion esta prohibida por las reglas de seleccion y se caracteriza por su larga
duracién (107°-10 s), mientras que la fluorescencia ocurre en tiempos del orden de 10™"'-107s.

De esta forma, se podria definir la fluorescencia como la emision de luz producida por
moléculas previamente excitadas mediante radiacion electromagnética y la fluorimetria como
la técnica analitica capaz de medir la cantidad de luz emitida por un compuesto tras la
absorcion de una radiacion electromagnética de una determinada energia.

En 1935, Jablonskii, tras estudiar la luminiscencia de diversos colorantes, propuso el
conocido diagrama de niveles electronicos de energia de los estados singlete y triplete para
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explicar los procesos de excitacion y emision de luminiscencia. El diagrama propuesto fue la
base de la interpretacion teorica de todos los fendmenos luminiscentes.

En ¢l se muestran graficamente las diferentes transiciones radiantes y no radiantes en una
molécula después de su excitacion a un estado singlete (A: absorcion; RV: relajacion
vibracional, CE: conversion externa, CI: conversion interna; F: fluorescencia, CES: cruce
entre sistemas y P: fosforescencia).

Cada estado electronico molecular tiene varios estados vibracionales asociados. A
temperatura ambiente, casi todas las moléculas se encuentran en el estado vibracional mas
bajo del estado electronico fundamental. Al excitar con una radiacion electromagnética de la
zona del UV o el visible la molécula es promovida a un estado vibracional de un estado
electronico excitado (Sp=>S,). La pérdida del exceso de energia vibracional y electronica en
la molécula ocurre inmediatamente y esta energia es absorbida por moléculas en fase
condensada (moléculas del disolvente que se encuentran en constantes colisiones elésticas
con el soluto excitado). Esta desactivacion térmica se llama relajacion vibracional (RV)
cuando ésta pierde la energia vibracional dentro de un estado electronico dado o conversion
interna (CI) cuando sufre una transicion sin radiacion de un estado electronico superior al
estado electronico excitado de la misma multiplicidad de spin de menor energia (S,=>S,.1).
Por tanto, la relajacidon vibracional y la conversion interna llevan a la molécula al nivel
vibracional mas bajo del estado singlete excitado de menor energia (S,=>S;) Este proceso se
lleva a cabo en un periodo de tiempo de 107* a 107"%s.

Muchas moléculas regresan de nuevo al estado electronico fundamental por desactivacion
térmica (S;=>Sy), proceso denominado conversion externa (CE). Sin embargo, en algunas
moléculas, concretamente aquellas con estructura rigida, el retorno desde el estado excitado
singlete de menor energia al estado electronico fundamental por conversion externa esta
desfavorecido (debido a bajas probabilidades o duracién excesiva). En estas moléculas, el
retorno al estado electronico fundamental ocurre por mecanismos mas lentos. Uno de éstos
implica emisioén directa de radiacion ultravioleta-visible cuyas frecuencias y longitudes de
onda vienen dadas por la diferencia de energia entre el estado excitado singlete de menor
energia y el estado electronico fundamental. La transicion radiante entre estos estados se
llama fluorescencia y ocurre entre 107" y 107’s después de la excitacion inicial. El hecho de
que el estado electronico fundamental de la molécula tenga varios niveles vibracionales
provoca que su fluorescencia no ocurra a una unica longitud de onda. De hecho, la
fluorescencia se manifiesta sobre un amplio rango de longitudes de onda las cuales
corresponden a varias transiciones vibracionales que son componentes de una Unica
transicion electronica.

Existe otro mecanismo por el cual una molécula se puede desactivar de su estado singlete
excitado de menor energia y que, normalmente, ocurre al mismo tiempo que la fluorescencia.
Este mecanismo se denomina cruzamiento entre sistemas (CES) y tiene lugar desde el estado
singlete excitado mas bajo al estado triplete excitado de menor energia de la molécula
(S;=>T)). El cruzamiento entre sistemas estd acompafiado por un cambio en el espin del
momento angular lo cual viola la ley de conservacién del momento angular. El hecho de que
esto ocurra es un millon de veces menos probable (més lento) que la conversion externa
(cambio de estado singlete a singlete). El cruzamiento entre sistemas ocurre a una velocidad
comparable a la de fluorescencia, por lo tanto, compite con ella por la desactivacion del
estado singlete mas bajo. Las moléculas que se desactivan por medio del cruzamiento entre
sistemas llegaran por relajacion vibracional al nivel cudntico mas bajo del estado triplete.
Desde este estado, las moléculas pueden pasar al estado fundamental con o sin emision de
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radiacion (T;=>Sy). En este ultimo caso a la emision radiante se le llama fosforescencia,
también es transicion prohibitiva y se caracteriza por su larga duracion (10°-10 s).

Consideraciones fotofisicas de la fluorescencia

El hecho de que una especie molecular fluorezca o no para eliminar la energia de excitacion
depende, sobre todo, de su estructura molecular. La fluorescencia se observa con mayor
frecuencia en moléculas orgédnicas conjugadas y con un esqueleto molecular parcialmente
rigido. Cuanta menos libertad vibracional y rotacional tenga la molécula mayor serd la
posibilidad de que ésta emita fluorescencia.

Varios procesos compiten con la fluorescencia en la desactivacion del estado singlete
excitado. Como consecuencia, la intensidad de la fluorescencia (/r) se obtiene al multiplicar
la intensidad de luz absorbida (/,) por la fraccion de moléculas excitadas (@) que logran
fluorecer.

En esta expresion ¢ es conocido como el rendimiento cuantico de fluorescencia o eficiencia
de fluorescencia. Estd relacionado con la constante de velocidad de desactivacion
fluorescente (kr) y con todos los procesos unimoleculares competitivos que no producen
radiacion (k,) por medio de la siguiente ecuacion:

_ kF
Ir = ky +k,

Por tanto, cuantos mas procesos no radiantes se encuentren compitiendo con la fluorescencia
por la desactivacion del estado singlete excitado, més bajo sera el valor numérico de @ry por
tanto, la intensidad de fluorescencia se vera también disminuida.

Otra propiedad importante de las moléculas fluorescentes es la duracion del estado singlete
excitado (7r). Si la velocidad media de fluorescencia es el nimero de actos fluorescentes que
ocurren por unidad tiempo, la vida media del estado singlete excitado mas bajo es el
reciproco de la velocidad; o sea, cuanto mas rapidos ocurran los actos internos que producen
radiacion, menos tiempo durard la misma. El rendimiento cudntico de la fluorescencia y el
tiempo de vida del estado excitado estan relacionados por la siguiente ecuacion:

Tp =@p Ty

donde 7y es el tiempo de vida del estado excitado y representa la vida de la fluorescencia de
la molécula si ésta fuese la inica manera por la cual la molécula se desactivara de nuevo
desde el estado singlete excitado mas bajo. Este pardmetro es uno de los pocos que se pueden
utilizar para deducir informacion acerca de la estructura de la molécula fluorescente.

Ademéds de la estructura molecular de la especie fluorescente, el rendimiento cudntico de
fluorescencia (¢r) y, consecuentemente, el tiempo de vida de la fluorescencia (z7) se pueden
ver alterados por el medio en el que se encuentra la molécula. Asi, tan importante como la
estructura molecular de los compuestos para definir su fluorescencia es el ambiente quimico
en el que se encuentre el fluor6foro. Como después veremos los principales parametros
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quimicos a tener en cuenta en el desarrollo de fases sensoras fluorescentes son el pH y el
soporte s6lido; veamos algo de como influyen en la emision.

La influencia del pH en el espectro de emision fluorescente se deriva de la disociacion de
grupos funcionales acidos o de la protonacion de grupos funcionales basicos. Dichos
procesos quimicos pueden alterar la naturaleza y las velocidades de los procesos no radiantes
que compiten con la fluorescencia y, por lo tanto, pueden afectar al rendimiento cuantico de
la emision fluorescente. Asi, la protonacion o disociacion de las moléculas alteran las
separaciones relativas entre el estado fundamental y el estado excitado de las moléculas v,
por tanto, provoca un cambio en el espectro de fluorescencia.

La influencia del soporte solido en el espectro de emision fluorescente se debe
fundamentalmente a dos factores. Por un lado la rigidez que el propio soporte aporta a la
molécula, condicionando la libertad de movimiento de la misma y consiguientemente su
intensidad de fluorescencia; asi, soportes que inmovilicen adecuadamente al analito en su
interior favoreceran la intensidad de emision, puesto que a mayor rigidez estructural mayor
emision luminiscente. Por otro lado, hay que tener en cuenta la presencia de agentes
desactivantes de la fluorescencia en el soporte sdlido; estos agentes pueden favorecer la
conversion externa, fendmeno en competencia con la fluorescencia.

Relacion fluorescencia-concentracion

La base de los andlisis cuantitativos por fluorimetria reside en la ecuacion de Kavanagh:
F=B(1,-1)

donde F es la intensidad de la emision fluorescente, B una constante de proporcionalidad e /j

e [ las intensidades de la radiacion electromagnética incidente y emitida, respectivamente.

Segun la Ley de Lambert-Beer:

1
logio - gbc; be 2.303¢bc
] [zlolo—gtzloe—. &be

siendo ¢ la absortividad molar, cuando b se expresa en cm y ¢ en mol.

Por tanto, la sefial de fluorescencia resulta ser:

F = B(]O _]) _ B(IO _Ioe—z.sosgbc): BI, (1 _ e—2.303£bc)

-2.303¢ebc

Teniendo en cuenta que e equivale a una expresion del tipo €™, que puede desarrollarse

en serie, resulta:

o203 _ 1 _ 5 303ehe 4 (2.303ebc)’ | [ (2.303&bc)’

2! 3!

de manera que en una aproximacion razonablemente valida se podrian despreciar todos los
términos a partir del tercero, siempre que €bc<0.05.
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Asi pues, la expresion correspondiente a la sefial de fluorescencia sera:

F = BI,[1 -(1-2.303¢bc)| = BI,2.303¢bc

y agrupando los términos constantes (para un mismo equipo instrumental y una
determinacion dada) resulta:

B1,2.303¢hb =cte=K y F=K-c

Segin esto, la sefal de fluorescencia depende de la concentracion ¢ y de factores
instrumentales (angulo so6lido visto por el detector, f(a); factor de conversion cuantico del
detector, g(4); paso Optico de la cubeta, (b); intensidad de la radiacidon incidente (7y); asi
como de otros pardmetros relacionados con la propia sustancia (absortividad molar, ¢, y
eficacia cuantica de fluorescencia, @r). Es decir que:

F = f(a)g(A)blsp.c=K -c

en donde:

B=f(a)g(A)é, K = Bbl,e
y

La proporcionalidad lineal entre la sefial de fluorescencia y la concentracion es la base de las
aplicaciones cuantitativas de la fluorimetria, siempre y cuando el producto ebc sea menor de
0.05. Por tanto, la linealidad entre F y ¢ se cumple s6lo para concentraciones diluidas. La
concentracion maxima a determinar seria:

o =005/,

Todos los fundamentos tedricos hasta ahora aqui expuestos han sido utilizados durante un
buen numero de afios de mi trayectoria investigadora en la elaboracion de mas de ochenta
trabajos en revistas nacionales e internacionales y 6 tesis doctorales, en donde mucho
tuvieron que ver mis maestros a los que ahora quiero recordar.

Del Prof. Capitan recuerdo: su forma maravillosa de explicar la Quimica Analitica, el
dominio escénico de sus magistrales clases, su manera de conectar con los estudiantes, y su
forma sabia de mezclar los aspectos tedricos con los practicos. Pero fue su afan en el fomento
de la investigacion, el apego al dato bibliografico y el amor que sentia por la prosa cientifica
bien escrita y culta, lo que méas me animo en mi carrera universitaria.

El Prof. Roman, mi maestro mas cercano y duradero en el tiempo, fue pionero en el uso de la
medida de la emision fluorescente con fines analiticos. En algunas de sus primeras
oposiciones explicd como leccion magistral la espectrometria de fluorescencia y a partir de
ahi la aplic6 en su investigacion de tal forma, que suya fue la primera determinacion
fluorimétrica que se realiz6 en Espana y la direccion de la primera tesis doctoral analitica con
experiencias de medida de emision luminiscente. También firmo el primer calculo de
constantes de formacion de un complejo por via emisiva empleando los métodos de Bishop.
Después algunos de sus colaboradores, entre los que me encuentro, continuaron,
diversificaron y consiguieron resultados muy brillantes en este campo de la Quimica
Analitica en donde todavia hoy se sigue publicando. A él le debo, en buena medida, mucho
de lo que profesionalmente soy.

16



Stephen G. Schulman fue mi “adviser” americano en mi estancia en la Universidad de Florida
y me ayud6 a profundizar en los fundamentos tedricos del fendmeno luminiscente y en los de
la transferencia de protones en el estado excitado; me encargd que escribiera junto con el
Prof. Mufioz de la Pefia un capitulo de su libro “Molecular luminescence spectroscopy”
denominado “Determination of inorganic substances by luminescence methods”, que ha
tenido una amplia difusion; en la blisqueda bibliografica necesaria para su elaboracion
conocimos, con gran agrado por nuestra parte, las aportaciones de Nicolas Monardes a la
historia de la luminiscencia.

De la luminiscencia a los sensores épticos

De forma general, se puede denominar “sensor” a cualquier dispositivo robusto, de uso
sencillo y preferiblemente portatil, capaz de transformar (transducir) la magnitud de un
fenomeno cuya identificacion resulta de interés en una sefial fisica medible, proporcionando
de forma directa y continua informacion de su entorno. Estos dispositivos se pueden dividir
en dos grupos en funcion de que detecten cambios en parametros fisicos (presion,
temperatura, etc.) o bien pardmetros quimicos (pH, concentracion de oxigeno, etc.). También,
los sensores disenados para medir especies (bio) quimicas se les conoce como sensores (bio)
quimicos.

Resulta dificil dar una definicion exacta y universal de lo que es un sensor quimico. Segun
Roe y col. un sensor quimico ideal es un dispositivo capaz de detectar y/o cuantificar a
tiempo real una especie quimica en un medio complejo (muestra de interés) a través de una
interaccion quimica selectiva.

La IUPAC propone otra definicion segliin la cual un sensor quimico es un dispositivo que
transforma informaciéon quimica, variando desde la concentracion de un componente
especifico de la muestra hasta el anélisis total de su composicidn, en una sefial analitica util.
La informacion quimica puede venir originada de una reacciéon quimica del analito o de una
propiedad fisica del sistema investigado. Ademas, el sensor puede contener dispositivos que
tengan las siguientes funciones: toma de muestra, transporte de muestra y procesamiento de
sefial y datos.

Idealmente, un sensor quimico debe operar de forma continua y reversible, directamente
sobre la matriz de la muestra y debe tener la capacidad de proporcionar informacion sobre la
distribucion espacial y temporal de una especie molecular o idnica a tiempo real. Otras
condiciones que idealmente deberia cumplir un sensor son las de ser portatil ademas de ser
barato, tener minimo mantenimiento y ser facil de usar.

Las prestaciones de un sensor son derivadas de criterios analiticos generales asi como de
requerimientos especificos como son la estabilidad a largo plazo, miniaturizacion, estabilidad
mecanica, tiempo de respuesta, estabilidad con el tiempo, compatibilidad con la presion,
temperatura, explosividad, radiactividad, condiciones bioldgicas y esterilizacion.

En sentido amplio, podriamos acabar definiendo un sensor como cualquier dispositivo facil
de usar que sea para los instrumentos de medida lo que los sentidos son para los seres vivos
es decir, un sistema que proporcione una determinada respuesta a un estimulo exterior,
respuesta que es posteriormente analizada y procesada.

Un sensor capaz de informar sobre una especie quimica consta basicamente de tres partes:
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1. Zona de reconocimiento o receptor: en la cual se produce la interaccion selectiva con
el analito (o analitos) de interés, lo que origina un cambio del sistema cuya magnitud
esta relacionada con la concentracion de la especie a determinar.

2. Transductor: donde se transforma la energia que lleva la informacion quimica de la
muestra en una sefial analitica util (se genera una sefal Optica, eléctrica, etc.).

3. Elemento electrénico: de tratamiento y medida de sefiales eléctricas y que muestra los
resultados.

Atendiendo al modo de reconocimiento, los sensores pueden clasificarse en sensores
quimicos o bioquimicos, y atendiendo a la naturaleza de la sefal fisica que se genera y se
mide, es decir, atendiendo al tipo de transductor, los sensores quimicos se han venido
clasificando en sensores electroquimicos, opticos, térmicos, piezoeléctricos, etc.

Los sensores Opticos se basan en la utilizacién de zonas de reconocimiento o fases sensoras
quimicamente activas que al interaccionar con el analito provocan un cambio en sus
propiedades Opticas; cambio que es proporcional a la concentracion del analito y que es
registrado y medido por dispositivos adecuados.

La importancia y el potencial de los sensores han ido en aumento durante los ultimos afios.
Los primeros trabajos desarrollados sobre sensores para especies quimicas se enfocaron
desde una perspectiva electroquimica. No obstante, el gran volumen de conocimiento del que
se dispone hoy en dia sobre métodos Optico-espectroscopicos y las amplias posibilidades que
los mismos ofrecen, ha desarrollado la busqueda e investigacion de los sensores con
deteccion oOptica.

Asi si tenemos en cuenta que en espectroscopia de absorcion y emision se han desarrollado
buenos métodos caracterizados por su sensibilidad, selectividad y versatilidad, que la
industria de las telecomunicaciones ha logrado la comercializacién de fibras Opticas de bajo
coste que permiten transmitir luz y cubrir amplias distancias, que se encuentran disponibles
nuevas fuentes de radiaciéon como laseres y diodos fotoemisivos (LEDs) permitiéndose la
excitacion del analito practicamente en todo el intervalo de longitudes de onda de la region
visible, que se han desarrollado fotodiodos y CCDs de bajo coste y que, por ultimo, se
dispone de nuevos métodos quimiométricos que junto con microprocesadores de alta
capacidad y pequefio tamafo permiten almacenar y procesar datos, alin en el caso de
relaciones complejas de sefial-concentracion, es facil comprender el desarrollo espectacular
que, en las ultimas décadas, han sufrido los sensores Opticos para el andlisis y/o control de
parametros de interés quimico, ambiental, clinico, etc.

Una de las ventajas que ofrecen los sensores Opticos es que para unir la zona de
reconocimiento con los dispositivos de medida se pueden usar fibras oOpticas. Podemos
afirmar, por lo tanto, que el uso de fibras Opticas permite “acercar el espectrometro a la
muestra”, mientras que el empleo de fases sensoras inmovilizadas permite llevar a cabo
medidas en la propia muestra, in situ.

El desarrollo de sensores Opticos es muy importante en campos tan variados como el de las
ciencias de la salud, el ambiental, el industrial, el biotecnologico, la domética, etc.

En el campo biotecnoldgico, la posibilidad de miniaturizacién de los sensores ha dado muy
buenos resultados, llegando a desarrollarse dispositivos muy econdmicos (desechables o
reutilizables) que pueden ser separados del modulo principal. Asi mismo, debido a su caracter
miniaturizable y a su capacidad de medida continua e “in situ”, cada vez son mas las
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investigaciones enfocadas al desarrollo de sensores Opticos con aplicaciones médicas capaces
de ser usados directamente en humanos.

En el campo del control ambiental, el empleo de sensores constituye una herramienta muy
util en la identificacion y cuantificacion de contaminantes de forma remota y continua, dando
informacion muy valiosa a la hora de llevar a cabo una estrategia adecuada para remediar los
efectos de la contaminacion en dreas contaminadas o en zonas con desechos peligrosos para
la vida.

También se ha producido un importante incremento en la demanda de automatizaciéon en
procesos industriales. Las medidas de parametros quimicos son necesarias para seguir y
controlar un proceso. Asi, en la Quimica de procesos, los métodos para el analisis on-line
estan basados en la disponibilidad de sensores.

Los llamados envases inteligentes (Intelligent Packaging) surgen como respuesta a las
demandas cada vez mas exigentes de los consumidores sobre los alimentos. Los paquetes
inteligentes se pueden definir como sistemas que controlan las condiciones de los alimentos
empaquetados para dar informacion sobre la calidad de esos alimentos durante su transporte y
almacenaje. En este sentido, el desarrollo de sistemas sensores que determinen la calidad de
los alimentos en términos de frescura, deterioro microbiano u oxidacion, se ha convertido en
una tarea muy importante en la industria alimentaria. Las aplicaciones de los paquetes
inteligentes en sistemas de trazabilidad y Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(APPC-HACCP) también se han puesto de manifiesto.

Las demandas mas importantes en la industria en cuanto a las caracteristicas de los sensores
son precio, robustez, estabilidad con el tiempo o con la temperatura, ademas de ser
biocompatibles con procesos biotecnoldgicos.

Con respecto a este campo, los sensores opticos han despertado gran interés debido a que son
dispositivos no invasivos o minimamente invasivos, que no destruyen la muestra y, por tanto,
su uso en este campo podria mejorar los dispositivos que se estan utilizando en la actualidad.
Principalmente, se puede decir que la aplicacion estrella de los sensores Opticos en procesos
biotecnoldgicos es el control de oxigeno en cultivos celulares asi como directamente en el
interior de las células, habiendo propuestas incluso para el uso de estos sensores en el
tratamiento temprano contra el cancer.

Otro de los ultimos campos de gran aplicabilidad de los sensores opicos es la domética; cada
vez la sociedad exige mas sistemas de control de la calidad de vida en los hogares asi como el
disponer de dispositivos pequefios y automaticos que mejoren, sin un gran coste adicional,
esta calidad de vida. En este ambito, los sensores Opticos tienen mucho que decir debido a
que son facilmente miniaturizables y a que se pueden destinar al control de la calidad del aire,
asi como a ser dispositivos tipo alarma que detecten posibles contaminaciones y/o fugas de
gases nocivos para la salud humana.

El empleo de sensores quimicos en todos estos campos puede dar lugar a resultados
cuantitativos o semicuantitativos rapidos, en la propia matriz de la muestra, es decir, in situ,
reduciendo los costes de transporte y material de laboratorio, pues se minimiza el nimero de
muestras requeridas en comparacion con las necesidades para su andlisis en el laboratorio,
empleando los métodos clasicos para su confirmacion. Ademads, la posibilidad de obtener
medidas a tiempo real hace que su mayor campo de aplicacion sea en aquellas situaciones en
las que la muestra no se pueda llevar facilmente al laboratorio y para analisis de rutina.
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Fases sensoras dpticas

Como ya se ha dicho, todo sensor dptico tiene que contar con una zona de reconocimiento y
deteccion del analito: la fase sensora o zona de reconocimiento 6ptico. Esta puede ser una
membrana polimérica, membranas nanoestructuradas formadas por un 6xido metéalico o un
sol-gel, también se pueden utilizar nano o microparticulas 6rganicas/inorganicas o hibridas
(particulas magnéticas tipo core magnético (Fe3O4)-shell polimérico) y nano o microfibras
para inmovilizar un reactivo que actie de la misma forma que la descrita en el caso anterior,
una resina polimérica entrecruzada o un polimero de impronta molecular en cualquiera de los
formatos (micro o nanoparticulas esféricas, micro o nanofibras o membranas poliméricas de
impronta molecular).

Las membranas poliméricas fueron, histéricamente, los primeros soportes solidos usados en
el desarrollo de fases sensoras Opticas, debido a su amplio uso en el desarrollo de sensores
electroquimicos y a la posibilidad de formar peliculas sensoras delgadas que contienen todos
aquellos reactivos necesarios para llevar a cabo la reaccidén de reconocimiento de la especie
de interés.

Asi, para la obtencion de la fase sensora se parte de un coctel que no es mas que una
disolucion, en un disolvente altamente volatil, de un polimero lineal y de todos los reactivos
necesarios para la determinacion. Tras la deposicion de esta disolucion y la evaporacion del
disolvente el polimero retiene los componentes sensores.

Existen diferentes técnicas para la obtencion de estas peliculas sensoras, cuya seleccion se
hara en funcién del espesor requerido o tipo de soporte inerte en el que se deposite la fase
sensora.

Las matrices inorganicas: Sol-geles y dxidos metalicos se han comenzado a usar en las
ultimas décadas. Los sol-geles suman a las ventajas tipicas de los materiales inorganicos
(estabilidad, inercia quimica, rigidez, etc...) las de los polimeros organicos (variedad de
monomeros, rutas de sintesis, etc...). Por otro lado, las grandes ventajas que ofrecen los
6xidos metalicos nanoestructurados en multitud de campos, estd haciendo que cada vez
aparezcan nuevas membranas inorganicas de tamafio, porosidad y transparencia
perfectamente controlables y, por lo tanto, se tenga una mayor disponibilidad de estos
materiales para su uso en el desarrollo de fases sensoras Opticas.

Mediante ambas tecnologias es posible la inmovilizacidon en una matriz inorganica de una o
varias especies que se pueden incorporar a la matriz durante o después del proceso de
obtencion del material, actuando de igual forma que las membranas poliméricas comentadas
anteriormente pero con las caracteristicas de los materiales inorganicos. Ademas, debido a
que durante el proceso de sintesis se puede controlar su porosidad estos materiales
proporcionan fases sensoras que aumentan su sensibilidad y estabilidad con respecto a las
poliméricas.

La via mas comun para la sintesis de un sol-gel consiste en emplear alcoxidos de metales,
generalmente de silicio, tales como el TMOS (tetrametoxisiloxano), MTMOS
(metiltrimetoxisiloxano) o TEOS (tetraetoxisiloxano), u otros organosilicatos para producir
una suspension coloidal (sol) que al condensar produce el gel y que tras su secado y pérdida
de los disolventes produce un xerogel. La inmovilizacion de las moléculas dptimamente
activas en la matriz del sol-gel se puede llevar a cabo por diversos métodos:
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* Dopaje quimico: la molécula que se quiere retener se afiade junto a los monomeros al inicio
de la polimerizacion quedando atrapada en el interior poroso del sol-gel.

* Inmovilizaciéon quimica: mediante la formacién de enlaces covalentes entre la molécula a
inmovilizar y los grupos silanol.

* Impregnacion: sumergiendo el soporte poroso en una disolucién concentrada de la molécula
a retener que queda adsorbida fisicamente en los poros del material inorgéanico.

* Copolimerizacion: empleando monomeros alcoxisilanos modificados, los cuales contienen
la molécula a retener enlazada covalentemente.

La obtencion de 6xidos metalicos nanoestructurados estd ampliamente desarrollada debido al
gran interés que despiertan estos materiales en campos tan relevantes como la
microinformatica, robdtica, sensores electroquimicos, etc... permitiendo obtener multitud de
materiales con caracteristicas totalmente diferentes en funcion del 6xido metélico usado asi
como el proceso de sintesis. Un tipo de 6xido metélico muy concreto que ha dado muy
buenos resultados en el desarrollo de fases sensoras Opticas ha sido desarrollado por la
empresa Ilford Imaging Switzerland, el cual genera membranas nanoporosas en las que se
puede controlar el tamafio, volumen y carga de los poros y se pueden incorporar reactivos
selectivos a las especies a determinar, estabilizandolos, disminuyendo los tiempos de
respuesta y mejorando su sensibilidad. Se ha demostrado que los Oxidos metalicos
incrementan la sensibilidad de reactivos luminiscentes hasta cuarenta veces con respecto a su
sensibilidad cuando son incorporados en membranas poliméricas. Ademas, proporcionan
gran estabilidad frente a la fotodescomposicion y estabilidad en condiciones ambientales
debido a la baja probabilidad de la formacion de aglomerados y precipitacion.

Los polimeros de impronta molecular (MIPs) se pueden definir como polimeros
tridimensionales con huecos especificos inducidos por una molécula molde que sirven para el
reconocimiento molecular y que dan lugar a un material donde el molde dirige la disposicion
y orientacion de los componentes que lo forman mediante un mecanismo de autoensamblaje.
Es decir, se trata de materiales biomiméticos que reproducen de un modo mas basico el
mecanismo de reconocimiento de los sistemas biologicos (hormona-receptor, enzima-
sustrato, antigeno-anticuerpo). Por tanto, la tecnologia MIP consiste en desarrollar un
material polimérico capaz de interaccionar selectivamente con una molécula o ion actuando
como “cerradura” ante un analito “llave”.

Para preparar un MIP lo habitual es usar un proceso de polimerizacion radicalaria, donde uno
o mas mondmeros funcionales junto con un entrecruzador y en presencia de la molécula
molde forman lo que se conoce como el complejo de pre-polimerizacion.

Este una vez que se inicia la reaccion radicalaria, mediante la adicion de un iniciador de
radicales, da lugar a un polimero tridimensional y entrecruzado que contiene a la molécula
molde en su estructura. Una vez finalizada la polimerizacion y tras la extraccion del molde,
se crean cavidades en el interior del polimero que son complementarias en tamafio, forma
geométrica y orientacion de grupos funcionales a la molécula usada como molde.

Las interacciones entre la molécula molde y los mondmeros para dar lugar al complejo de
pre-polimerizacion pueden ser bdsicamente de dos tipos: via enlaces covalentes o bien
mediante interacciones no covalentes (puentes de hidrogeno, interacciones n-m, fuerzas de
Van der Waals, interacciones i6nicas, etc.).
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Mecanismos de reconocimiento

El mecanismo de reconocimiento Optico va a depender del tipo de fase sensora que se disefie.
Asi, los principales mecanismos de reconocimiento de los sensores Opticos son los siguientes:

« Mecanismo de coextraccién o cambio i6nico. La fase sensora contiene un iondéforo (que
interacciona con el analito), un cromoiondforo (cuyas propiedades Opticas seran sensibles al
cambio de una propiedad quimica de la membrana, p.e. el pH) y en caso de cambio de carga
en la membrana debido a la entrada o salida de especies cargadas, un aditivo anidnico
lipofilico encargado de mantener la electroneutralidad dentro de la membrana. La interaccion
del analito de interés con el ion6foro provoca un cambio en una propiedad quimica de la
membrana, por ejemplo la entrada de iones H' (coextraccion) que modifican el pH de la
membrana o la cesion de H' del iondforo al cromoionoéforo (cambio i6nico) que al igual que
en el caso anterior produce un cambio de pH de la membrana. Esta variacién de una
propiedad quimica de la membrana seguido, como en el ejemplo, de un cambio de pH, induce
un cambio en las propiedades Opticas del cromoionéforo, cambio que se relaciona con la
concentracion del analito de interés. Por tanto, es un mecanismo de reconocimiento indirecto.

« Mecanismo de interaccion directa analito-cromoionoforo. La fase sensora contiene un
cromoiondforo que tras interaccionar con el analito de interés (interaccion fisica o quimica)
cambia alguna de sus propiedades Opticas. Esta variacion puede ser un aumento o una
disminucién de dicha propiedad, por ejemplo, desactivaciéon de luminiscencia, que es
proporcional a la concentracion de analito.

Mecanismo de interaccion directa analito-soporte. La membrana, que no contiene ningiin
aditivo Opticamente activo, interacciona con el analito que se retiene por interacciones fisicas
y/o quimicas, preconcentrandose y produciendo una variacion en las propiedades Opticas de
la fase sensora que es proporcional a la concentracion de analito. Este es el caso de fases
sensoras basadas en resinas comerciales o polimeros de impronta molecular.

Biosensores

Un biosensor se define como un sensor que incorpora un elemento de reconocimiento
bioldgico: acido nucleico, enzima, anticuerpo, receptor, tejido, célula, etc.... siendo ésta la
unica diferencia que existe con los sensores quimicos relatados anteriormente.

Asi, el principio de deteccion de un biosensor se basa en la interaccion especifica entre la
fase sensora bioquimica y el compuesto o microorganismo de interés. Como resultado de esta
interaccion se produce la variacidon en una de sus propiedades fisico-quimicas que es medida
por el transductor.

El término biosensor aparece en la literatura cientifica a finales de los afios 70, aunque el
concepto bésico e incluso la comercializaciéon comenzaron antes. El primer biosensor fue
desarrollado por Clark y Lyons en 1962 y comercializado por Yellow Spring Instrument
Company en 1975 para la determinacion de glucosa. Este biosensor se denomind “enzyme
electrode” y se basa en el acoplamiento de la enzima glucosa oxidasa en un electrodo para
oxigeno; la enzima oxida la glucosa y como consecuencia se produce un consumo
proporcional de la concentracion de oxigeno en la muestra, que es detectado y cuantificado
por el electrodo.
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El término biosensor empez6 a usarse en 1977 cuando se desarrollé el primer dispositivo que
utilizaba un microorganismo vivo en la superficie de un electrodo sensible a amonio. Este
dispositivo se utilizo para detectar el aminoacido arginina y sus creadores lo denominaron
“sensor bio-selectivo”. Posteriormente, para acortar el nombre de este tipo de dispositivos, se
empezaron a denominar biosensores y este término ha permanecido desde entonces para
designar la union entre un sistema bioldgico y un transductor fisico.

A partir de esos momentos, el desarrollo de biosensores empieza a crecer exponencialmente,
siendo en su gran mayoria electrodos enzimaticos o biosensores electroquimicos con
aplicacion en el campo clinico. Las caracteristicas mas destacables que los convierten en
opciones altamente atractivas en el mercado son: su especificidad, su alta sensibilidad, su
corto tiempo de analisis, su capacidad de inclusidon en sistemas integrados, su facilidad de
automatizacion, su capacidad de trabajar a tiempo real, su versatilidad (que permite el disefio
de dispositivos a la carta), y su bajo coste.

Al igual que ocurri6 con los sensores quimicos, los biosensores de transduccion
electroquimica son los que mas se han desarrollado y los que madas relevancia y
comercializacion tienen en la actualidad. No obstante, el auge que sufrieron los métodos
opticos y la demostracion de las ventajas de usar estas técnicas en el desarrollo de sensores,
empujaron el desarrollo de biosensores Opticos, que tras evidenciar sus enormes ventajas
frente a métodos electroquimicos, han llegado a convertirse en el verdadero motor del
incremento de dispositivos que usan estas técnicas de transduccion.

En la actualidad, existe un gran numero de dispositivos basados en interacciones de tipo
bioquimico con aplicaciéon en campos tan variados como la biomedicina, al analisis
ambiental, la industria agroalimentaria, etc...

Los biosensores solo se diferencian de los sensores quimicos en la zona de reconocimiento y
por ello, en el mecanismo de interaccion entre la fase sensora y el analito o especie de interés.
Dos son los tipos de interaccion que se pueden dar en este tipo de dispositivos:

» Las interacciones de bioafinidad se basan en la interaccion del analito de interés con la fase
biosensora sin que exista transformacion catalitica. Se establece, por tanto, una sustitucion de
equilibrio en la que se forma un complejo analito-receptor. Para medir esta interaccion, ya
que no hay consumo de sustratos ni generacion de productos, se suelen utilizar las
caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas del receptor, el marcaje del receptor o bien la
medida de un elemento que compita con el analito por la union al receptor.

La principal desventaja de este tipo de interaccion es que se requieren pasos posteriores de
lavado y separacion del exceso de moléculas marcadas previas a la deteccion. Ademas, este
tipo de interacciones presenta en ocasiones un intervalo de operaciéon de concentracion
estrecho, debido a que se puede producir una saturacion del receptor y a menudo no permite
una monitorizacioén en continuo.

De los diferentes tipos de receptores de bioafinidad existentes, los mas utilizados en el
desarrollo de biosensores son: anticuerpos, lectinas, células completas y acidos nucleicos.

« Las interacciones biocataliticas son las mas ampliamente usadas en el desarrollo de fases
biosensoras. Se basan en la utilizacion de biocatalizadores, que son elementos que favorecen
que ocurra una reaccion quimica en la cual, a partir de uno o varios sustratos, se forman uno o
varios productos conocidos sin consumo del biocatalizador, que se regenera y puede ser
reutilizado.
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Tales biocatalizadores pueden ser sistemas que contienen enzimas o sistemas
multienzimaticos aislados, organulos celulares, células completas o tejidos animales o
vegetales. Pueden usarse para detectar la presencia de alguno de los sustratos que participan
en la reaccion, la desaparicion de algun co-sustrato conocido distinto de aquel que se quiere
detectar o bien la aparicion de algin producto conocido.

Todos los fundamentos tedricos y experimentales expuestos en las diferentes lineas de esta
area de investigacion han sido utilizados durante estos ultimos afios en la elaboracion de unos
40 trabajos en revistas internacionales y en 5 tesis doctorales, en donde mucho tuvieron que
ver mis actuales colaboradores en estas lineas a los que ahora recuerdo con agradecimiento y
afecto.
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Mikhail Semenovich Tswett (1872-1919)

Siempre que hacemos una introduccion histérica a las separaciones cromatograficas,
comenzamos con una frase parecida a: “el término cromatografia fue empleado por primera
vez por Tswett cuando en 1903...”; con el paso de los afos, el recordatorio se ha simplificado
y parece que todo el mérito de este investigador fue el de mero iniciador. La relevancia de sus
hallazgos hace que hoy, sea necesario dedicarle parte de este discurso a recorrer brevemente
su vida y trabajo y a desarrollar el concepto de cromatografia que en su dia ideo.

Mikhail Semenovich Tswett

Mikhail Tswett naci6 en 1872 en Asti (Italia), donde sus padres viajaban con frecuencia. En
1891 obtuvo su Certificado de Madurez y animado por su padre decidid acceder a la
Universidad de Ginebra. En 1893 se gradud y considerando que se habia formado en el centro
mas activo de la moderna fisiologia vegetal, dedico su trabajo a la bioquimica y citofisiologia
de las plantas, y en 1896 presentd su tesis doctoral de titulo “Investigacion en Fisiologia
Celular. Contribuciones al conocimiento de los movimientos de protoplasma, membranas
plasmaticas y cloroplastos”. Tras un largo viaje para conocer los laboratorios italianos mas
relevantes de la época en su campo, tomo la decision de dar un cambio a su vida, yéndose a
Rusia.

Una vez alli comenz6 a buscar trabajo, pero descubrid que su doctorado no era considerado
valido y que debia realizar una nueva tesis doctoral, para la que eligié6 como objeto el estudio
de las clorofilas y los cloroplastos. No se puede decir que Tswett fuera aceptado en Rusia.
Paso por las Universidades de San Petesburgo y Kazan, sin obtener un puesto fijo. En 1901
surgio la posibilidad de acceder a una plaza en esta ultima Universidad, pero la rechazo6 ya
que por entonces habia recibido la oferta de trabajar como ayudante en la Universidad de
Varsovia, en un laboratorio mejor equipado para llevar a cabo sus experiencias. En esta
Universidad present6 su segunda tesis doctoral.
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De la separacion de clorofila y xantofila a la idea de la Cromatografia

Siguiendo las etapas del método cientifico, antes de comenzar sus estudios sobre la clorofila,
Tswett recopild y estudié en profundidad la intensa investigacion existente sobre el tema
realizada por sus predecesores y contemporaneos, lo que conllevd una revision de los
principales periodos, métodos de estudio y descripciones de la clorofila. Aquella revision
dejo entrever que algunos autores de la época ya se planteaban las posibles modificaciones de
la clorofila cuando era extraida de las plantas con la ayuda de reactivos quimicos para
purificar el compuesto en estado solido.

Los esfuerzos de Tswett se encaminaron a eliminar las razones que podrian hacer cambiar la
naturaleza del pigmento verde, por lo que utiliz6 hojas frescas y eliminé la calefaccion. Esta
blisqueda de un método mads racional para la investigacion de los pigmentos de las plantas
llevo a Tswett a su principal logro cientifico: el desarrollo de la cromatografia, que abrid
una nueva era en el estudio de estos pigmentos. Su trabajo entre 1898 y 1900, con catorce
publicaciones en revistas britanicas y rusas, se recopild en un trabajo titulado “Composicion
fisico-quimica de la particula de clorofila. Investigacion experimental y critica”, que
constituy6 su Tesis Magistral en 1901.

Durante sus experimentos para intentar extraer la clorofila de las hojas sin modificar, Tswett
justifico la falta de resultados cuando se utilizaba éter de petréleo y los resultados positivos
cuando se anadia una pequefisima cantidad de etanol a la presencia de fuerzas de adsorcion
entre los pigmentos y la matriz de los cloroplastos y encamind sus esfuerzos a nuevos
métodos fisicos que permitieran el estudio de la clorofila en su estado natural. Esta idea de
competir con las fuerzas de adsorcion dio lugar a los experimentos sobre la identificacion de
materiales capaces de adsorber pigmentos existentes en las hojas verdes, desadsorbiendo de
forma diferencial los componentes de la mezcla.

El 21 de marzo de 1903 fue un dia memorable para la historia de la cromatografia. En la
Seccion de Biologia de la Sociedad de Ciencias Naturales de Varsovia, Tswett presentd un
trabajo titulado “Sobre la nueva categoria de fendmenos de adsorcion y sus aplicaciones al
analisis bioquimico”. En ella, por primera vez, se establece una clara definicion del proceso
en el que se basa la nueva técnica analitica: “En la actualidad, bajo el término adsorcion se
combinan varios fendmenos, que, aunque posiblemente diferentes en naturaleza,
corresponden a la siguiente definicidon basica: concentracion de gases, vapores, liquidos o
compuestos disueltos sobre la superficie de cuerpos s6lidos”.

En una posterior publicacion en aleman en 1906, Tswett describi6é con detalle como obtenia
los pigmentos de hojas frescas trituradas con éter de petroleo al que anadia pequefias
cantidades de alcohol, que posteriormente eran eliminadas por agitacion con agua destilada.
El extracto de pigmentos se separaba en sus componentes con ayuda del “cromatografo”. En
su primera version fue muy simple y después evolucion6 a un sistema donde se aumentaba el
nimero de experimentos. En sus trabajos hasta 1910 Tswett examiné hasta 128 adsorbentes
en los que describid diferentes comportamientos.

Tras anunciar la invencion de esta nueva técnica en 1903, Tswett la empled para obtener
muestras quimicamente puras de las clorofilas a y b, y aport6 la prueba incuestionable de la
heterogeneidad del pigmento verde de las plantas, aunque no fue el primero en proponer esta
heterogeneidad. Ademas descubri6 una tercera forma de clorofila en algas, la clorofila c.

A Tswett se le ha considerado posteriormente el descubridor de todas las formas de clorofila,
aunque ¢l siempre atribuy¢ al cientifico inglés Sorby este descubrimiento, realizado treinta
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afnos antes. De hecho, por este empefio, Tswett entrd en polémica con L. Marchlewski, el
principal investigador europeo de la hemoglobina y de la clorofila a principios del siglo XX,
quien, junto con C. Schunk, se arrogo el descubrimiento de las dos formas principales. Tswett
afirmo que los experimentos de Marchlewski y Schunk no eran sino meras reproducciones de
los experimentos de Sorby, y en defensa de la novedad de su método y de sus resultados,
Marchlewski declaré que Tswett mentia e incluso que los articulos de Tswett no merecian
ninguna atencidon y ademas que el método cromatografico seria algo que no tendria ninguna
utilidad en el futuro.

En los afios siguientes se mantuvo una agria polémica entre los dos investigadores, centrada
en la existencia de las distintas formas de las clorofilas, que pareci6 zanjada cuando
Marchlewski aceptd que la metodologia de Tswett era adecuada y que Sorby habia descrito
previamente resultados como los suyos.

Las discusiones mas intensas de Tswett fueron con el quimico organico R. Willstdter, que
seria premio Nobel en 1915, y principal discipulo del fundador de la moderna quimica
organica alemana, A. Baeyer, premio Nobel de 1905.

Willstéter siguid una aproximacion quimica para el estudio de la composicidn y naturaleza de
los pigmentos vegetales, analizando y estudiando la estructura de varios derivados de esos
pigmentos mediante la accidon de determinados reactivos como acidos, alcalis, etc.

La discusion se mantuvo durante muchos afios, dado que Tswett mantenia que no se podia
hacer ese analisis organico puesto que las sustancias no estaban suficientemente purificadas,
porque las técnicas empleadas no permitian la total separacion de los compuestos, mientras
que Willstdter afirmaba que no se podia considerar purificacion un proceso que no se basaba
en la cristalizacion para dar lugar a un compuesto solido. A pesar de estas polémicas, Tswett
logr6 en vida un cierto reconocimiento a su trabajo, pues le llegaron a conceder en 1912 el
premio Akhmatov (consistente en 1000 rublos), y fue incluso propuesto para la obtencion del
Premio Nobel de 1918.

A partir de 1910, su salud, que nunca habia sido muy buena, empez6 a deteriorarse y, por si
ello fuera poco, Rusia, en plena Revolucion, se involucr6 en la Primera Guerra Mundial. En
una €poca convulsionada por profundos cambios, Tswett perdi6 todos sus archivos y fases
adsorbentes, que cuidadosamente habia recopilado durante afios.

El 16 de junio de 1919 murid, a los 47 afios, victima de su debilitado corazon y de una vida
siempre en condiciones de precariedad econdémica.

La actitud enormemente critica hacia la investigacion de Tswett sobre clorofilas y
carotenoides por parte de sus colegas demuestra que sus innovaciones no encontraron gran
apoyo. Las actitudes mayoritarias en aquellos afios fueron predominantemente negativas y
durante la primera década tras la muerte de Tswett el nimero de publicaciones en los que se
usaba la cromatografia disminuyd radicalmente, principalmente porque los resultados
obtenidos por el primer cromatografista del mundo fueron ignorados.

Uno de los motivos aducidos para esta falta de reconocimiento fue que la principal
publicacion de Tswett no fue accesible para los cientificos de la Europa Occidental porque
estaba escrito en ruso, y ademas porque era una rareza bibliografica al ser una edicién de su
tesis doctoral. Aunque esto pueda ser cierto, no lo es menos que Tswett publicé numerosos
articulos en revistas de otros paises, y realizd demostraciones de su técnica en las distintas
sociedades cientificas europeas, pues sus conocimientos de francés, ruso, inglés y aleman le
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permitieron estar en contacto con las sociedades internacionales de mayor prestigio. También
se ha aducido para justificar esta falta de reconocimiento el que las publicaciones de Tswett
fueran mayoritariamente dedicadas al campo de los pigmentos vegetales en revistas de
botdnica, aunque también presentd sus resultados en revistas de quimica francesas y
alemanas.

El olvido en el que se mantuvo el descubrimiento de Tswett es posiblemente debido a la falta
de confianza que alguno de los principales cientificos de su tiempo mantuvieron acerca de la
cromatografia, fundamentalmente Willstdter. Mientras vivid nadie, excepto Tswett, se atrevio
a desafiar a Willstiter cuando afirmaba que ¢l habia sido el primero en obtener las clorofilas a
y b quimicamente puras, y tras la muerte de Tswett en 1919, la investigacion sobre los
pigmentos de las plantas fue practicamente monopolizada por la escuela de Willstiter. Como
Ettre y Horvath escribieron mucho mas tarde, “...en este periodo Willstiter era el Papa (sic)
en este campo” (el de las clorofilas), por lo que Synge lleg6 a afirmar en 1970 que “...el peso
de la autoridad cientifica de Willstédter hizo que la sociedad cientifica ignorara las ideas de
Tswett”. En los afos treinta revivid el interés por la técnica, para separar los distintos
carotenoides de las plantas, por lo que se puede decir que se redescubrié en Alemania por
Winterstein y Stein.

Existe una frase que Tswett reitero en varios escritos y cuya autoria ha sido atribuida a
distintos personajes: “Cualquier avance en la ciencia es un avance del método”. Esto resume
muy bien lo que fue su vida y su principal descubrimiento: una técnica poderosisima para
conocer mas acerca de los pigmentos vegetales. Varios afios tras su muerte, a su lapida se
afiadio el siguiente epitafio: “Destinado a descubrir la cromatografia, la ciencia que
separa moléculas y une personas”.

El Proceso analitico. Técnicas continuas y discontinuas

Podemos afirmar queTswett fue el descubridor de la cromatografia, técnica que hoy en dia se
usa en cualquier laboratorio de andlisis del mundo. Dicha técnica esta englobada dentro de lo
que conocemos como técnicas de separacidon (técnicas separativas). Antes de hacer un
recorrido descriptivo por estas técnicas, parece necesario definir el concepto de proceso
analitico para asi poderlas incluir en el mismo.

Un proceso analitico general consiste en un conjunto de procedimientos realizados para
solucionar un determinado problema analitico, dicho de otro modo, el proceso analitico se
define como el conjunto de operaciones que separan a la muestra sin tratar y sin medir de los
resultados del andlisis.

La definicion del problema es la primera etapa, en ella se plantea el tipo de analisis que se
necesita y la escala de trabajo. Tras ello, debe realizarse la eleccion del método analitico,
aspecto clave para una resoluciéon adecuada del problema. Una vez elegido el método, se
procede a su ejecucion. Posteriormente, se pasa a valorar los resultados obtenidos para
establecer si el problema ha sido resuelto de forma satisfactoria. Si no es asi, se deberia
reiniciar el proceso analitico y replantear el problema. El desarrollo practico del método
analitico consta de tres etapas:

 Las operaciones previas o preliminares, pueden descomponerse en dos subetapas. En la
primera, se realiza una toma de muestra representativa del material a analizar. En la segunda,
se lleva a cabo una transformacion de la muestra o parte de la misma, de forma que la especie
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o especies quimicas de interés pasen a una forma medible inequivocamente. Esta
transformacion, de ser necesaria, podria requerir etapas de separacion de sustancias
interferentes y etapas de reaccidon quimica que hagan mas sensible y especifica la medicion de
la senal debida al analito.

* En la etapa de adquisicion de datos tiene cada vez més importancia la instrumentacion
analitica. El proceso de medida instrumental puede separarse en tres etapas: la generacion de
un flujo de energia, la interaccion de este flujo con la muestra, y la medicion y procesado de
la sefial procedente de la muestra.

* Por ultimo, la etapa de tratamiento de datos consiste en el procesado matematico de los
datos para obtener unos resultados que den el valor mas probable de la informacion buscada,
asi como la incertidumbre que la acompaia.

Las técnicas de separacion se incluyen dentro de la primera etapa de este proceso analitico, es
decir, dentro de las llamadas operaciones previas. Para llevar a cabo los procedimientos de
separacion, la Quimica Analitica dispone de numerosas técnicas que se basan en las
diferencias existentes en las propiedades fisico-quimicas de los distintos componentes de una
muestra.

Debido al gran niimero de técnicas de separacion descritas, existen numerosos intentos de
sistematizacion que resultan intuitivos y que, ademads, proporcionan una idea del
funcionamiento de cada una y su interrelacion.

De las distintas clasificaciones de las técnicas analiticas de separacion, la mas usada es
aquella que permite la division de las mismas en dos grandes grupos:

« Técnicas discontinuas: aquellas que no comportan en si mismas la deteccion o
determinacion de las especies separadas, es decir, la medicion de la sefial analitica se efectua
de manera discontinua respecto a la separativa. Tal es el caso de la precipitacion, destilacion,
extraccion liquido-liquido, etc.

« Técnicas continuas: aquellas que implican o pueden implicar la deteccion o determinacion
de las especies involucradas de manera continua después de ser separadas. Dentro de estas
técnicas se encuentran dos grandes grupos, las cromatograficas y no cromatograficas.

Por lo que se refiere a las primeras, las de mayor aplicacion hasta el momento han sido la
cromatografia de gases y la cromatografia de liquidos, en las cuales, los sistemas de
separacion y deteccion estan integrados, por lo que el cromatografo actia globalmente como
instrumento suministrando informacién cualitativa y cuantitativa. Dentro del grupo de las
técnicas continuas no cromatograficas, se encuentra una de enorme interés y desarrollo
actual que es la electroforesis capilar.

Antes de tratar mas profundamente las técnicas continuas, nos detendremos someramente en
aquellas técnicas discontinuas, que poseen notable importancia.

En general, la etapa de tratamiento de muestra puede considerarse como una de las mas
determinantes del proceso analitico y de ella va a depender en gran medida la calidad y
fiabilidad de los resultados obtenidos. Se puede llevar a cabo con distintas finalidades; en
primer lugar, con el objetivo de extraer los analitos de matrices complejas y convertirlo en un
extracto compatible con la técnica analitica que se vaya a emplear, eliminando a su vez los
componentes de la matriz que podrian interferir en el analisis. Por otro lado, en el caso de
analitos que se encuentran en baja concentracion, el proceso de extraccion puede incluir un
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paso de preconcentracion para alcanzar los limites de deteccion de la técnica analitica
aplicada.

Han sido descritos en bibliografia muchos procedimientos para la extraccion de diversos
analitos presentes en distintas matrices, en su mayoria utilizando extraccion liquido-liquido y
extraccion solido-liquido. En la extraccion liquido-liquido se separa un componente de una
mezcla liquida, con ayuda de un disolvente, que preferentemente lo disuelve. Con la
extraccion solido-liquido se pueden extraer componentes solubles de sélidos con ayuda de un
disolvente. En este tipo de extracciones juega un papel decisivo la solubilidad de los analitos
en los disolventes utilizados. Esta solubilidad esta condicionada por la naturaleza quimica del
compuesto. Por este motivo no es posible hablar de procedimientos de extraccion generales,
sino que la eleccion de un procedimiento concreto dependera de la matriz de la que se trate,
de los compuestos que se quieran determinar y del tipo de informacion que se desee obtener
(cualitativa o cuantitativa).

Dentro de la extraccion solido-liquido, conviene mencionar la extraccion asistida por
microondas, la extraccién acelerada con disolventes, la extraccion con fluidos
supercriticos...entre otras; en todas ellas se emplean disolventes de alta difusividad elevando
la temperatura y controlando la presion.

En el caso de muestras liquidas, ademds de la extraccion liquido-liquido, la precipitacion, la
destilacion, y la dialisis, tiene gran importancia la extraccion en fase sélida (SPE), basada en
la diferente afinidad que presenta el analito (o la matriz) por una fase sdlida o por la propia
muestra liquida (o el extracto obtenido). Actualmente se pueden encontrar una gran variedad
de materiales de relleno para SPE disponibles comercialmente como es el caso de silice,
silice alquilada (C-18, C-8, etc.), fases basadas en carbono, materiales de cambio idnico,
materiales poliméricos o fases de exclusion por tamafios para eliminar las macromoléculas.
Aunque las fases de silice modificada C-18 son las mas ampliamente usadas, tienen
importantes limitaciones como son su bajo poder de retencion para los analitos polares, la
inestabilidad a pH alto y la irreproducibilidad en las pérdidas de analito cuando el lecho se
seca después del paso de acondicionamiento. Los materiales poliméricos han despertado un
creciente interés en los ultimos afos, especialmente las resinas poliméricas funcionarizadas,
que contienen grupos funcionales polares sobre un esqueleto polimérico no polar y ofrecen
mejoras en la retencion de los analitos polares. Estas fases poliméricas muestran también una
mayor estabilidad a distintos valores de pH y son menos propensas a las pérdidas de analito
cuando se seca el lecho.

Del mismo modo, antes de abordar las técnicas continuas, es bueno subrayar que el
tratamiento de muestra puede llevarse a cabo usando una modalidad “off-/ine” (no acoplado a
la técnica analitica que se vaya a emplear posteriormente para el analisis de dicha muestra) o
una modalidad “on-line” (incorporado a la linea de la técnica analitica que se vaya a emplear
para el analisis de dicha muestra).

Llegados a este punto, parece necesario ahondar un poco mas en las siguientes técnicas
separativas cromatograficas: de gases, liquida, y algo de fluidos supercriticos y la técnica no
cromatografica: electroforesis capilar.
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Cromatografia de gases (GC)

La invencion de la GC ha sido generalmente atribuida a A.T. James y a A.J.P. Martin, que
publicaron un articulo en 1952 que fue la culminacion del trabajo que habian presentado el
20 de octubre de 1950 en un congreso de la Sociedad de Bioquimica, y como conferencia en
un congreso de la Sociedad de Quimica Industrial celebrado en Oxford (Septiembre de 1952).
Los mencionados autores llevaron a cabo la separacion de acidos grasos volatiles mediante
cromatografia de particion con nitrogeno y una fase estacionaria de tierra de diatomeas
impregnada de aceite de silicona y de acido estearico.

Probablemente ninguna técnica de la Quimica Analitica se ha adoptado mas répida y
extensamente que la GC. Los hitos mas importantes en el desarrollo de esta técnica, han
estado relacionados con el tipo de columnas empleadas, los sistemas de deteccion y los
sistemas de introduccion de muestra. Sin lugar a dudas, la creacion de las columnas capilares
y el abaratamiento de los acoplamientos GC-MS trajeron consigo un crecimiento del nimero
de usuarios de la misma. Hoy en dia esta técnica sigue progresando rapida y notablemente,
pudiendo resaltar aplicaciones en GC bidimensional y el acoplamiento de GC con
espectrometros de masas de tltima generacion.

En la GC se utiliza como fase mévil un gas portador inerte, que eluye los componentes de
una mezcla a través de una columna que contiene una fase estacionaria inmovilizada. La
forma mas usual de hacer cromatografia de gases es utilizando como fase estacionaria un
liquido que recubre la pared interna de una columna o un soporte sélido, lo que recibe el
nombre de cromatografia gas-liquido (CGL). Existe otro tipo de cromatografia de gases
menos utilizada, denominada cromatografia gas-solido (CGS), en la que el analito se adsorbe
directamente sobre las particulas solidas de la fase estacionaria. El gas portador es un gas
inerte, generalmente helio, nitrogeno o argon de elevada pureza, con un caudal conocido y
controlado. La fase mdvil no interacciona con el analito y su tinica mision es la de transportar
la muestra. Las columnas pueden ser con relleno, en las que la fase estacionaria liquida esta
retenida sobre un solido inerte (soporte) y capilares, en las que la fase estacionaria se fija
sobre las paredes interiores del capilar. En la inmensa mayoria de los andlisis se utilizan
columnas capilares, largas y estrechas, hechas de silice fundida (SiO;) y recubiertas de
poliimida como soporte y como proteccion de la humedad atmosférica. Los didmetros
interiores tipicos son de 0.1-0.53 mm y las longitudes tipicas de 15 a 100 m.

Las partes esenciales de un cromatografo de gases son: fuente de gas portador (botella a
presion), sistema de regulacion de caudales (valvula reguladora y mandmetro), bloque
termostatizado de inyeccion de las muestras, columna termostatada conteniendo la fase
estacionaria, detector termostatado con amplificador de sefial y registro grafico, y
caudalimetro de precision.

La muestra de un liquido volatil o de un gas se inyecta, a través de un septo, en la camara de
inyeccion donde se vaporiza y se arrastra hasta cabeza de columna. La temperatura inicial de
la columna se fija en 40° C por debajo del punto de ebullicion del disolvente, que condensa
por tanto en la cabeza de la columna. Como los solutos van quedando atrapados lentamente
en la porcion de disolvente condensado, forman una estrecha banda al principio de la
columna. Los analitos, en forma gaseosa, se hacen pasar a través de la columna, arrastrados
por el gas portador, y por equilibrios sucesivos entre fase movil y estacionaria cada
componente se desplaza por la columna a velocidades diferentes. La columna debe estar
suficientemente caliente a fin de que los analitos alcancen una presion de vapor suficiente
para que se eluyan en un tiempo razonable. Finalmente, los analitos después de ser separados
llegan al detector, cuya respuesta aparece en la pantalla de un ordenador o un registrador en
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forma de cromatograma. El detector se mantiene a una temperatura mas alta que la columna,
de forma que los analitos se encuentran en forma gaseosa. Tal y como adelantabamos, existen
dos tipos de cromatografia de gases:

« cromatografia gas-solido tiene una fase estacionaria solida en la cual se produce la
retencion de los analitos debido a la adsorcidn fisica sobre la superficie del solido. Esta
técnica ha tenido una aplicacion limitada por la tendencia de los picos eluidos a formar colas
y a la retencion semipermanente de gases activos sobre la fase estacionaria.

« cromatografia gas-liquido se basa en la distribucion del analito entre una fase movil
gaseosa y una fase estacionaria liquida inmovilizada sobre la superficie de un sé6lido inerte
(soporte) o en las paredes interiores de la columna, si ésta es capilar. Este tipo de
cromatografia de gases es la mas utilizada.

Cromatografia liquida

Los inicios de la Cromatografia, que la evolucion convirtié en la actual HPLC, se centraron
como mencionabamos antes en los trabajos que Tswett y Day realizaron en columnas abiertas
con rellenos soélidos variados, predominantemente alimina. Después de estos primeros
hallazgos, pasaron unos veinte afios, en los que la cromatografia no fue apenas objeto de
estudio de interés; fue al inicio de la década de los treinta cuando parece redescubrirse y ya
no deja de desarrollarse de modo practicamente continuo.

Se comprobd entonces, con diversos trabajos experimentales, que disminuyendo el tamafio
medio de la particula de relleno, se conseguia, en lineas generales, mejorar la calidad de las
separaciones. Sin embargo, este hecho, condicionaba enormemente los tiempos de analisis,
haciéndolos del todo impracticables. Esta cromatografia en columna abierta se conoce como
cromatografia clasica o gravitatoria, ya que la fase portadora (moévil) recorre el relleno por la
simple accion de la gravedad. Dicha cromatografia clasica o a baja presion presentaba
importantes inconvenientes desde un punto de vista practico:

- Era lenta.

- Era poco eficaz, tanto en la capacidad de discriminacion entre solutos, como en el nimero
de solutos que podian separarse.

- Era tediosa por la necesidad de la intervencidn casi constante del operador, salvo que se
dispusiera de colectores de fracciones automaticos, y

- No proporcionaba directamente el cromatograma al tener que aplicar una deteccion
discontinua (off-line) a cada fraccion del eluido.

Estos inconvenientes fueron restrictivos en el desarrollo de la cromatografia de liquidos en
columna e hicieron que su evolucion fuese mas lenta que el espectacular desarrollo de la GC.

Empezaba a parecer evidente que la cromatografia de liquidos en columna necesitaba, para
convertirse en una modalidad competitiva respecto a GC, trabajar a elevadas presiones en
lugar de utilizar sélo la fuerza de la gravedad para hacer pasar la fase movil liquida a través
de la fase estacionaria. Asi, la presion elevada (entre 500 y 5000 psi) de la fase movil liquida:

- Permitiria reducir el tamafio de particula de la fase estacionaria, que aunque muy
empaquetada, deja que la fase movil pase a su través. De este modo se podria aumentar
espectacularmente la eficacia separativa.
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- Reduciria drasticamente la duracién de una separacion cromatografica (de 5 a 50 veces) en
relacion con la modalidad a baja presion, y se haria equiparable en este aspecto a la GC.

- Lograria una deteccion continua del eluido, por lo que un montaje de este tipo puede
considerarse como un cromatdgrafo de liquidos, es decir, un instrumento que separa y
suministra informacion cualitativa y cuantitativa.

Logicamente, esta nueva configuraciéon a presion elevada comportaba complicaciones
técnicas en comparacion con la modalidad clasica, y un notable aumento del coste de
adquisicion y mantenimiento del instrumento. Pero este aspecto quedaba minimizado cuando
se observaba la enorme potencialidad que presentaba, ya que podia cubrir aspectos
inabordables o poco recomendables en GC (compuestos i0nicos, muy polares, termolabiles,
no volatiles, fases acuosas de muestra...). Su pleno desarrollo comercial se inici6 al
comienzo de los afios setenta.

Existen en la bibliografia muchas comparaciones entre las caracteristicas de la LC clasica y la
de alta eficacia que incluyen otros tipos de cromatografia que emplean columnas de
didmetros internos menores y flujos de fase mévil muy reducidos (micro y nanocolumnas y
columnas capilares).

Parametros caracteristicos de diferentes LCs en columna

Parametro LC clésica HPLC Micro LC LC Capilar Nano LC
Didmetro inferno 14 15 0 1545 mm 0.8 mm 0.18-032mm  0.075-0.1 mm
de las columnas
Longitud del lecho g 5 ) 3-30 cm 525 cm 525 cm 15-25cm
cromatogrdfico

Diametro medio > 150-200

de particulas pm 3-40 pm 3-5 um 3-5 um 5 um
Flu];ﬁ{ase 1-22ml/min ~ 0.2-2.5 ml/min  10-100 pl/min 1-10 pl/min 0.1-1 pl/min

La HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) (a veces sus siglas se asocian a High-
Pressure Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida de Alta Presion) e incluso, en
ocasiones, a High-Efficiency Liquid Chromatography o High Speed Liquid Chromatography
(tal vez, ésta ultima conlleve en si alguna connotacidn particular)) es una técnica de
separacion en la que una mezcla de compuestos se distribuye entre dos fases (una fase movil
y una estacionaria), teniendo lugar la separacion en funcion de las distintas afinidades que
presente cada compuesto de la mezcla por las diferentes fases. La fase estacionaria es un
solido poroso, generalmente en forma particulada, o bien una fina capa de sustancia liquida
ligada a un soporte solido, contenido en el interior de un tubo habitualmente metalico que da
lugar a la columna cromatografica, auténtico “corazon” del cromatdgrafo de liquidos. La fase
moévil es un liquido, ya sea un disolvente o una mezcla de disolventes, a veces con un pH
modificado mediante adicion de acidos, bases o disoluciones reguladoras.

Un instrumento HPLC esta formado por: depositos para las fases moviles, sistema de bombeo
para proporcionar presion a la fase movil, sistema de inyecciéon de muestras, columna
cromatografica, horno termostatizado, detector y sistema de adquisicion de datos. A veces la
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columna cromatografica va precedida de una pre-columna para impedir que lleguen a la
columna componentes de la muestra que puedan dafiar la fase estacionaria.

En una separacion mediante HPLC, la fase movil impulsada por la bomba, transporta una
banda de muestra a través de la columna cromatografica. Para la inyeccién se utiliza
normalmente una vélvula de seis vias que permite introducir en el flujo de disolvente la
muestra contenida en un loop de volumen calibrado. Una vez en la columna, los analitos
interaccionan con la fase estacionaria de tal forma que aquellos que sean mas afines con la
fase movil, seran menos retenidos por la fase estacionaria y eluirdn antes. Por el contrario,
aquellos que tengan mas afinidad por la fase estacionaria avanzaran mas lentamente a través
de la columna y eluiran, por tanto, mas tarde. La fase movil puede ser un disolvente puro o
una mezcla de disolventes. Cuando se trata de una mezcla puede programarse la bomba para
que tome disolventes de diferentes botellas en una proporcion determinada y que la mezcla se
realice en una camara de mezclado. En el supuesto de que durante toda la separacion se
utilice siempre el mismo disolvente, se denomina isocratica. Sin embargo, es normal realizar
un gradiente de composicion del disolvente a lo largo de la cromatografia para mejorar la
eficacia y acortar la duracion del proceso. Una vez eluido cada compuesto debe ser detectado.
Para ello, se colocan a la salida de la columna cromatografica uno o varios detectores que
proporcionaran una respuesta al paso de los analitos (absorbancia, fluorescencia,
conductividad...). El procesado de esta sefial produce el cromatograma, en el que se
representa la respuesta obtenida por el detector frente al tiempo. La intensidad de cada pico
sera directamente proporcional al factor de respuesta y a la concentracion del analito
correspondiente en la muestra.

Atendiendo a la fase estacionaria activa que se emplee y al tipo de fendémeno fisico que
provoca la separacion, encontramos diferentes tipos de cromatografia liquida.

Tiposde LC
Nombre Fase estacionaria activa
Particion Liquido retenido por un sélido soporte
Adsorcion Soélido con propiedades superficiales
Cambio ionico Soélido con propiedades cambiadoras de iones
Afinidad Soélido con propiedades de retencion bioespecificas

Exclusion por tamarios  Sélido con porosidad controlada
Quiral’ Reactivo quiral unido a fase movil o al soporte sélido

*Muchos autores no la consideran como un tipo de Cromatografia per se, sino mas bien incluida en la
cromatografia de particion o reparto.

El conocimiento de la estructura molecular de los componentes de la muestra puede ser muy
util en la seleccion de un tipo de cromatografia liquida. En general, podemos decir que la
cromatografia de particion o reparto se aplica a compuestos polares no idnicos; la de
adsorcidn separa especies no polares, isomeros e hidrocarburos alifaticos; la de intercambio
i6nico permite analizar compuestos idnicos de peso molecular bajo; los analitos de peso
molecular superior a 10.000 se separan mediante cromatografia de filtracion sobre gel (de
exclusion).
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La cromatografia de particion o de reparto es el tipo de cromatografia de liquidos mas
ampliamente utilizado. El fundamento de este tipo de cromatografia es el reparto o
distribucién de los solutos entre una fase movil liquida y otra estacionaria inmiscible
soportada sobre un solido inerte; es decir, la causa de la discriminacién entre los solutos se
encuentra, de manera genérica, en las diferencias de solubilidad.

Considerando las polaridades relativas de las fases moviles y estacionarias, se distinguen dos
tipos de cromatografia:

» Cromatografia en fase normal (NP-HPLC): la fase estacionaria es polar, mientras que la
elucion se lleva a cabo con disolventes no polares, como etiléter, cloroformo o n-hexano.

* Cromatografia en fase inversa (RP-HPLC): la fase estacionaria es no polar, tratandose
normalmente de hidrocarburos tales como Cg (n-octilo) o C;s (n-octadecilo) y la eluciéon se
lleva a cabo con una fase moévil de polaridad elevada, como disoluciones acuosas conteniendo
metanol, acetonitrilo o tetrahidrofurano.

La cromatografia de liquidos de particidon o reparto en fase inversa es el modo de HPLC mas
empleado en la actualidad, ya que la mayoria de muestras de interés en diversos ambitos
tienen naturaleza hidrofilica. En esta modalidad de fase inversa, el tiempo de retencion es
mayor para las moléculas de naturaleza apolar, mientras que las moléculas de caracter polar
eluyen mas rapidamente.

En los ultimos afios la miniaturizacién se ha convertido en un 4rea de investigacion muy
importante, con especial atencion al estudio y desarrollo de métodos de separacion
miniaturizados realizdndose especiales esfuerzos por conseguir una instrumentacion de LC
miniaturizada. La técnica de nanoLC fue introducida por primera vez en 1988 por Karlsson y
Novotny y, desde entonces, ha ido emergiendo como una herramienta analitica potente,
sobretodo en el campo de la protedmica, debido principalmente a la poca cantidad de muestra
que requiere. Poco a poco se ha ido ampliando el campo de aplicacion de esta técnica, y asi
podemos encontrar trabajos relacionados con la industria farmacéutica, el analisis ambiental
y de enantiomeros ¢ incluso con la industria alimentaria, aunque en mucha menos extension.
Generalmente se considera que cuando la separacion cromatografica se lleva a cabo en
columnas de didmetro interno menor a 100 um, la técnica se denomina nanocromatografia
liquida, cuando se usan columnas de didmetro entre 100 y 500 pm aproximadamente se
conoce como cromatografia capilar, y para columnas con diametros alrededor de 800 pm se
define como micro-cromatografia. Como es logico, el utilizar columnas de diametros internos
comprendidos entre 10 y 100 wm hace que el consumo de fases moéviles sea minimo
trabajando en este sentido a flujos muy reducidos.

Las columnas capilares que se suelen utilizar en nanoLC suelen ser de silice fundida,
empleando las mismas fases estacionarias que son utilizadas normalmente en otros tipos de
cromatografia liquida. En cuanto al tamafo de particula de estas fases estacionarias
normalmente suelen estar comprendidos entre 3-5 pum. No obstante, hoy en dia ya se estan
utilizando fases estacionarias con tamafios de particula de 1.5-1.8 pm las cuales son
cominmente utilizadas en cromatografia liquida de ultra presion (UHPLC), ofreciendo
ventajas importantes como son una mayor eficacia en la separacion. También las fases
moviles empleadas suelen ser las comtiinmente utilizadas en LC.
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Cromatografia de fluidos supercriticos

La cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) es una técnica hibrida entre la cromatografia
de gases y la HPLC, combinando lo mejor de ambas técnicas. Es importante porque permite
la separacion de mezclas en las que no es adecuada la aplicacion de la GC ni de la HPLC. En
concreto, se aplica a compuestos no volatiles o térmicamente inestables que no pueden ser
separados mediante GC, o aquellos que contienen grupos funcionales que imposibilitan su
deteccion en HPLC.

Debido a las caracteristicas de la fase movil (alta presion y temperatura) se emplean equipos
parecidos a los de HPLC, con varias diferencias:

* El empleo de un horno termostatico para poder controlar con precision la temperatura de la
fase movil.

* El uso de un restrictor, empleado para poder mantener de una parte, la presion en el interior
de la columna y, de otra, permitir la bajada de la presion a la salida para que el fluido
supercritico pase al estado gaseoso y el analito pueda ser detectado adecuadamente.

Bésicamente, un restrictor es un tubo capilar de unos 2 a 10 cm de longitud y un didmetro
interno menor al de la columna (tipicamente 1/10 del diametro), donde a la salida se expande
el fluido supercritico y pasa al estado gaseoso manteniéndose simultdneamente la presion en
el interior de la columna.

Electroforesis capilar

La técnica de separacion, que actualmente denominamos como Electroforesis Convencional
(electro = electricidad y foros = llevar), fue introducida, por primera vez, como herramienta
analitica, por el quimico sueco Tiselius en 1930, aunque no fue hasta 1937 cuando se
desarroll6 el primer instrumento denominado “celda electroforética”, recibiendo por ello en
1948 el premio Nobel.

La electroforesis convencional es una técnica de separacion en la que las sustancias a analizar
se separan en funcion de su diferente movilidad, en sentido y velocidad, bajo la accién de un
campo eléctrico. Estas separaciones electroforéticas, han sido y siguen siendo muy eficaces y
de muy extensa aplicacion, principalmente en la identificacién o cuantificacion de
macromoléculas, especialmente, proteinas. Sin embargo, presentan una serie de
inconvenientes: son técnicas lentas y laboriosas, tienen tendencia a ser poco reproducibles y
no permiten la automatizacion.

Para evitar todos estos inconvenientes asociados a los fenémenos de conveccion térmica que
se producian por llevar a cabo las separaciones en disolucion, surgidé una alternativa que
consisti6 en emplear tubos capilares de didmetros muy pequefios como celdas
electroforéticas, dando lugar a una nueva forma de electroforesis que se denominéd
Electroforesis Capilar (CE).

Las separaciones por electroforesis capilar estdn basadas en las diferencias en la movilidad
electroforética de las especies a separar en los medios electroforéticos dentro de estos
pequeiios capilares. Esta técnica fue descrita originalmente como electroforesis libre en 1967,
cuando Hjertén utilizod capilares de 3 mm de didmetro interno empleando campos eléctricos
altos. En 1974, Virtanen describi6 las ventajas de usar capilares con didmetros tan pequefios.
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Todos estos primeros trabajos sobre CE se llevaron a cabo con instrumentacion adaptada de
la electroforesis convencional y no fue hasta 1979 cuando Mikkers y col., demostraron la
bondad de usar capilares de teflon con didmetros internos de 200 um en este tipo de
separaciones.

A pesar de las ventajas que ya se vislumbraban del empleo de la electroforesis capilar en
relacion con la electroforesis convencional, estas publicaciones no despertaron gran interés
hasta que se publicaron los trabajos de Jorgenson y Luckacs, en los que se empleaban
capilares de didmetros de unos 75 um hechos de vidrio pyrex; fue entonces cuando se puede
considerar que comenzo la electroforesis capilar.

Los primeros estudios sobre los principios de funcionamiento de la técnica se deben a Tsuda
y col. incluyendo el efecto del pH, densidad de corriente en el flujo electroosmotico,
relaciones entre el tamafio de la muestra, corriente y el voltaje con la eficacia, etc.

La electroforesis capilar es, por tanto, una técnica bastante reciente cuyo desarrollo final tuvo
lugar en los afios 80; la aparicion de los equipos comerciales de forma extendida se hizo
patente, tan solo, hace unos 20 afos.

Las principales caracteristicas de la CE son: 1) Elevada rapidez de analisis, 2) altas eficacias
separativas, de 10°-10° platos tedricos por metro de columna, 3) requerimiento de pequefios
volimenes de muestra y reactivos, 4) gran variedad de posibles aplicaciones, y 5) facilidad de
automatizacion.

Los componentes basicos de un equipo de CE son: generador de alto voltaje, viales fuente,
destino y muestra, capilar (normalmente de silice fundida recubierto de poliimida y con unas
dimensiones que oscilan entre 10-100 cm de longitud y 25-100 um de didmetro interno),
sistema de termostatizacidn, sistema de inyecciéon de la muestra, sistema de deteccion y
sistema de registro.

Los extremos del capilar se colocan en dos viales rellenos de disolucion de separacion que
contienen cada uno de ellos un electrodo, ambos conectados a una fuente de alto voltaje
(hasta 30 kV). La muestra se inyecta dentro del capilar a través de un vial que sustituye
temporalmente el vial inicial aplicando un potencial eléctrico (inyeccion electrocinética) o
una presion externa (inyeccion hidrodinamica) durante unos segundos. Después se vuelve a
reemplazar el vial de muestra por el inicial, conteniendo la disolucion tampon, y se aplica un
potencial eléctrico a lo largo del capilar que produce la separacion. Los analitos pueden ser
detectados directa o indirectamente con deteccion Optica (UV-visible, fluorimétrica,
fosforimétrica, quimioluminiscente o infrarroja) a través de la ventana del capilar que
habitualmente se encuentra cerca del extremo opuesto a donde se hizo la inyeccion
(normalmente cerca del catodo) -deteccion on-columna-, o al final del capilar mediante el uso
de otros sistemas de deteccion como la espectrometria de masas o las técnicas eléctricas -
deteccion off- o post-columna-.

De forma basica se puede decir que la migracion de las especies quimicas dentro del capilar
se rige por dos fendmenos, que tienen lugar simultdneamente: electromigracion y
electrodsmosis.

La electromigracion consiste en el movimiento neto de las especies cargadas que forman la
muestra a través de la disolucion tampon dentro del capilar, bajo la influencia del campo
eléctrico.
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La electrodsmosis es un fenémeno que se produce siempre que se aplica un campo eléctrico
a un sistema liquido (como es el medio electroforético) que esté en contacto directo con una
superficie cargada (como es el interior del capilar de silice fundida). La pared interna del
capilar tiene grupos silanoles que, en contacto con la disolucion reguladora de separacion, se
ionizan. El grado de ionizacion se controla principalmente mediante el pH del electrolito de
separacion (aparecen cargas negativas con disoluciones de pH superior a 2.5-3).

Modos de separacion o trabajo en electroforesis capilar

Es ampliamente reconocido que la CE es una técnica muy versatil, y esto es causado en parte
por los distintos modos de separacion disponibles. Ademas, y a diferencia de la cromatografia
liquida donde el cambio de un modo a otro suele requerir el cambio de columna y fase moévil,
en electroforesis capilar suele implicar Unicamente el cambio de la composicion de la
disolucion reguladora empleada. Los modos de CE mas comunes son: electroforesis capilar
en zona, electrocinética micelar, isotacoforesis capilar...entre otros.

Los diferentes mecanismos de separacion empleados hacen que estos modos sean
complementarios entre si. En algunos casos, una separacion puede ser realizada
satisfactoriamente por mas de un modo electroforético.

Modos de separacion en electroforesis capilar

Modo de separacion Acrdénimo Principio de separacion
Zona CZE Carga/tamaio
Electrocinética micelar MEKC Interaccion hidrofobica/idnica con micelas del
surfactante
Quiral CCE Formacién de complejos estereoespecificos
Por afinidad CAE Interacciones m(.)lec"ula.res. en:re ligando y
analito "objetivo
Electrocinética micelar con Mecanismos electroforéticos y reparto
. . MEEKC .
microemulsiones cromatografico
En gel CGE Tamafio molecular
Isoelectroenfoque capilar CIEF Punto isoeléctrico
Tsotacoforesis capilar CITP Capacidad de migracion entre tampones de
distinta naturaleza
Electrocromatografia capilar CEC Movilidad en una solumqn libre y retencion
cromatografica

La electroforesis capilar en zona es el mas versatil y simple de los modos en CE. Fue la
primera modalidad que se desarrolld, merced a los trabajos pioneros de Jorgenson y Luckas y
continta siendo la mas utilizada, con un gran nimero de aplicaciones en diferentes campos.
En el interior del capilar s6lo se encuentra la disolucion reguladora que se emplea para llevar
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a cabo el andlisis. De este modo, una vez inyectada la muestra, la separacion de las diferentes
sustancias se basa en su distinta relacion carga/masa. Tiene la limitacion de ser util solo para
la separacion de especies cargadas, no permitiendo separar las neutras.

Puesto que las muestras son introducidas normalmente desde el anodo y el detector se
encuentra al lado del catodo, el orden de elucion, determinado por la relacion carga/tamafio
de los analitos, es: cationes, sustancias neutras y aniones.

El hecho de que éste sea el orden de elucion se debe a que los cationes se mueven a través del
capilar en la misma direccion que el flujo electroosmotico (EOF), por lo que sus velocidades
de migracion seran mas rapidas que el propio EOF. Las moléculas neutras, que se mueven a
través del capilar empujadas sélo por el EOF, eluyen después de los cationes, pero sin
separarse. Los aniones, por ultimo, al poseer carga negativa, tenderan a moverse hacia el
anodo en sentido opuesto al EOF, pero generalmente éste es mayor que las velocidades
electroforéticas de los aniones, por lo que estos se desplazan hacia el catodo eluyendo en
ultimo lugar.

Sistemas de deteccion

De forma general, cuando se acopla un detector a un sistema de separacion, el analista
persigue que el detector cumpla una serie de requisitos que le aseguren que los analitos
previamente separados sean detectados adecuadamente:

e Presentar una buena sensibilidad.

e Proporcionar limites de deteccion bajos (combinacién de una alta sensibilidad con una
baja fluctuacion en la sefial de fondo).

e Presentar una determinada selectividad a una serie de analitos o a uno determinado,

evitando asi posibles interferencias en la sefial por parte de otras sustancias presentes en

la muestra.

La respuesta debe ser rapida ante un cambio en la concentracion de analito.

La presencia del detector no debe perjudicar a la eficacia de la separacion.

Proporcionar sefiales fiables: reproducibles y estables en el tiempo.

Idealmente, la sefial debe ser nula en ausencia de analito.

Proporcionar cambios en su sefial en el margen mas amplio posible de concentracion o

masas del analito, es decir, que presente un amplio intervalo lineal.

Son varios los detectores que se pueden acoplar a las técnicas de separacion descritas y se
pueden clasificar en tres categorias: técnicas Opticas, electroquimicas y “otras”, que incluiria
las técnicas radioquimicas y la espectrometria de masas. De entre todas ellas, la
Espectrometria UV es la mas utilizada por las razones ya bien conocidas y la Espectrometria
de Masas es, sin duda, la que posee mayor relevancia en la actualidad. por lo que es
conveniente que la describamos.

Espectrometria de masas

Corria el afio 1912 cuando el cientifico J. J. Thomson (Premio Nobel en 1906) se las ingenid
para crear el primer espectrometro de masas. Pero el mérito no fue solo de él, ya que la
espectrometria de masas comenzd a ver la luz en el afio 1886 cuando Goldstein descubri6 los
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iones positivos; siguid tomando forma con W. Wien que consiguid analizarlos por defleccion
magnética en 1898; y dio un paso definitivo cuando W. Kaufmam consiguié analizar los
rayos catodicos usando campos eléctricos y magnéticos paralelos en 1901. Todos estos
avances permitieron a la privilegiada mente de J. J. Thomson idear el primer espectrometro
de masas.

A partir de ese dia se comenz6 a usar en los laboratorios de quimica para separar iones
atomicos y moleculares en funcién del cociente masa/carga con la unidad Thomson (Th)
como unidad fundamental. Y aunque su avance era firme, podemos decir que su espectacular
desarrollo no se produjo hasta el final de la decada de 1960, cuando Dole y col. describieron
el primer uso analitico del electrospray (ESI), y alrededor de 1980, cuando Fenn y col.
llevaron a cabo el principal desarrollo de la técnica ESI para su uso con espectrometria de
masas, lo que le valio a este tltimo la obtencion del Premio Nobel.

La espectrometria de masas (MS) es una técnica que se basa en ionizar moléculas gaseosas,
acelerarlas en un campo eléctrico, y luego separarlas de acuerdo con su relacion masa-carga.
El proceso de ionizacidn, a veces, suministra suficiente energia para que las moléculas se
rompan en diversos fragmentos. La corriente total de todos los iones generados se registra en
un intervalo amplio seleccionado de masas. El cromatdégrama que representa la corriente
ionica total frente al tiempo de elucion se denomina TIC (Total Ion Current o Total Ion
Chromatogram). También se puede hacer un seguimiento de un i6n seleccionado, si se busca
un compuesto o una clase de compuestos determinados (EIC o EIE, Extract Ion
Chromatogram o Extract lon Electropherogram). El eje de abscisas de un espectro de masas
es m/z, la masa del i6n (m, en unidades de masa atomica) dividida por el nimero de cargas
que lleva (z). La mayoria de los iones tienen una sola carga, de modo que m/z es equivalente
a la masa del 16n en unidades de masa atomica.

La MS es probablemente, de entre todas las herramientas analiticas al alcance del cientifico,
la de aplicacion mas general. Recientemente, se ha utilizado no sélo en investigacion, sino
también en analisis de rutina de los procesos industriales, en control de calidad, etc.

Sus principales cualidades son:

- Capacidad de identificacion, ya que proporciona un espectro caracteristico de cada
molécula.

- Poder cuantitativo: permite medir la concentracion de las sustancias.

- Gran sensibilidad: habitualmente se detectan concentraciones del orden de ppm o ppb

- Universal y especifica.

- Proporciona informacion estructural sobre la molécula analizada.

- Suministra informacion isotopica.

- Es una técnica rapida, ya que se puede realizar un espectro en décimas de segundo y por
ello puede monitorizarse para obtener informacion en tiempo real sobre la composicion de
una mezcla de gases.

Se puede utilizar directamente sin necesidad de poner delante una técnica separativa
(experimentos de infusion directa), sin embargo, la combinacion de una técnica de separacion
de alta eficacia (GC, LC y CE) con la espectrometria de masas como sistema de deteccion, da
lugar a una herramienta muy util en el analisis de muestras complejas.

Los analitos salen de la técnica separativa correspondiente y se introducen en la fuente de
ionizacion donde se evaporan, se ionizan y se aceleran. Los iones acelerados pasan a uno de
los numerosos tipos posibles que hay de analizadores de masas donde se separan, de modo
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que diferentes tipos de iones llegan al detector a diferentes tiempos. Esta pequefia corriente
de iones se amplifica y da la sefial de salida que se registra y procesa a través de un sistema
informatico. La versatilidad de la MS se debe en parte al amplio abanico de posibilidades de
cada una de las tres secciones de un espectrometro de masas: fuente de ionizacién, analizador
y detector. El resultado que se obtenga de un espectrometro de masas, depende notablemente
de cuales sean la interfase (o fuente de ionizacion) y el analizador utilizados.

El mayor problema que surge a la hora de acoplar las diferentes técnicas separativas con la
MS esté relacionado con la forma de introducir la mezcla en la fuente de ionizacion. Para ello
se han descrito diversos tipos de interfases donde se produce la evaporacion y/o ionizacion
de las moléculas. Como caracteristica general a todas ellas podemos sefialar que una
ionizacidn exitosa requiere que una cierta energia sea transferida al analito. Se suelen
clasificar atendiendo al grado de fragmentacion que provoquen en la estructura del
compuesto a estudiar en: técnicas de ionizacioén fuertes, como impacto electronico (EI) y
otras mas suaves, entre las que se pueden encontrar electrospray (ESI), ionizacion quimica a
presion atmosférica (APCI), fotoionizacion a presion atmosférica (APPI), ionizacion quimica
(CI), bombardeo atomico (FAB), desorcion/ionizacidon laser asistida por matriz (MALDI),
etc.

Si alguna de ellas requiere especial atencion, es sin duda: electrospray (ESI). En el proceso
de formacion del electrospray, el cual se lleva a cabo a presion atmosférica, intervienen
diversos mecanismos al mismo tiempo. La muestra, procedente del capilar de separacion, y
con la ayuda de un gas nebulizador, se carga y dispersa simultaneamente.

El disolvente se va evaporando de las microgotas formadas (desolvatacién) y éstas van
aumentando su densidad de carga eléctrica. Como consecuencia, las gotas se encogen y los
iones que se encuentran en la superficie se ven forzados a aproximarse entre si debido al
campo electrostatico que se aplica entre la salida del capilar y la entrada al espectrometro de
masas (+2-5 kV). En cierto momento, la repulsion de los iones se hace mayor que la tension
de la superficie que mantiene unidas las gotas en forma esférica, y las pequefas gotas se
rompen. Debido a fuerzas de repulsion coulombica, aumenta la tension superficial de las
microgotas y éstas acaban “explotando” (“explosiones de Coulomb”), formandose asi una
serie de pequefias gotas cargadas que seguiran sufriendo procesos de evaporacion y explosion
sucesivos hasta que, finalmente, se forman iones cargados desnudos que pasan a fase gaseosa
con una o mds cargas y son atraidos hacia la entrada del espectrometro de masas como
consecuencia del voltaje aplicado.

En el proceso de ionizacion se pueden formar iones mono- o multicargados, lo que permite
detectar compuestos con pesos moleculares muy altos empleando analizadores de masas que
trabajan con un intervalo limitado de valores m/z.

La ionizacion se puede llevar a cabo en el modo positivo o negativo. En el modo positivo, se
podran formar iones multiplemente protonados [M+nH]n+ donde n es el nimero de protones
cargados positivamente en la molécula. Del mismo modo, es posible también la formacion de
aductos con iones sodio, litio, potasio, amonio, etc. En el modo negativo, se observa
normalmente la desprotonaciéon de las moléculas, pudiéndose formar también iones
multiplemente desprotonados [M-nH]n-.

En lo que concierne al analizador de masas, el analista puede encontrar disponibles
numerosas opciones, entre las que podemos sefialar como mas comunes: cuadrupolos (Q),
trampas de iones (IT), triples cuadrupolos (QQQ), tiempos de vuelo (TOF), transformada de
fourier-resonancia de i6n ciclotronica (FT-ICR), orbitrap (OT), acoplamientos entre varios de
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los mencionados, etc. Todos ellos se distinguen en la exactitud que ofrecen al determinar la
masa molecular de los analitos (error entre la masa exacta determinada y el valor tedrico), la
capacidad o incapacidad para determinar distribuciones isotopicas (True isotopic pattern), el
poder llevar a cabo experimentos MS" (de gran utilidad para determinar estructuras
quimicas), la velocidad de scan, el rango de masas en el que pueden medir, y la resolucion (el
valor de la masas dividido entre la diferencia de masa Am entre dos iones muy proéximos).

Hablaremos algo més en detalle acerca de TOF y IT, por poner un ejemplo de un analizador
con gran exactitud y capacidad para determinar distribuciones isotdpicas, y otro con
capacidad de hacer analisis MS".

Tiempo de vuelo (TOF)

El analizador de tiempo de vuelo (TOF) separa los iones segin la distinta velocidad que
adquieren en su interior en funcién de su relacion m/z. En primer lugar, los iones son
extraidos de la camara de ionizacion y acelerados hacia el tubo de vuelo mediante un campo
electrostatico que les aporta una elevada energia cinética. Los iones de mayor m/z “volaran” a
menor velocidad que los de menor m/z. La resolucion entre los iones de diferente m/z sera
mejor cuanto mayor sea longitud del tubo (habra una mayor separacion de los iones en el
tiempo) y cuanto menor sea la dispersion en energias de los iones formados en la fuente.

La muestra disuelta entra en la cdmara de nebulizacion donde tiene lugar la formacion del
spray. Los iones formados atraviesan la unidad de desolvatacion, que separa las zonas a
presion atmosférica de la primera zona de alto vacio, y que consta de un calentador del gas de
secado y un capilar de cristal. Se llega a través de ella a la zona de transmision o transferencia
optica que consta de tres modulos que estdn a alto vacio, separados entre si por varios
skimmers. Los dos hexapolos son los que transfieren los iones hasta la zona de alto vacio,
mientras que las lentes enfocan o dirigen dichos iones. La zona de aceleracion ortogonal
contiene dos de estas lentes y acelera los iones hacia el tubo de vuelo aplicando un campo
eléctrico intermitente.

En funcion de su masa, los iones se introducen en mayor o menor medida en el reflector.
Detras del mismo hay zonas de tension que repelen los iones que le llegan; l6gicamente, se
repelen los iones pequefios con mas facilidad.

El detector es un detector de impacto electrénico que consiste en una serie de placas a alto
voltaje que convierten el impacto de los iones en sefales eléctricas. En el detector hay
millones de poros muy pequefios que estan internamente recubiertos con una capa
semiconductora; cada uno de ellos trabaja como un multiplicador de electrones
independiente. También hay un detector de referencia.

Este analizador de tiempo de vuelo (TOF) es rapido y sensible, permite la determinacion de
masas exactas empleando TIP (True Isotopic Pattern) para el andlisis en dos dimensiones, y
da optimos resultados en un rango muy amplio sin requerir tediosos procesos rutinarios de re-
calibracion. Es decir, aporta una mayor fiabilidad de los resultados aplicando un método
analitico casi bidimensional: combinando la determinacion de masas exactas con el andlisis
de la distribucion isotopica.

A diferencia del TOF en el que solamente se pueden llevar a cabo analisis de masas (MS), el
analizador hibrido Q-TOF tiene la caracteristica adicional de poseer un cuadrupolo y una
celda de colision previa al TOF con lo que tiene la capacidad de realizar tanto anélisis de MS
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como de MS/MS, es decir producir fragmentos de iones precursores (Q) y determinar
posteriormente las masas exactas de dichos fragmentos (TOF). En este sentido podemos tener
una informacion mucho mas completa, sobre todo en el caso de que se obtengan isomeros de
masa.

Trampa de iones (IT)

En una trampa de iones se pueden diferenciar las siguientes partes: la interfase (ESI en este
caso), la denominada zona de “transporte y convergencia” de iones con los skimmers,
optopolos y lentes; el analizador (IT); y el detector.

La primera zona es la camara de formacién del spray (la interfase), donde se nebuliza la
solucion de la muestra y se ioniza a través de un proceso de desolvatacion. La zona de
“transporte y focalizacion” de iones posee cuatro zonas de alto vacio. Los iones a través del
capilar de vidrio pasan a la zona de transporte y focalizacion. El skimmer elimina el gas de
secado, entonces los iones pasan al octopolo que los transporta y guia desde detras del
skimmer hasta el detector atravesando una serie de lentes.

Los iones formados en la fuente entran en el analizador donde se aplican diferentes voltajes
generando un campo eléctrico tridimensional en la cavidad de la trampa. Este campo atrapa y
concentra los iones dada su trayectoria de oscilacion estable. La naturaleza de la trayectoria
depende del potencial y de la relacion masa/carga (m/z) de los iones. Durante la deteccion, los
potenciales de los electrodos se alteran sometiéndolos a una rampa lineal de radiofrecuencia
(RF) para provocar inestabilidad en las trayectorias de los iones y expulsarlos en la direccion
axial en funcidn de su relacion m/z dando lugar a un espectro de masas.

Una vez que los iones se encuentran atrapados dentro de este analizador se puede llevar a
cabo bien el andlisis de sus masas (obteniéndose el espectro de MS) o bien el aislamiento de
uno o varios iones precursores y su posterior fragmentacion (dando lugar a lo que se
denomina espectros de MS/MS o espectros MS?). Después del analizador, los iones pasan al
detector, que tiene también una serie de lentes y un sinodo que dirigen los iones hasta del
propio detector.

En nuestro grupo de investigacion, una de las aportaciones mds importantes alcanzada
mediante el uso del tipo de instrumentacion aqui descrita, ha sido la caracterizacion de
compuestos bioactivos en alimentos funcionales. Nuestro trabajo se ha visto respaldado por
un gran numero de publicaciones en este campo. Es por ello, que ahora sea adecuado dedicar
parte de este discurso a hacer algunas consideraciones sobre alimentos funcionales,
compuestos bioactivos y el concepto de biodisponibilidad.

Alimentos funcionales y nutracéuticos

Desde los origenes de las primeras civilizaciones se ha sospechado la relacion existente entre
los hébitos alimenticios y la salud. Ya en el siglo V a. C., Hipdcrates afirmaba: “deja que el
alimento sea tu medicina, y que la medicina sea tu alimento”, sin ser consciente de como su
principio seguiria teniendo vigencia 2500 afos después. No obstante, las conexiones
concretas no han sido fundamentadas hasta el siglo XIX. Durante la época decimononica y

43



mitad del siglo pasado, la observacion médica y la experimentacion animal y bioquimica han
ido demostrando el importante papel que juega la alimentacion en diversos procesos
bioquimicos. Por un lado, la dieta suministra los nutrientes necesarios para satisfacer los
requerimientos metabolicos de un individuo. Por otro, mas alla de los beneficios nutricionales
aceptados, la alimentacion produce una serie de efectos fisiologicos beneficiosos al modular
funciones especificas; de ahi que puede no sélo ayudar a alcanzar una salud 6ptima, sino
ademas reducir los riesgos de padecer determinadas enfermedades.

Ciertas tendencias de nuestra sociedad actual han favorecido el desarrollo de la investigacion
centrada en el efecto fisiologico de una alimentacion equilibrada, como son:

e El creciente costo sanitario.
e El aumento paulatino de la esperanza de vida con el consiguiente aumento de la
poblacion mayor de 65 anos.

e El deseo de una mejor calidad de vida.

e Un mayor conocimiento de la relacion dieta y salud.
Como consecuencia de estos cambios en la ciencia de la nutriciéon surge toda una nueva
generacion de productos, asi como de conceptos, muy similares entre si como son los
alimentos funcionales, nutracéuticos, complementos alimenticios, alimentos enriquecidos,
medicinales y saludables, entre otros. La terminologia relativa a este tipo de alimentos no se
ha consensuado hasta hace poco, lo que ha dado lugar a que el &mbito de estos de conceptos
se superponga y pueda dar lugar a confusiones. Los factores que diferencian unos términos
de otros son: la propia naturaleza del alimento, el efecto esperado sobre la salud, la forma de
presentacion, a quién va dirigido y su procesado.

En Europa, el primer documento consensuado sobre conceptos cientificos en relacién con los
alimentos funcionales fue elaborado en 1999 por un grupo de expertos coordinados por el
ILSI (Internacional Life Sciences Institute), segiin el cual se define un alimento funcional
como aquél que contiene un componente, nutriente o no, con efecto selectivo sobre una o
varias funciones del organismo, con un efecto afiadido por encima de su valor nutricional y
cuyos efectos positivos justifican que pueda revindicarse su cardcter funcional o incluso
saludable. Debe resaltarse que los alimentos funcionales son considerados como alimentos,
demostrando su efecto en cantidades que se encuentran de forma normal en la dieta y que se
consumen como parte de unos habitos alimenticios comunes.

Los complementos alimenticios quedan definidos en el Real Decreto 1275/2003 como
productos alimenticios cuyo fin es complementar la dieta normal; de modo que son fuentes
concentradas de nutrientes o de otras sustancias que tengan un efecto nutricional o
fisiologico, en forma simple o combinada, comercializados de forma que permitan una
dosificacion determinada del producto, debiendo tomarse en pequefias cantidades unitarias.
Se distinguen de los alimentos funcionales, tanto en que son complementos de alimentacion,
y no sustitutivos de ésta, como en que su forma es parecida a la de los medicamentos, ya que
se comercializan de forma que permitan una dosificacién determinada del producto.

En 1996 la Fundacion para la Innovacion en Medicina (FIM) defini6 el término nutracéutico
como un alimento, o parte de un alimento que proporciona beneficios médicos o saludables,
incluyendo la prevencion, y/o tratamiento de enfermedades. Estos productos pueden ir desde
nutrientes aislados, complementos alimenticios, alimentos disefiados genéticamente o
alimentos funcionales, hasta productos herbales y alimentos procesados. De la definicion
anterior puede deducirse que cualquier alimento o parte de un alimento puede ser un
nutracéutico si presenta beneficios para la salud. Sin embargo, el concepto de nutracéutico ha
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sido recientemente reconocido como aquel suplemento dietético que proporciona una forma
concentrada de un agente presumiblemente bioactivo de un alimento, presentado en una
matriz no alimenticia y utilizado para incrementar la salud en dosis que exceden a aquellas
que pudieran ser obtenidas del alimento normal. Seglin esta definicidon, englobaria a los
complementos alimenticios pero no a los alimentos funcionales. Aunque existe gran
confusion respecto a las diferencias entre estos dos términos, el &mbito de los nutracéuticos
puede considerarse significativamente distinto al de los alimentos funcionales por varias
razones. En primer lugar, porque mientras que los nutracéuticos participan en la prevencion y
el tratamiento de enfermedades, los alimentos funcionales son relevantes solo en la reduccion
de enfermedades. Por otro lado, mientras que los nutracéuticos incluyen complementos
alimenticios, asi como otro tipo de alimentos, los alimentos funcionales se presentan en
forma de alimento ordinario.

Segun el Codex Alimentarius, un alimento medicinal es aquél que estd especialmente
procesado o formulado, y presentado para el tratamiento con una dieta especifica de diversas
enfermedades. Estos alimentos estdn destinados para su uso Unicamente bajo supervision
médica para satisfacer requerimientos nutricionales en condiciones médicas especificas.

En las ultimas décadas, los investigadores han comenzado a identificar de forma aislada los
componentes que hacen que un alimento sea funcional, y a determinar los beneficios
concretos que éstos proporcionan a nuestro organismo. Sin embargo, es importante resaltar
que los estudios sobre componentes individuales, o mezclas de los mismos suelen dar
resultados distintos a los que aporta el alimento que los contiene, debido a que las
interacciones entre componentes son muy complejas. Algunos de los efectos de dichos
componentes pueden ser aditivos, sinérgicos, potenciadores, inhibidores, enmascaradores,
neutralizadores, o incluso antagonistas.

Los componentes funcionales mas destacables son: fibra, azucares de bajo aporte energético,
aminoacidos, acidos grasos insaturados, fitoesteroles, vitaminas y minerales, bacterias acido-
lacticas, sustancias estimulantes o tranquilizantes y antioxidantes. Dentro de los antioxidantes
naturales cabe destacar la importancia de los compuestos fenolicos o polifenoles, que estan
siendo objeto de numerosos estudios durante las tltimas décadas.

Problemética en la determinacion de compuestos bioactivos

Los nutrientes que proporcionan los alimentos son de dos tipos: macronutrientes, que se
requieren en mayor proporcion (proteinas, carbohidratos y lipidos), y micronutrientes, que,
aunque se necesitan en menor cantidad, son fundamentales para el organismo por intervenir
en funciones vitales (vitaminas, minerales, acidos grasos y aminoacidos esenciales). La
funcionalidad de un alimento estd muy relacionada con alguno de los componentes “no
nutrientes”, como por ejemplo los compuestos bioactivos (también llamados fitoquimicos
cuando se trata de compuestos de origen vegetal), cuya presencia y concentracion va a estar
en funcion de diversos factores (climatologicos, agrondomicos, tecnologicos o culinarios, entre
otros).

A pesar de no tener una funcidén nutricional cldsicamente definida, o no considerarse
esenciales para la salud humana, los compuestos bioactivos poseen cierta actividad biologica
dentro del organismo, que se traduce en bienestar para el individuo y en menor riesgo de
padecer determinadas enfermedades. Son los que le confieren al alimento aquellas
caracteristicas especificas que lo convierten en funcional.
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Los compuestos bioactivos, y especialmente los polifenoles naturales constituyen un grupo de
gran complejidad que abarca desde moléculas simples, como dacidos fenodlicos, hasta
compuestos altamente polimerizados, como los taninos. A esta complejidad se suma el hecho
de que en la naturaleza se presentan principalmente en forma conjugada, con uno o mas
residuos de azucar unidos a los grupos hidroxilo. Ademas, los azucares asociados pueden
presentarse como monosacaridos, disacaridos, e incluso oligosacaridos. Aunque la glucosa es
el residuo de azicar mas comun, también pueden unirse a galactosa, ramnosa, xilosa y
arabinosa, asi como a acidos glucurénico y galacturdnico y a muchos otros. Son comunes
también las asociaciones con otros compuestos, como acidos carboxilicos y organicos,
aminas y lipidos, asi como las uniones con otros fenoles.

De esta forma, teniendo en cuenta que los mas de 8000 compuestos fendlicos conocidos
pueden conjugarse fundamentalmente con cinco azicares en distintas posiciones queda
patente que las posibilidades son muy elevadas. En consecuencia, la identificacion de los
compuestos fenolicos presentes en una matriz de origen vegetal es una tarea sumamente
compleja que requiere el empleo conjunto de técnicas analiticas sofisticadas, que nos aporten
informacion complementaria.

Para evaluar los efectos bioldgicos de estos compuestos, asi como de cualquier farmaco o
componente alimenticio, uno de los aspectos mas importantes a tener en cuenta es su
biodisponibilidad. En ella influyen factores tales como estructura quimica, absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacion. El término biodisponibilidad ha sido tomado del
campo de la farmacologia, donde fue definido originariamente como “proporcion y extension
de un principio activo determinado que alcanza el sitio de accion”. Ahora bien, dado que este
concepto es generalmente, fisica y éticamente inalcanzable en humanos, la definicion
farmacoldgica ha sido reformulada como “la fraccion de una determinada dosis oral
(compuesto original, o sus metabolitos) de una preparacion determinada que alcanza la
circulacion sistémica”.

Concepto de Bioanalitica

Iniciamos esta intervencion allé por el 1500 con Monardes y nos introdujimos en el campo de
las separaciones con Tswett en los principios del siglo XX; para ajustarnos al titulo de este
discurso, y enlazar con las aplicaciones de interés que se van a exponer, hemos de definir
ahora el concepto de Bioanalitica.

Numerosos autores han resaltado la posicion central que ocupa la Quimica en el desarrollo
del conocimiento cientifico y cémo en el marco de su proceso de construccidon surge
paralelamente una integracion dialéctica con otras Ciencias que ha dado pie a la aparicion de
los &mbitos de la Quimica-Fisica, la Bioquimica, la Quimica Ambiental, la Quimica Clinica,
etc.

Sabemos que la Quimica Analitica se ha definido como una ciencia metrologica, que
desarrolla, optimiza y aplica herramientas de tipo material, estratégico o metodologico de
muy distinta naturaleza (quimica, fisica, matematica, bioquimica, bioldgica, etc.), las cuales
se materializan en procesos de medida para obtener informacion de calidad, ya sea de
naturaleza parcial (presencia, concentracion, estructura de los analitos o especies
(bio)quimicas), o bien de naturaleza global acerca de sistemas de variada naturaleza (quimica,
bioquimica y bioldgica) en el espacio y en el tiempo, con la finalidad de resolver los
problemas segin demanda la sociedad, los cientificos o los técnicos. A esta definicion se ha
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llegado tras considerar que las metodologias analiticas aportan informacion
multidimensional, normalmente gracias al empleo de diferentes técnicas analiticas
individuales. En estos ultimos afios, el avance producido en el campo cientifico de las
ciencias de la vida se debe, en gran parte, al hecho de poder disponer de nuevas técnicas
analiticas.

Para alcanzar el concepto de la Bioanalitica, podria resultar muy interesante relacionar la
definicion de Quimica Analitica con la de Bioquimica. La Bioquimica es ¢l estudio quimico
de los seres vivos, especialmente de la estructura y funcion de sus componentes quimicos
especificos, como son las proteinas, carbohidratos, lipidos y &cidos nucléicos, ademas de
otras pequeias moléculas presentes en las células. La Bioquimica puede también ser definida
como la Quimica de las reacciones mediadas por las enzimas, en el interior de los seres vivos,
o en el tubo de ensayo con enzimas naturales o artificiales y otros agentes quimicos.

En este contexto, el uso de herramientas analiticas avanzadas aplicadas al estudio y
comprension de procesos bioquimicos, podria definirse como Bioanalitica. Dicho de otro
modo, la Bioanalitica es la aplicacion de las técnicas y/o métodos instrumentales utilizados
en Quimica Analitica para el estudio, de las sustancias presentes en los organismos vivos, y
de las reacciones quimicas en las que se basan los procesos vitales. Otra posible definicion
seria: la Bioanalitica es la Quimica Analitica en la era de las “Ciencias 6micas”. El concepto
“Omicas” recoge aquellas disciplinas como la genémica, la protedmica, la transcriptémica, la
metabolomica, ademds de la epigendmica, nutrigendmica, etc. Todas ellas aportan grandes
avances en el conocimiento basico de las cuestiones bioldgicas. Ademads, suponen un enorme
desarrollo en el campo del andlisis de la funcionalidad celular y en sus aplicaciones
biotecnoldgicas.

Se denomina gendmica al conjunto de ciencias y técnicas dedicadas al estudio integral del
funcionamiento, el contenido, la evolucion y el origen de los genomas. Protedmica es, sin
embargo, el estudio a gran escala de las proteinas, en particular de su estructura y funcion.
Las proteinas son partes vitales de los organismos vivos, ya que son los componentes
principales de las rutas metabolicas de las células. El término proteémica fue acufiado en
1997 como una analogia con la gendémica, el estudio de los genes. La palabra “proteoma” es
la fusion de “proteina” y “genoma”, y fue acunada por Marc Wilkins en 1994, mientras
trabajaba en ese concepto como estudiante de doctorado. La transcriptémica, por su parte,
estudia y compara transcriptomas, es decir, los conjuntos de ARN mensajeros o transcriptos
presentes en una célula, tejido u organismo. Cuando hablamos de metabolomica, nos
referimos al conjunto de ciencias y técnicas dedicadas al estudio completo del sistema
constituido por el conjunto de moléculas que constituyen los intermediarios metabdlicos,
metabolitos, hormonas y otras moléculas sefal, y los metabolitos secundarios, que se pueden
encontrar en un sistema biologico. Otro término relacionado con los que acabamos de definir
es, por ejemplo, la epigenética, que ha surgido como un puente entre las influencias genéticas
y ambientales. La definicion mas comunmente encontrada del término epigenética es “el
estudio de cambios heredables en la funcion génica que se producen sin un cambio en la
secuencia del ADN".

Parece interesante en este punto, definir otros conceptos importantes en el contexto de las
ciencias 6micas, como son los de foodomics (término tan reciente, cuya traduccion idénea al
castellano aun no ha sido acufiada), nutrigenética y nutrigendmica. Foodomics puede
entenderse como una nueva disciplina en la que los alimentos son estudiados desde una
perspectiva global, incluyendo sus multiples conexiones con la nutricion y la salud, mediante
el empleo de técnicas 6micas. El interés en Foodomics coincide con una clara tendencia en
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medicina y biociencias hacia la prevencion de enfermedades futuras, y podria mejorar el
bienestar y la confianza de los consumidores y asegurar el cumplimiento de la legislacion. Es
posible encontrar una estrecha relacion entre Foodomics, la gendmica nutricional, la
nutrigendmica y la nutrigenética. La nutrigenética estudia la distinta respuesta de los
individuos a la dieta en funcién de sus variaciones especificas en el genoma (hipo-, normo- ¢
hiper- respondedores). Incluye la identificacion y caracterizacion de variantes genéticas que
se relacionen con una respuesta diferente a los componentes de la dieta para los fenotipos de
interés, y su objetivo es generar recomendaciones especificas sobre la mejor composicion de
la dieta para el Optimo beneficio de cada individuo. Se denomina también “nutricion
personalizada” o “dieta a la carta”. La nutrigendomica estudia la interaccion de los nutrientes
con los genes. Ya se sabe que hay muchos genes cuya expresion es sensible a la presencia de
determinados ingredientes en los alimentos. Combinando el estudio de s6lo aquellos genes
clave en patologias concretas (o el estudio de la expresion de genes de forma general) con
marcadores de punto final (proteinas y/o metabolitos), seria posible disefiar un sistema de
evaluacion de eficacia de alta fiabilidad (y bajo coste relativo). La nutrigenémica se centra en
el estudio de los mecanismos moleculares y celulares que explican los efectos de los
nutrientes. En concreto, examina la interaccion entre nutrientes y la expresion génica.
También se centra en la caracterizacion de nuevas proteinas derivadas de la expresion de
dichos genes y de las funciones fisiologicas de estas proteinas, incluyendo el estudio de
metabolitos derivados de la actividad de dichas proteinas.

Todas las “Omicas” tienen en comun que se basan en andlisis de un gran volumen de datos,
por lo que hacen uso de la Bioinformatica y aquellas técnicas automaticas en la interpretacion
de datos. Su integracién genera un conocimiento que permite estudiar organismos que son
ahora desconocidos asi como sus funciones, todo a través de su rastro genético.

En nuestro grupo de investigacion, dentro de las “Omicas”, nos interesamos especialmente
por la Metaboldmica, que tal y como hemos dicho, se define como el analisis exhaustivo en el
que todos los metabolitos de un sistema biolodgico son identificados y cuantificados. Debido a
la enorme dificultad de llevar a cabo un estudio metabolémico completo, suelen emplearse
distintas aproximaciones analiticas que pueden ayudar a resolver ciertas cuestiones
especificas. Estas aproximaciones contribuyen al objetivo de la metabolomica e impulsan el
crecimiento de mejoras tecnologicas y metodoldgicas. Incluyen los perfiles metabdlicos, la
huella dactilar metabdlica y la metabolomica.

En la actualidad, destaca en este campo la elaboracion de perfiles metabolicos que abarcan la
identificacion y cuantificacion mediante un procedimiento analitico concreto de un conjunto
predefinido de metabolitos de identidad conocida o no, y pertenecientes a una ruta metabdlica
seleccionada. Dentro del ambito de los perfiles metabodlicos se ha prestado una atencion
considerable a los compuestos fendlicos y los productos de su metabolizacion, debido a los
diversos estudios in vitro e in vivo, asi como a los ensayos clinicos y estudios
epidemiologicos que han mostrado su bioactividad a distintos niveles. Pero para poder
establecer la capacidad preventiva de estos compuestos frente a ciertas dolencias, es
necesario esclarecer como y en qué medida se produce la absorcion de dichos compuestos, su
biodisponibilidad, las rutas metabdlicas que siguen, asi como su mecanismo de actuacion, ya
sea a nivel celular en ensayos in vitro o bien a un nivel superior en ensayos in vivo.

También quiero aqui indicar que todos los fundamentos tedricos-experimentales expuestos en
esta parte, que podiamos denominar de “técnicas analiticas separativas avanzadas”, han sido
utilizados, durante estos tltimos quince afios, en la elaboracion de unos 110 trabajos SCIy 9
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tesis doctorales, en donde, como anteriormente expresé, mucho tuvieron que ver mis actuales
colegas de grupo en estas lineas y a los que ahora también recuerdo agradecidamente.

Hasta este momento del discurso, hemos hecho un recorrido histérico y descriptivo del estado
actual del arte de lo que han sido las dos grandes lineas de investigacion de nuestro grupo.
Como consecuencia del trabajo de muchisimos afios, ha habido innumerables aportaciones de
todo tipo a la comunidad cientifica, algunas de las cuales ya han sido comentadas. En los
ultimos anos, la mayor parte de éstas aportaciones, se pueden incluir en el ambito de lo que
anteriormente hemos definido como Bioanalitica.

A continuacion se exponen ejemplos muy actuales, algunos de ellos tan recientes que estan
en vias de publicacion o concrecidon de patente, de lo que hoy en dia podemos considerar
Bionalitica, empleando principios y fundamentos de la parte luminiscente y de (bio)sensores
y de lo relativo a la caracterizacion de compuestos bioactivos en alimentos mediante el
empleo de técnicas separativas actuales.

Ejemplos de aplicaciones bioanaliticas aportadas por nuestro grupo

1) Sensor luminiscente para la determinacion de O; en liquido ocular.

El oxigeno molecular juega un papel muy importante en la vida, ya que esta presente en
multitud de reacciones (bio) quimicas. Por tanto, su determinacion rapida y directa tiene
especial interés en muchos casos, entre otros, en la demanda quimica de oxigeno (DQO), en
el tratamiento de aguas residuales, en los estudios de metabolismos celulares y fisiologicos,
en el tratamiento de enfermedades como el glaucoma o la diabetes, en el control de calidad de
envases al vacio y atmosferas inertes, y en el control del crecimiento de bacterias de uso
alimentario.

La mayor parte de los sensores opticos de oxigeno desarrollados se basan en la medida del
decaimiento de la luminiscencia de un complejo organometalico, inmovilizado en un soporte
solido, cuando es desactivado por el oxigeno molecular. Estos sensores ofrecen particulares
ventajas ya que las interacciones indicador-oxigeno son rapidas y reversibles y la muestra
queda inalterada al no existir reaccion que consuma el analito. Son muchos los complejos
organometalicos (OMCs) que se han desarrollado y evaluado para desarrollar fases sensoras
opticas, siendo los de Ir(IIT) y Ru(Il) los que mejores caracteristicas presentan.

Desde el ano 2006, venimos colaborando con el Multi-Scale Lab (MSRL) del Instituto de
Robotica y Sistemas Inteligentes (IRIS) de la ETH de Ziirich con la idea de desarrollar y
optimizar un micro-robot inaldmbrico controlado mediante campo magnético para el control
in vivo de la presion de oxigeno en el interior del ojo humano mediante atenuacion de la
luminiscencia de estos complejos de Ru(ll) y/o Ir(I11) y medidas de tiempo de vida en fase
resuelta.

La retina del ojo necesita la suficiente aportacion de oxigeno para realizar sus funciones
primarias de vision. Sin embargo, la influencia del oxigeno en muchas enfermedades no se
conoce por completo, lo cual hace necesario las medidas in vivo de este gas. La aportacion
insuficiente de oxigeno se relaciona con gran variedad de enfermedades, como diferentes
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tipos de retinopatia diabética, glaucoma, degeneracién macular y oclusiones de la vena
retinal. La hipoxia retinal también parece responsable de iniciar angiogénesis del ojo, la cual
es unas de las principales causas de ceguera en el mundo desarrollado. Por tanto, la medida
del oxigeno tanto en el humor acuoso como en el humor vitreo del ojo humano, tiene gran
interés en oftalmologia para un mejor diagnostico y tratamiento de estas enfermedades.

El campo de los micro-robots aplicables a la medicina presenta un gran futuro, tanto para
mejorar la habilidades de los cirujanos como para realizar un correcto diagndstico y
tratamiento de una forma minimamente invasiva. Es posible pensar en un dispositivo 6ptico
inaldmbrico con una fase sensora capaz de medir la concentracion de oxigeno disuelto en
zonas del cuerpo humano normalmente poco accesible, como es el caso del ojo humano. Asi,
en el IRIS se ha desarrollado un micro-robot capaz de navegar dentro de los fluidos
corporales que podria llevar a cabo una gran variedad de aplicaciones biomédicas. El
prototipo es una estructura ensamblada en tres dimensiones. Este disefio hibrido permite crear
cada geometria planar de forma individual con métodos MEMS (microelectromecanicos
estandares). Un campo magnético externo es el encargado de alinear y empujar el robot a lo
largo de sus ejes, del mismo modo que una aguja siempre se magnetiza en su eje mas largo.
Ademas, esta forma en ala reduce los efectos de deriva lateral que el flujo produce en el
robot.

El dispositivo final consistiria en la deposicion de la fase sensora a oxigeno, creada por
nuestro grupo, que se integra en una plataforma controlada magnéticamente. Este micro-robot
podra ser introducido en el ojo mediante una pequefia incisiéon y su control se realizaria
mediante campos magnéticos aplicados y seguimiento visual a través de la pupila. Ya se han
llevado a cabo algunas experiencias que demuestran la viabilidad de este proyecto. Asi, se
han disefiado dos configuraciones: una primera que consiste en depositar una membrana
polimérica en la superficie del nano-robot y una segunda que consiste en el disefio de
nanoparticulas sensibles a O,, que posteriormente se depositan en la superficie del nano-
robot. Se ha demostrado que la utilizaciéon de nanoparticulas poliméricas incrementa la
sensibilidad y la rapidez de la determinacion de oxigeno, por lo que es muy interesante el
que continuemos investigando en esta linea.

Ademas, se ha puesto de manifiesto que un problema que presenta este dispositivo es la
sensibilidad del detector al estar la fase sensora lejos del sistema de deteccion y separada por
diferentes medios que dispersan la luz y expuesta mucha radiacion parasita. Esto hace dificil
su aplicacion real, ya que el dispositivo tiene que ser pequeno, para que pueda ser inyectado
en el 0jo, sin que cause ningin dafo. Por ello, se ha comenzado a evaluar la posibilidad del
uso de herramientas avanzadas de comunicaciones para incrementar la sensibilidad del
dispositivo de medida, poder disminuir el tamafio del robot sin perder con ello sensibilidad y
evitar los fendmenos de dispersion y radiacion parasita.
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2) Biosensores luminiscentes para O, y pH

Uno de los grandes problemas del desarrollo de biosensores dpticos es la inmovilizacion de
biomoléculas asi como la implementacion de estas fases sensoras en los dispositivos
normales de medida, es decir, en el extremo de una fibra Optica. Para resolverlos hemos
realizado el estudio de la sintesis de nanoparticulas multifuncionales, que incluyesen,
simultdneamente, tanto propiedades magnéticas, como la capacidad de unir covalentemente
una biomolécula, de forma simple y en condiciones suaves.

Para incluir propiedades magnéticas en un material se pueden utilizar muchos recursos. El
mas simple y ampliamente usado consiste en el uso de nanoparticulas de magnetita
recubiertas con acido oleico (Fe;04-OA), para que puedan ser adecuadamente dispersadas en
membranas poliméricas hidrofobicas. Nuestro grupo de investigacion comenzd en el afio
2008 la incorporacion de propiedades magnéticas en fases sensoras Opticas. Actualmente
contamos con la tecnologia y el conocimiento necesario para el disefio de nanoparticulas
magnéticas con diferentes grados de entrecruzamiento. También disponemos de la tecnologia
y conocimientos para la caracterizacion de este tipo de materiales. Hemos desarrollado
nanomateriales y/o nanoparticulas tipo core-shell, donde el corazén (core) posee las
propiedades magnéticas y la cubierta (shell) posee las propiedades sensoras.

Para la inmovilizacion de biomoléculas de forma simple se hace uso de la reactividad de
grupos tioles o amino de las biomoléculas con un grupo vinilsulfona, que estd soportado en la
superficie de la nanoparticula. Por tanto, se necesita disefar particulas bien organizadas tipo
“core-shell”, donde el core tenga propiedades magnéticas y el shell o cubierta tenga este
grupo funcional, de modo que permita la unién de una vinilsulfona y posteriormente, la
inmovilizacion de la biomolécula. Esto se puede conseguir uniendo la tecnologia puesta a
punto en nuestros laboratorios, con el disefio de nuevos mondmeros funcionales que posean
un grupo amino. Asi, tras su copolimerizacion con etilen glicol dimetacrilato (EDMA), se
obtienen nanoparticulas hibridas stper-paramagnéticas (SP-HNPs: super-paramagnetic
hybrid nanoparticles). Estas particulas, ademas de tener propiedades magnéticas, tienen la
propiedad de contener grupos amino secundarios en su superficie, que tras reaccion con una
vinil-sulfona (SP-HNPs-VS) y una adicién de Michael, permiten la inmovilizacion covalente,
de forma simple y en condiciones suaves, de biomoléculas (SP-HNPs-VS-Biomolécula). Asi,
se ha conseguido inmovilizar covalentemente de forma exitosa enzimas ampliamente usadas
en el desarrollo de biomateriales: avidina, invertasa y peroxidasa de rabano picante.

Por ultimo, para que esta tecnologia se pueda usar en el desarrollo de biosensores Opticos es
necesaria la incorporacion-coinmovilizacion de un transductor optico, siendo los mas usados
la transduccion optica de O, y pH.

Incluir un transductor optico de oxigeno supone acoplar un sensor Optico de esta especie
gaseosa con el sistema de reconocimiento bioquimico anteriormente descrito. La mayor parte
de los sensores opticos de oxigeno desarrollados se basan en la medida del decaimiento de la
luminiscencia de un complejo organometalico (inmovilizado en un soporte so6lido) cuando
este es desactivado por el oxigeno molecular. Estos sensores ofrecen particulares ventajas ya
que las interacciones indicador-oxigeno son rapidas y reversibles y la muestra queda
inalterada al no existir reaccion que consuma el analito.

La inclusion de un transductor 6ptico de pH, sin embargo, no es tan trivial, ya que estos
indicadores suelen ser poco estables y se degradan ficilmente, bien por fendémenos de
fotodegradacion, bien por fendmenos de precipitacion dentro de la membrana, etc... Para
solventar este problema nuestro grupo de investigacion ha puesto a punto una nueva
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metodologia para la sintesis de polimeros Opticos sensibles a pH con pKa ajustable. Estos
polimeros contienen un monomero sensible a pH y un ambiente quimico que ajusta el valor
de su pKa vy, por tanto, el intervalo de pH 1util del polimero en cuestion. Asi, actualmente se
dispone de polimeros sensibles a pH cuyo pKa varia de 6.5 a 9.5.

3) Luminiscencia como sistema de deteccion de biomoléculas

De todas las técnicas separativas, la electroforesis capilar es una de las que mas ventajas ha
demostrado para la separacion de biomoléculas, concretamente de proteinas. Para ello,
disponemos de diversos sistemas de deteccion optica (absorcion UV-Visible, fluorescencia,
fosforescencia), y de espectrometria de masas, electroquimicos, RMN, etc... De todos ellos el
que mas se ha usado para la determinacion y cuantificacién de proteinas, tras una separacion
electroforética, es la absorcion UV-Visible, ya que no requiere derivatizar los analitos y, por
tanto, se puede usar directamente para la detecciéon de un gran numero de proteinas. No
obstante, este detector presenta graves inconvenientes, de los que cabe destacar su alto ruido
de fondo, su baja selectividad y su inadecuada sensibilidad. Por ello, a finales de la década de
los 90, se comenz6 a usar la deteccion fluorescente inducida por laser (LIF) como sistema de
deteccion de biomoléculas en CE. Este sistema de deteccion presenta un bajo ruido de fondo,
una alta selectividad y sensibilidad y ha permitido la determinacion de muy diversos analitos
en muestras biologicas complejas; se puede decir que es hoy en dia un método de referencia
en los laboratorios bioanaliticos para la determinacion de biomoléculas en fluidos bioldgicos.

Pero también, este sistema presenta una serie de desventajas, de la que cabe destacar su baja
versatilidad y su alto costo; es decir, para poder excitar las moléculas hay que usar un léser,
que ademas de tener un precio alto es monocromatico, por lo que solo es viable la excitacion
de pocas moléculas si no se han derivatizado previamente. En contraste con estas
caracteristicas de los laseres, a comienzos del siglo XXI consiguieron un gran auge 10s diodos
fotoemisitivos o LEDs. Estos nuevos sistemas de iluminacion, ademas de ser baratos y
pequenios (faciles de miniaturizar), para su funcionamiento necesitan de baterias de baja
potencia, y en el mercado se pueden encontrar LEDs que emiten en todo el intervalo del
espectro visible, UV cercano. Asi, se pensd que este nuevo sistema de iluminacion podria
usarse para el desarrollo de un nuevo detector mas versatil, aunque menos sensible, para la
deteccién de proteinas tras una separacion electroforética. Por ello, en el afio 2005,
desarrollamos este detector.

Usamos para ello una fuente LED como lampara de excitacion, una fibra optica bifurcada
para transportar la luz desde el LED hasta la ventana de deteccion y para recolectar la
emision luminiscente desde el capilar al sistema de deteccion, y un espectrometro CCD
como detector luminico. Para poder enfocar adecuadamente la fibra dptica con el capilar de
separacion se disefio una celda de medida, que regulaba tanto la posicion del capilar con
respecto a la fibra dptica como la distancia entre ambas. Para aumentar la potencia optica de
la excitacion se us6 un haz de fibras opticas de excitacion compuesto por 12 fibras de 200 um
de diametro cada una, y para aumentar la potencia Optica de la luz recolectada se usé una
fibra optica de 600 um dispuesta de forma concéntrica con las 12 fibras usadas para la
excitacion. De esta forma, el cono de excitacidn que proporcionaban las fibras de excitacion
iluminaba todo el cono de recoleccion de la fibra Optica central, encargada de recolectar la
emision luminiscente y transportarla al detector. Detector compuesto por una rendija de
entrada de 500 un, una red de difraccion y un CCD de 2048 pixeles. Este dispositivo, ademas
de ser pequefio y relativamente barato, permitia la posibilidad de excitar a una amplia gama
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de longitudes de onda, simplemente cambiando el diodo LED, ademéas de permitir medir toda
la emision desde 200 a 800 nm a tiempo real.

De las diversas aplicaciones en las que se posible usar este dispositivo, una de las mas
interesantes es la determinacion de ficobiliproteinas: R-ficoeritrina (RPE) y B-ficoeritrina
(BPE). Las ficobiliproteinas son producidas por cianobacterias y son proteinas altamente
fluorescentes. Se pueden distinguir tres clases de ficobiliproteinas: ficoeritrinas, ficocianinas
y aloficocianinas. Esta familia de proteinas constituye el 60% de las proteinas solubles que se
pueden encontrar en células de cianobacterias, y su interés analitico radica en la importancia
de este tipo de bacterias en las ciencias marinas. Ademads, debido a su alto rendimiento
cuantico de luminiscencia, las ficobiliproteinas son ampliamente usadas como marcadores
luminiscentes en biotecnologia.

Asi, para la deteccion y determinacion de estos analitos se dispuso un LED cuyo méaximo de
emision estaba en 470 nm (ya que la emision de las ficobiliproteinas se da a 508 nm) y se
midid la emision como la integral del espectro de emision entre 550 y 650 nm, con un tiempo
de integracion de 200 ms y llevando a cabo 10 barridos para cada medida; es decir, una
medida cada 2 s. En cuanto a la separacion electroforética se llevd a cabo tras la inyeccion
hidrodindmica a 55 mbar durante 20 s, aplicando un voltaje de 20 kV y llevando a cabo la
separacion a pH 8.4 usando una disolucion reguladora S0mM de borato/borico y en presencia
de 10mM de 4cido fitico como modicador de la disolucion reguladora de separacion. De este
forma se consigui6 resolver la separacion electroforérica y la deteccion de RPE y BPE,
consiguiendo un limite de deteccion de 0.64 y 0.5 pg/mL respectivamente, una repetibilidad
interdia con desviaciones estandares relativas cercanas al 1%, repetibilidad interdia del 1.5%
y reproducibilidad cercana al 2%. Con estos resultados se demuestra, pues, la versatilidad y
simplicidad de este nuevo detector para la determinacion de biomoléculas que posean
elevados rendimientos cuanticos de luminiscencia.

4) De la caracterizacion de un alimento funcional a la comprension del
metabolismo de sus compuestos bioactivos

He seleccionado un ejemplo que lleva consigo, tanto la caracterizaciéon amplia de los
compuestos bioactivos presentes en un alimento funcional como el estudio del metabolismo
de los mismos, intentado explicar su posible efecto beneficioso sobre la salud humana. El
alimento funcional es el aceite de oliva y los compuestos bioactivos a los que me refiero, los
compuestos fenolicos.

El aceite de oliva es una matriz compleja compuesta principalmente por triglicéridos, por una
menor proporcion de acidos grasos libres y por un 0.5-1.5% de constituyentes no gliceridicos
(fraccion insaponificable). Su composicion varia en funcion de multiples factores, tales como
la variedad de aceituna, la exposicion solar, la localizacién geografica, las caracteristicas del
olivar, la forma de extraccion y la conservacion del aceite, etc. La fraccion insaponificable
contiene un gran nimero de compuestos que se encuentran en concentraciones del orden de
miligramos por kilo de aceite (ppm) por lo que también se denominan ‘“componentes
minoritarios”. Esta fraccion es, en parte, la responsable de la estabilidad oxidativa y de las
caracteristicas organolépticas excepcionales de estos aceites. Este grupo de compuestos
incluye a los hidrocarburos, esteroles, tocoferoles, pigmentos, alcoholes grasos, compuestos
volatiles y aromaticos y compuestos fenolicos.
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La fraccion fendlica del aceite de oliva es una mezcla heterogénea de compuestos (acidos
fenolicos, alcoholes fendlicos, secoiridoides, flavonoides, lignanos...), cada uno de los cuales
posee unas propiedades distintas y ejerce diversa influencia sobre la calidad del aceite. Una
propiedad muy descrita para los compuestos polifendlicos del aceite de oliva es su actividad
antioxidante, aunque estudios in vitro han demostrado que posee otras muchas propiedades
biologicas que sugieren que podria tener efectos beneficiosos para la salud. Ademas, los
polifenoles son los responsables de las caracteristicas organolépticas excepcionales que
presentan los aceites de oliva virgenes.

En un principio, los efectos saludables del aceite de oliva se atribuyeron principalmente a su
alto contenido en acidos grasos monoinsaturados, sin embargo, poco a poco ha ido
aumentando la hipdtesis de que los efectos beneficiosos del aceite de oliva en la dieta
Mediterranea podrian no ser enteramente debidos a su composicion lipidica, y componentes
minoritarios como los polifenoles, podrian estar jugando un papel muy importante. Varios
estudios han intentado dilucidar la contribucion de los compuestos fendlicos a los efectos
positivos en la salud atribuidos al aceite de oliva virgen. Por todo esto, el estudio de la
fraccion polifenolica del aceite de oliva nos parecid un tema interesante a desarrollar.

A pesar de la abundante bibliografia existente acerca de los fenoles del aceite de oliva,
todavia hay muchos compuestos “desconocidos” en este interesante conjunto de antioxidantes
y algunas familias de fenoles, como los secoiridoides, no han sido aun completamente
estudiadas a causa de la complejidad de su estructura quimica y la de la matriz en la que estan
presentes. Por lo tanto, con objeto de conocer mas sobre la fraccion mas polar del aceite de
oliva, nos propusimos llevar a cabo un estudio bidimensional (HPLC-CE-ESI-TOF MS)
en el que se unieran el poder de separacion de las técnicas de HPLC y CE, con la capacidad
de ESI-TOF MS para obtener una informacion estructural adecuada. La idea era en un primer
paso aislar diferentes fracciones polifendlicas de extractos de una mezcla de aceites de oliva
comerciales, empleando HPLC semipreparativa como primera dimension. Un segundo paso
lo constituiria el anélisis de estas fracciones aisladas en una segunda dimension utilizando CE
acoplada a espectrometria de masas con analizador de tiempo de vuelo (ESI-TOF MS). Se
utilizé la interfase ESI por ser el modo de ionizacion mas versatil y el que se emplea
normalmente para la deteccion de los iones separados mediante CE.

Pensamos que al utilizar estas dos técnicas, concebidas como complementarias, podriamos
mejorar la caracterizacion de la fraccion polifenolica del aceite de oliva, identificando no s6lo
los compuestos ya conocidos que habian sido descritos con anterioridad, sino también nuevos
compuestos presentes en esta fraccion que no habian sido mencionados antes en la
bibliografia. Ademas, el uso del TOF como sistema de deteccion, facilitaria la identificacion,
combinando la determinacién de masas exactas con el analisis de la distribucion isotopica.

Procediendo tal y como se ha descrito, se aislaron 17 fracciones y se identificaron unos 70
compuestos en las mismas, algunos de los cuales no habian sido descritos con anterioridad en
el aceite de oliva. Particular importancia tiene la informacion que se obtuvo sobre los
isomeros de algunos secoiridoides.

Una vez que conociamos en profundidad la composicion del aceite de oliva, intentamos
continuar la investigacion estudiando su biodisponibilidad. Para poner de manifiesto la accion
antioxidante de los polifenoles y su papel en la prevencion de enfermedades, es crucial
conocer en qué extension son absorbidos y metabolizados, su destino en el organismo
(interaccién con los tejidos diana) y la forma en que son excretados, es decir su
biodisponibilidad. Este concepto es, como ya se avanzaba previamente, la fraccion de una
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determinada dosis oral (compuesto original o sus metabolitos) de una preparacion
determinada que alcanza la circulacion sistémica.

Investigaciones llevadas a cabo con animales y humanos han demostrado que algunos
compuestos fendlicos del aceite de oliva como hidroxitirosol (Hyty) y tirosol (Ty) son
biodisponibles. Sin embargo, todavia se conoce poco sobre los mecanismos de absorcion y
rutas de biotransformacion de otros polifenoles presentes en la matriz, como lignanos y
secoiridoides, que ademas han demostrado elevados efectos anticancerigenos in vitro. Sera
necesario investigar si dichos compuestos pueden ser absorbidos por el organismo para
ejercer su efecto protector después de la ingestion y cudles son los derivados metabdlicos,
producidos a partir de las moléculas parentales, que podrian presentar efectos bioldgicos
diferentes a los de sus precursores.

Por lo tanto, el objetivo del trabajo que aqui se resume fue estudiar la biodisponibilidad
(absorcion, metabolismo y excrecion) de compuestos fendlicos del aceite de oliva
pertenecientes a diferentes familias, analizando muestras de orina humana tras la ingesta
forzada de aceite de oliva virgen. En este trabajo se siguieron los cuatro pasos comunes en
cualquier estudio metabolico:

1) Diserio del estudio. Elegir los voluntarios para el estudio, establecer la dieta baja en
polifenoles que se va seguir durante el mismo, las condiciones de la ingesta, asi como
la recoleccion y el almacenamiento de muestras.

2) Procedimiento analitico. Este apartado incluye el procedimiento de extraccion de los
polifenoles de las muestras de orina, ademas del método analitico desarrollado
mediante LC-ESI-TOF MS para el analisis de los extractos obtenidos.

3) Estudio estadistico. Una vez obtenidos los cromatogramas y dada la complejidad de
interpretacion de los datos procedentes de muestras bioldgicas, el uso de técnicas
quimiométricas (PCA, PLS) puede resultar muy interesante para discriminar entre las
muestras de orina antes y después de la ingesta y mostrar los compuestos responsables
de esta discriminacion (posibles biomarcadores).

4) Identificacion de biomarcadores y otros metabolitos. Usando toda la informacion
disponible (polaridad de los compuestos, informacién del TOF, bases de datos) se
procederéd a la identificacion de los posibles biomarcadores y de otros metabolitos
presentes en las muestras de orina.

Se identificaron 10 biomarcadores y otros 50 metabolitos de polifenoles del aceite de oliva
pertenecientes a distintas familias, lo que demuestra que todos los compuestos son absorbidos
en mayor o menor medida. Sin embargo, la biodisponibilidad difiere mucho dependiendo de
la estructura del compuesto; asi compuestos con estrucura orto-difendlica como el Hyty y sus
derivados secoiridoides parecen ser los mas absorbidos y metabolizados. Los compuestos
fenolicos fueron sometidos a diferentes tipos de reacciones metabolicas (Fase I y Fase II),
pero las mas frecuentes fueron la metilacion y glucuronidacion. El método desarrollado se ha
aplicado para el estudio cinético de los biomarcadores tras la ingesta, encontrando el nivel
mas alto de la mayoria de los compuestos 2 horas después de la administracion.
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5) Polifenoles del olivo y cancer de mama: Estudios “in vitro™

El aceite de oliva (Olea europea), como antes se indico, esta constituido por una fraccion
minoritaria de compuestos insaponificables que especialmente en el caso del aceite virgen
extra contiene una importante variedad de familias de compuestos fendlicos. Estos
compuestos proceden de la aceituna y estan presentes también en otras partes del olivo como
son la hoja, si bien en el fruto y las hojas acumulan unicamente formas glucosidicas de los
componentes fendlicos. Los principales compuestos fenolicos descritos para las plantas Olea
europea son la oleuropeina, un éster heterosidico del acido elenodlico con el 3.4-
dihidroxifenetil alcohol (hidroxitirosol); la demetil-oleuropeina, el acido derivado de la
oleuropeina; el ligustrdsido, un éster heterosidico del 4cido elendlico con el 4-dihidroxifenetil
alcohol (tirosol); y el verbascosido, un éster heterosidico del 4cido cafeico con hidroxitirosol.
El contenido de la oleuropeina disminuye con la maduracién del fruto, mientras que su acido
es el principal componente de las aceitunas negras. El ligustrosido presente en las aceitunas
verdes pequefias, no se encuentra en las de tamafio normal. El verbascosido, descrito en las
hojas del olivo, aparece a nivel de trazas en el fruto. Se dispone de menos informacién sobre
otros constituyentes fenolicos, como es el caso de las flavonas (7-glucosido luteolina, 7-
glucosido apigenina, 5-glucédsido luteolina), flavonoles (3-rutinésido quercetina). Otros
compuestos fenolicos que normalmente aparecen en las tablas de composicion polifendlica
del aceite de oliva son: oleuropeina, acido cafeico, acido vanilico, acido siringico, acido p-
cumarico, acido o-cumadrico, acido protocatecuico, acido sinapinico, acido p-hidroxibenzoico,
acido p-hidroxifenilacético y 4cido homovanilico. También se incluyen como compuestos
fenolicos del aceite de oliva, a los acidos cinamico, elendlico, siquimico, aunque a estos les
falta un grupo fendlico e incluso un anillo aromaético.

El cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en las mujeres occidentales y
representa alrededor del 30% de todos los tumores, y aproximadamente el 20% de todas las
muertes relacionadas con esta enfermedad. En Espafa, el ciancer de mama ha pasado a
constituir en las ultimas décadas un problema sanitario de primera magnitud. Cada afio se
diagnostican mas de 15.000 nuevos casos, lo cual supone un aumento de la incidencia de un
3% anual desde los afios ochenta. Aunque, los datos de prevalencia de cancer de mama para
los paises de la Union Europea ponen de manifiesto cierta distribucion heterogénea, en paises
como Italia, Grecia, Portugal y Espafa, y en general los paises localizados en la franja
mediterranea, presentan un nimero de casos de cancer de mama significativamente menor
que el resto de paises integrantes de la Union Europea (con reducciones de hasta el 25% en el
riesgo de padecer cincer de mama cuando se comparan mujeres que consumen grandes
cantidades de aceite de oliva virgen con aquéllas que consumen otro tipo de aceite o grasa).

Los biocompuestos polifendlicos presentes de forma natural en aceites de oliva virgen extra y
otros subproductos derivados de la fabricacion de aceite o derivados de la hoja de olivo son
reguladores directos o indirectos de la expresion y/o actividad de genes y/o proteinas claves
en los procesos de transformacion maligna, invasion y metastasis del cancer de mama. Ya
hemos comprobado y analizado en investigaciones que hemos desarrollado con el Instituto de
Oncologia de Cataluia y con la Universidad Miguel Hernandez de Elche, los efectos de los
compuestos fendlicos en la expresion y actividad del oncogén HER2 (ERBB2), del enzima
lipogénico sintasa de los acidos grasos (SAG; Antigeno Oncogénico-519), y del Receptor de
Estrogenos (RE), tres marcadores moleculares de riesgo, progresion y respuesta al
tratamiento del cancer de mama que se interrelacionan funcionalmente.

La bioactividad del aceite de oliva virgen extra ha sido demostrada mediante diferentes
ensayos in vitro en lineas celulares SKBR3, MCF-HER+ y JIMT-1. Mediante cromatografia
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preparativa se han aislado una serie de compuestos polifendlicos del aceite de oliva, acidos
fenolicos, secoiridoides, lignanos,... y se han adicionado a medios de cultivo poniendo en
contacto los compuestos bioactivos con las células cancerigenas. Se puede comprobar
facilmente que concentraciones terapéuticas del orden de micromolar son capaces de producir
un apoptosis de las células cancerigenas a las pocas horas de contacto. Compuestos como el
pinoresinol o el ligustrésido producen la muerte celular con concentraciones bastante bajas
del orden de 50 micromolar.

6) Polifenoles de hibiscus y obesidad: Estudios “in vivo™ en ratones

El Hibiscus Sabdariffa, cominmente conocida en inglés como rosella y en arabe como
karkade crece mayoritariamente en Africa Central y del Oeste, en el Sur y el Este de Asia.
Forma un género amplio de alrededor de 220 especies de plantas de la familia Malvéceas.
Hibiscus sabdarifa incluye plantas anuales o perennes desde pequefios arbustos a pequenos
arboles. Las hojas son alternas y simples y las flores son largas, conspicuas, con forma de
trompeta, y con cinco pétalos, de tonos rojos o morados. La planta se utiliza mundialmente
como bebida refrescante o como infusidon y sus extractos se han usado tradicionalmente en
medicina popular en aplicaciones que incluye la hipertension, fiebre, enfermedades hepaticas
y también por sus efectos antiinflamatorios y mutagenéticos. Se puede considerar como una
variedad de t€ que apenas contiene sustancias excitantes, por lo que su ingesta es muy
recomendable en todo tipo de personas. El alto contenido del té hibisco en flavonoides es lo
que le dota de esa capacidad reguladora de la hipertension, pero ademas esta sustancia tiene
otras funciones ya que es un potente antimicrobiano y anticancerigeno. Estos bioactivos
dotan al karkade de un alto poder medicinal pues nos protegen frente a ataques bacterianos
aumentando nuestras defensas para combatirlos. Su color rojo caracteristico se debe a los
antocianos, 3-O- sambubiosil-delfinidina y 3-O-sambubiosil- cianidina entre otras. Las
antocianinas que contiene son usadas como colorantes naturales en comidas. La composicién
quimica del Hibiscus Sabdariffa se conoce relativamente. Ensayos con TLC y HPLC han
revelado la presencia de quercetina, luteolina y su glicosidos, acido clorogénico, gosipetin,
hibiscetin y sus glicésidos, fenoles y acidos fendlicos (4acido protocatecuico y
pelargonidinico), eugenol y los esteroles P-sitoesterol y ergosterol entre otros. El &cido
hidroxicitrico y su lactona, son también dos importantes componentes de esta planta.

Como es bien conocido la Organizacion Mundial de la Salud ha considerado la obesidad
como un problema de salud publica de cardcter mundial, catalogdndose como enfermedad
cronica caracterizada por presentar numerosas complicaciones y que ha cobrado un interés
preponderantemente en los ultimos afios por las consecuencias que conlleva directamente en
aquellos que la padecen; esto es evidente, especialmente, por la predisposicidon a presentar
enfermedades tales como las cardiovasculares, osteoarticulares, diabetes, hipertension, alto
colesterol, hiperlipidemias, algunos tipos de céancer y afecciones respiratorias.. Por lo
anteriormente citado y aunado a su alta prevalencia, que aumenta de manera sostenida en el
mundo, se ha llegado a considerar como una indudable epidemia.

Con anterioridad se estimaba que este problema de obesidad era exclusivo de sociedades
desarrolladas, sin embargo, ahora esta contingencia es patente en paises de bajos ingresos y
pobres. A pesar de los inconvenientes que conlleva la medicion de la obesidad en la
poblacion, la informacién actualmente disponible por los organismos internacionales de
salud, agricultura y alimentacion, pone de manifiesto un problema de creciente tendencia y
magnitud. En la actualidad se estima el numero de personas obesas en el mundo en mas de
300 millones, con una amplia distribucion mundial y una prevalencia mayor en paises
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desarrollados o en vias de desarrollo. Este incremento en la prevalencia de proporciones
epidémicas estd relacionado con factores dietéticos y con un incremento en el estilo de vida
sedentario. La grasa corporal o tejido adiposo es un tejido con actividad metabdlica y
endocrina propia que produce hormonas, citoquinas inflamatorias y otras moléculas que
influyen en la salud. La obesidad es el resultado de la acumulacion de grasa en forma de
triglicéridos en los adipocitos que, como cualquier célula, puede proliferar o entrar en
procesos apoptdticos. Estos procesos pueden ser afectados por compuestos presentes en la
dieta, entre los que cabe destacar a los polifenoles.

Los polifenoles tienen varias vias de actuacion para controlar y prevenir la obesidad, como
son la inhibicion de la enzima alfa-glucosidasa presente en el intestino y por tanto,
impidiendo la absorcién de los carbohidratos, inhibiendo la acumulacién de grasas en el
proceso de maduracion de los adipocitos e induciendo apoptosis de las ya existentes,
activando la lipdlisis y la termogénesis corporal, oxidando las grasas, activando otras rutas de
sefializacion celular que desemboquen en uno de los casos anteriores. Nuestro grupo de
investigacion estd colaborando desde hace varios afios en la utilizaciéon de extractos de
Hibiscus Sabdariffa en la prevencion y tratamiento de la obesidad en modelos.

La demostracion de la bioactividad de los extractos de Hibiscus Sabdariffa se ha realizado en
modelos de ratones transgénicos LDL en un estudio de 16 semanas de duracion. Durante las
primeras semanas todos los ratones fueron alimentados con una dieta normal y a partir de la
semana 10 h hasta la semana 24 se alimentaron con una dieta rica en grasa y suplementada
con colesterol al 25%. A su vez, los ratones control tomaron como placebo agua mientras que
los otros tomaron una disolucién acuosa de extracto polifendlico de Hibiscus Sabdariffa al
5% ad libitum. El indice de masas corporal de los ratones que s6lo tomaban agua se
incremento para pasar de 24 a 34 gramos, mas o menos lo que en una persona seria pasar de
60 a 90 kilogramos en dos afios. Sin embargo, el peso corporal de los ratones que tomaron el
extracto de Hibiscus se mantuvo casi constante.

Pero es especialmente en el higado donde se observan las mayores diferencias. Si
observaramos dos cortes tisulares de ambos higados, se ve claramente que la cantidad de
adipocitos en los ratones que s6lo tomaron agua es bastante mayor asi como el tamafio de las
vacuolas. Igualmente, el nimero de macréfagos como indicadores de inflamacion es bastante
mayor en dicho tejido.

7) Polifenoles de Hierba Luisa y procesos inflamatorios en articulaciones: Estudios
“in vivo™ en humanos

La Lipia Citriodora, comunmente conocida como Hierba Luisa, es un arbusto caducifolio
originario de Sudamérica, donde crece de forma silvestre, que se introdujo en Europa a
finales del siglo XVII y que ahora se cultiva en la region mediterranea. Pertenece al género
Lippia, dentro de la familia Verbenaceae que a su vez forma parte del orden de las lamiales.
Las hojas y tallos de la Lippia Citriodora son ricos en un aceite esencial cuyo componente
principal es el citral (neral y geranial), responsable de su aroma. Las hojas contienen ademas
diversos compuestos fenolicos como flavonoides, acidos fendlicos y fenilpropanoides, que se
consideran responsables en gran medida de las propiedades medicinales de esta planta. Estas
potenciales aplicaciones hacen de este producto un nutracéutico de gran interés. Por otro
lado, si bien esta actividad se atribuye en gran medida al verbascosido, no puede obviarse el
hecho de que su composicion es algo mas compleja y también estaran presentes las moléculas
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polares de la hoja, es decir, compuestos fenolicos, principalmente flavonoides, acidos
fenolicos y otros fenilpropanoides.

La Osteoartritis (OA), también conocida como artritis degenerativa o enfermedad articular
degenerativa, es una condicion degenerativa comun de las articulaciones asociada con el
envejecimiento que conduce a una disminucion en la movilidad con, incremento del dolor,
que afecta aproximadamente a un 10% de la poblacion de la Union Europa (cerca de 20
millones de personas). La Artritis Reumatoide (AR) es una condicion inflamatoria cronica
que afecta a varias articulaciones en ambos lados, especialmente a las manos, mufiecas,
rodillas y pies. Es una enfermedad autoinmune en la que el sistema inmune ataca
principalmente a las articulaciones y que segin la Fundacion Americana de Artritis, padecen
cerca de 2.1 millones de americanos. La enfermedad tiene un impacto 2.5 veces mayor en las
mujeres que en los hombres. En Europa, los nimeros son bastante similares, con 2.5 millones
de personas que la sufren, de las cuales las mujeres constituyen casi el 75% de los casos.
Varios estudios han demostrado que los aniones superdxido y otras especies reactivas de
oxigeno pueden ser responsables de dafios en el cartilago y en la estructura del tejido sinovial
tales como la destruccion de la estructura del colageno, despolimerizacion del fluido
hialurénico sinovial y dafio mitocondrial, hechos que pueden contribuir decisivamente a la
pérdida de la funcionalidad del condrocito relacionada con el envejecimiento. El cartilago y
los tejidos sinoviales contienen varios sistemas de defensa antioxidante para combatir el
estrés oxidativo. Algunos de estos sistemas son de caracter enzimatico e intracelular
(superoxido dismutasa, catalasa y peroxidasa), en cambio, en el espacio intracelular donde
existe una menor defensa antioxidante, las moléculas antioxidantes pueden jugar un papel
importante. Estos antioxidantes incluyen el &cido ascorbico, el alfa-tocoferol, beta-caroteno y
otros carotenoides y los polifenoles antioxidantes. La presencia de estos antioxidantes en la
sangre y en los tejidos estd influenciada en primer lugar por su asimilacion en la dieta. Por lo
tanto, parece razonable establecer que un incremento de estos nutrientes antioxidantes en ella
puede proporcionar proteccion adicional contra el dafo tisular, por ejemplo, en articulaciones
y contra algunas enfermedades relacionadas con el envejecimiento. Dado que existen
evidencias que la suplementacion con antioxidantes parece ser beneficiosa frente a
enfermedades como las cataratas o la arteroesclerosis, es 16gico pensar que puedan conferir
beneficios para enfermedades como la artrosis.

Varios compuestos fendlicos fuertemente antioxidantes presentes en el olivo (verbascosido,
hidroxitirosol, etc...) y en otras especies vegetales, como el acido caféico, han demostrado
poseer también capacidad inmunomoduladora, la cual pudiera estar relacionada con su
capacidad antioxidante. Estos compuestos han puesto de manifiesto, en modelos de rata, que
existe un efecto dosis dependiente con la oleuropeina, polifenol presente en el aceite de oliva
y en la hoja del olivo, que tiene caracterisiticas antiinflamatorias y antioxidantes. El extracto
de Lippia Citriodora y su principal compuesto bioactivo, el verbascésido, han demostrado
tener capacidad antioxidante y antiinflamatoria en varios ensayos tanto in vitro como in vivo.
Esta actividad antiinflamatoria hace viable su uso para el tratamiento de diversas
enfermedades puesto que la inflamacion contina siendo una de las principales dianas
terapéuticas en una gran variedad de ellas, como son la osteoartritis y la artritis reumatoide
entre otras.

En nuestro caso de la Lippia Citriodora se ha llevado a cabo un ensayo clinico en personas con
problemas en las articulaciones. Se ensay6 que la dosificacion de extracto de Hierba Luisa
enriquecido en uno de sus polifenoles mas activos, el verbascosido, mejoraba los sintomas de
dichos pacientes. Asi pardmetros como dolor y rigidez de la articulacion y otros parametros
como funcionalidad se puede ver que mejoraban sustancialmente a partir de tratamientos de seis
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semanas con respecto al grupo que tomaba placebo. Este efecto también lo hemos trasladado a
nivel bioquimico, ya que proteinas con capacidad antioxidante como son la catalasa y el
superdxido dismutasa, en diferentes células aisladas de la sangre como son linfocitos y
neutrdfilos, mejoraban sus niveles en los pacientes que tomaban el extracto de hierba luisa.

K K

Excmo. Sefior Presidente, Excmas. e Ilmas. Autoridades y Sefiores Académicos, con su venia,
quisiera acabar personalizando mi agradecimiento, en primer lugar, en los valedores de mi
candidatura, que fueron citados al principio, al igual que en mis maestros. En segundo lugar,
dejando constancia de los origenes intelectuales del contenido de este discurso que naci6 de
varias reuniones mantenidas con mis actuales y cercanos colaboradores, a los profesores Antonio
Segura, Jordi Fernandez Sanchez y Alegria Carrasco, porque sus ideas y aportaciones estan
muy presentes en este texto, aunque la responsabilidad de los posibles errores es exclusivamente
mia.

Asimismo, es obligado referirme a los colegas con quienes discuti y trabajé estos y otros temas
de investigacion durante mis muchos afios de ensefianza e investigacion en la Universidad de
Granada, asi como en las de Extremadura, Florida y Almeria, en particular a los Profesores:
Carmen Cruces, Arsenio Muiioz de la Pefia, Mari Carmen Mahedero, José Luis Martinez Vidal
y David Arraez.

Este discurso también lleva la marca de las aportaciones experimentales de investigadores de
otras instituciones. En particular, quiero reconocer las aportaciones de los Doctores Spichiger,
Cifuentes, Lercker, Menéndez, Micol, Klimant, y Dinelli.

Finalmente en este acto tan especial para mi, tengo también un recuerdo cientifico para mis
hijos, a los que tanto quiero, los Profesores Alberto e Ignacio Fernandez de las Nieves, que
siempre me exhortan, con su rigor cientifico, entusiasmo y trabajo, a seguir haciendo Ciencia e
Investigacion de excelencia.
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CONTESTACION DEL )
ILMO. SR. D. PEDRO LUIS MATEO ALARCON

Sr. Rector Magnifico
Excelentisimo Senor Presidente
Excelentisimos e Ilustrisimos Sefiores Académicos

Sefioras y Sefiores

Como bien recordara el Exmo. Sr. Presidente de la Academia, supuso en su dia para
mi un honor inesperado el que se me asignara la preparacion y posterior lectura del Discurso
de contestacion en nombre de la Academia al Discurso de ingreso en el Acto de Recepcion de
un nuevo Académico, dentro de la Seccion de Fisico-Quimicas de la misma. Designacion que
desde este momento agradezco explicitamente, tanto mas teniendo en cuenta mi ingreso
relativamente reciente en la Academia. Mas alla de eso, el honor de dirigirme ahora a esta
ilustre audiencia supone ademas un placer y una satisfaccion personal y profesional por la
propia personalidad del Profesor Alberto Fernandez Gutiérrez, Catedratico de Quimica
Analitica de la Universidad de Granada, a quien me unen muchos afios de trabajo académico
por la afinidad y cercania de nuestras respectivas materias universitarias. Se trata aqui de la
docencia de disciplinas troncales, Quimica Analitica y Quimica Fisica, en la carrera de
Quimica, tantos afios Licenciatura y hoy dia ya Grado y Master. Compaifiero y colega durante
tanto tiempo y, a pesar de eso, amigo, parafraseando aqui la ironia de aquel singular critico de
cine, Alfonso Sanchez, en la ya lejana television en blanco y negro de aquella Espafia de una
€poca, eso si, mucho mas negra que blanca. Presento pues, formalmente y con especial
placer, al nuevo Académico, le transmito la afectuosa felicitacion de la Academia y le ofrezco
en su nombre la mas cordial bienvenida.

Hablaba de honor, placer y satisfaccion al referirme a mi cometido en este Acto por
las razones comentadas, a las que ahora, y en justicia, quiero afiadir ademas las basadas en
sus méritos profesionales, cientificos y universitarios, dados su curriculo y categoria
profesional, algo, por otra parte, bien sabido, pero que a lo largo de esta Contestacion serd
nuevamente un placer ilustrar.

Realmente, si en la trayectoria profesional del Prof. Fernandez Gutiérrez quisiera
destacar alguna caracteristica desde el principio seria ésta la combinacion fructifera de su
larga y rica actividad docente e investigadora con la no menos fecunda de alta gestion
universitaria. Y hablo asi precisamente con la libertad que me da el que siempre haya
defendido la buena docencia y la buena investigacion como los argumentos fundamentales en
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los que, en su caso, se basan el prestigio y la excelencia de una universidad. En este sentido
me parece significativo y resefiable el hecho de que tras mas de diez afios de servicios
especiales, desempefiando importantes labores de alta gestion universitaria y educativa, es
decir, a partir de 1997 y hasta la fecha, el protagonista de este Acto se enorgullezca de haber
multiplicado casi por cuatro los parametros usuales que caracterizan la actividad y
produccion cientifica, ya sean cantidad y calidad de proyectos y contratos de investigacion,
de articulos publicados en revistas reconocidas o de tesis dirigidas.

Aun afiadiria otra faceta en su labor investigadora: se trata de que dentro de una
disciplina, la Quimica Analitica, que a priori podria prejuzgarse de fundamentalmente
“aplicada”, su actividad investigadora incluya tanto la denominada ciencia basica como la
aplicada. Algo de agradecer, anadiria, en tiempos de crisis y cambios en los que no parece
sino que sin desarrollo, innovacion y transferencia no es posible considerar a un investigador
o a un grupo de investigacion como de excelencia, sin importar la posible excelencia de la
propia investigacion que desarrolle. Recuerdo en este contexto las palabras del recientemente
fallecido William N. Lipscomb, Premio Nobel de Quimica en 1976 concedido por su trabajo
sobre la estructura de los boranos, cuando decia: “El proceso creativo requiere, primero,
unas buenas nueve horas de sueinio por la noche. Segundo, no debe estar bajo la presion de
producir aplicaciones prdcticas”. No sabria si es hoy dia mas dificil para un investigador
trabajar sin esas presiones o permitirse a diario esas nueve horas de suefio reparador que
aconsejaba el Premio Nobel.

Precisamente el contenido del Discurso del nuevo Académico incluye las dos lineas
de investigacion actuales de su grupo; dicho brevemente, luminiscencia molecular y sensores
opticos, y técnicas analiticas separativas avanzadas en el estudio de alimentos funcionales, ya
que como ¢l mismo dice: “ ... me decidi por no renunciar a ninguna de ellas, partiendo
desde sus origenes y recordando con pasion, respeto y agradecimiento a los que pueden ser
considerados como “padres” de las mismas: Nicoldas Monardes y Mikhail Tswett”. En el
recorrido historico y el desarrollo instrumental expuesto en el Discurso hemos escuchado
cémo ambas lineas confluyen en el &mbito de lo que hoy se conoce como Bioanalitica.

He de reconocer mi interés por el citado recorrido historico, algo que personalmente
agradezco, como a partir de ahora resultard evidente. Asi, en el caso de la fluorescencia, se
describe con detalle la contribuciéon pionera del médico sevillano Nicolds Monardes,
estudioso de las drogas medicinales que se importaban de América, quien en su estudio de
plantas exoticas observo en 1565 el tinte azul luminoso en el agua debido a la presencia de
las “maderas luminosas”, como en el caso del Lignum nephriticum, es decir, la fluorescencia.
Existe aqui una interesante historia paralela, también protagonizada por un espafol, el
franciscano leonés Bernardino de Sahagun, que parti6 a Nueva Espana en 1529 para no
regresar y en donde tuvo la oportunidad de estudiar in situ estos fenomenos. Asi, en su
Historia General de las Cosas de Nueva Esparia, formada por varios libros conocidos hoy
como Codice Florentino, se encuentra en uno de ellos que data de 1558 la referencia al arbol
coatli, utilizado para las enfermedades de rifion, que, ademas del uso medicinal en infusion,
presentaba la propiedad de colorear el agua de un azul luminoso. Tuvieron que pasar muchos
afios hasta que los cientificos reconocieran que el remedio curativo de origen mexicano
conocido en Europa como Lignum nephriticum no era otro que el de la planta medicinal
coatli. De hecho, tanto el citado nombre latino, como el original azteca, se corresponden en
realidad con el de una madera medicinal o remedio vegetal y no con el de una planta, y no fue
hasta principios del siglo XX cuando se identificoé como correspondiente a la madera del
arbol mexicano Eysenhardtia polystachya. Posteriormente se demostrd que aquella
luminosidad azul, observada en las infusiones de esta planta, se debe a la fluorescencia de
una oxazina que, aunque no inicialmente presente en la madera, es el producto final de una
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compleja reaccion espontanea que tiene lugar en medio acuoso, ligeramente alcalino y en
presencia de oxigeno.

En la descripcion histérica posterior que se nos presenta sobre el tema de la
fluorescencia, con nombres propios que representan cumbres en su desarrollo experimental y
teodrico, me ha parecido interesante detenerme en uno de ellos por razones que explicaré a
continuacion. Me refiero a Robert Boyle, uno de los indudables “padres” de la Quimica, que
supo unir la nueva fisica y el nuevo paradigma cientifico que surge con la Revolucion
Cientifica al estudio de procesos y sistemas de interés quimico. Asi, en su texto de 1664,
Experiments and Considerations touching Colours, probablemente la primera descripcion
cientifica de la fluorescencia, Boyle, revisando los trabajos previos del citado Monardes sobre
el Lignum nefriticum, reconoce no haber encontrado una explicacion fisica del “deep and
lovely ceruleos color”, aunque si estudio la influencia del pH sobre la fluorescencia de la
infusion. En el estudio concluye que el color azul desaparece en medio acido (debido a un
proceso de quenching, como podriamos hoy afiadir nosotros) aunque puede ser
reversiblemente restaurado por adicion de alcalis, como ¢l mismo literalmente escribe (7
have hinted to you a New and Easy way of discovering in many Liquors (for a I dare not to
say in all) wether it be an Acid or a Sulphureous Salt”). Y ésta es la razon a la que me referia
antes, pues es probable que se trate de la primera descripcion de una aplicacion analitica de
un indicador fluorescente. De hecho, el mismo Boyle utilizé en 1684 (Short Memoirs for the
Natural History of Mineral Waters) la emision de esta infusion como una prueba de la acidez
de una disolucion.

La fluorescencia tiene lugar frecuentemente en moléculas aromaticas. Un ejemplo
singular, por ser probablemente el primer fluoréforo molecular conocido, es la quinina.
Recordando las cumbres historicas citadas, podria uno referirse brevemente a los importantes
trabajos relacionados con esta molécula de John F. W. Herschel y George G. Stokes,
publicados en ambos casos en la no menos historica revista Philosophical Transactions.
Stokes, el Lucasiano profesor de Cambridge, se interesd6 e investigd sobre la quinina
precisamente a raiz de lo publicado por Herscht (“a beautiful celestial blue color”) en su
trabajo de 1845 (On a case of superficial colour presented by a homogeneous liquid
internally colourless). La quinina, como es sabido, se encuentra en el agua ténica y su
fluorescencia aumenta cuando disminuye la polaridad del medio, por ejemplo, afadiéndole
alcohol. Asi, quién no ha percibido ese azul fluorescente al beberse un gin-tonic (después de
varios, es posible que cualesquiera colores pudieran ser vistos dentro y fuera del vaso; no
debe confundirse este fenomeno con la fluorescencia).

Finalizada la vision histdrica, se nos enmarca la fluorescencia como una parte de la
espectroscopia de emision, incluyendo consideraciones fotofisicas tales como el instructivo
diagrama de Jablonki, los rendimientos cuanticos o su dependencia con la concentracion de
fluoréforo, de tan importante y variada importancia practica. Qué duda cabe de que, para
quien suscribe, este terreno resulta particularmente familiar, al ser la espectroscopia tan
cercana a la formacion de un quimico fisico, en este caso desde la fluorescencia en estado
estacionario a la de polarizacion o la resuelta en el tiempo. Se trata aqui, sin embargo, de su
indudable y enorme importancia analitica, en gran parte debida a su muy alta sensibilidad.
Valga como anécdota ilustrativa que esta alta sensibilidad sirvio para demostrar, alla por
1877, que los rios Danubio y Rin estaban conectados por corrientes de agua subterrdneas.
Esta conexion se verifico al afadir fluoresceina, otro conocido fluoréforo, al Danubio y
observar, unas sesenta horas mas tarde, la caracteristica fluorescencia verde de esta molécula
en un pequenio rio que desemboca en el Rin.

De forma natural, y tras la explicacion precedente, surge una aplicacion tecnologica
de especial relevancia: los sensores Opticos. Aqui la explicacion de sensor quimico o fisico,
entendido segtn la IUPAC como dispositivo que transforma informacion quimica o fisica en
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sefial analitica, permite distinguir entre los electroquimicos, opticos, térmicos, etc, segun la
naturaleza de la sefial monitorizada. Aunque los primeros sensores quimicos desarrollados
fueron los electroquimicos, la sensibilidad, versatilidad y selectividad de los métodos
luminiscentes, unido al desarrollo tanto de las fibras Opticas como de la fotonica, han
originado recientemente un aumento espectacular de los sensores Opticos con multitud de
aplicaciones en muy diversos campos. Dentro de esta variedad se incluirian los denominados
biosensores, término acufiado en el ultimo tercio del siglo pasado y en el que el sensor
incorpora un elemento de reconocimiento bioldgico, ya sea una proteina, un acido nucléico,
un anticuerpo, etc. Nuevamente, si los biosensores electroquimicos, o de primera generacion,
se desarrollaron inicialmente, son aqui también los Opticos los que muestran un avance
significativo en afios recientes, debido a sus claras ventajas frente a aquellos una vez que los
avances tecnologicos los hicieron factibles. Los biosensores Opticos aparecen en la
bibliografia a comienzos de los pasados afnos 80, mientras que el primer biosensor
fluorescente fue desarrollado en 1984 por S. Mansouri y J. S. Schultz para la determinacion
de glucosa (4 miniature optical glucose sensor based on affinity binding). Desde entonces el
nimero de publicaciones sobre estos dispositivos no ha hecho mas que aumentar,
incluyéndose aqui las innovaciones tecnoldgicas aportadas por el grupo de Prof. Fernandez
Gutiérrez.

La segunda linea de investigacion presente en el Discurso incluye, para empezar, la
historia, desarrollo y clasificacion de las técnicas de separacion cromatograficas, con especial
énfasis en la cromatografia liquida. Estas técnicas, en cualquiera de sus versiones, estan
presentes en todo laboratorio de andlisis y, me atreveria a decir, en casi cualquier laboratorio
de quimica hoy dia en el mundo. Quien suscribe, por ejemplo, dispone en el laboratorio de
equipos de HPLC y FPLC como herramientas indispensables para la obtencion de muestras
bioldgicas de alta pureza.

Apartandonos ahora del rigor del Discurso, nos podriamos permitir especular,
literariamente hablando, acerca de que en el nacimiento de esta técnica formidable no se
cumple el provocador aforismo de Oscar Wilde de que “la Naturaleza imita al Arte”, si nos
tomamos ademas la libertad de reemplazar Arte por Ciencia, una y otra actividades creativas.
Asi, las “separaciones” son tan antiguas como nuestro propio planeta en donde,
remontandonos unos, pongamos 4500 millones de afos, podemos pensar, aunque sea de
forma muy simplista, que de los primitivos materiales presentes en la prototierra, los
elementos mas pesados se unieron y condensaron para formar el germen del planeta, mientras
que elementos ligeros como hidrogeno y helio lo abandonaban y se perdian en los confines
interplanetarios. En el nucleo informe y caliente comenzd entonces un fraccionamiento
adicional, en el que elementos densos y pesados como hierro y niquel quedaban en su
interior, permitiendo a otros mas ligeros desplazarse para flotar en la superficie y cristalizar
en los diferentes estratos minerales que conforman la corteza. Los elementos gaseosos
emergieron formando una primera atmoésfera y el agua comenz6 a condensarse formando
mares y océanos. Las capas de la tierra, nicleo, manto, corteza, hidrosfera, atmosfera,... se
estructuraron de acuerdo con fuerzas directoras de separacion, eso si, a muy gran escala. En
este sentido, las técnicas y artes separativas habrian “imitado” aqui a la Naturaleza, aunque de
acuerdo, en este caso, con fuerzas que adquieren protagonismo en la escala molecular.

Volviendo al rigor del Discurso, nos encontramos con la introduccion historica del
método, con mencién especial a su inventor, el fisiblogo vegetal Mikhail S. Tswett,
reconocido padre de la cromatografia. Este cientifico ruso, que fue experto en la separacion e
identificacion de pigmentos vegetales, siendo el primero, por ejemplo, en obtener muestras
quimicamente puras de las clorofilas a y b y descubrir la forma ¢ en algas, dio nombre
ademas a la técnica al acufiar los términos cromatografia y cromatograma. Etimologicamente
cromatografia procede del griego como combinacion de “color” y “escribir”, algo asi como
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“escrito en color”; es muy curioso que en ruso el apellido Tswett (en ruso LlBeT) signifique
literalmente color (e incluso flor, uBetrdk), por lo que, atendiendo a este significado del
apellido en ruso, bien podria el término cromatografia entenderse como “escrito por Tswett”.
La enorme labor de este cientifico no se vio suficientemente recompensada en vida debido a
desencuentros con poderosos y quizas envidiosos colegas, aunque también pudiera ser esto
debido a que algunas de sus grandes publicaciones lo fueran en ruso, idioma desconocido
entonces (y no solo entonces) para la gran mayoria de los cientificos europeos. De ser asi, no
seria este el primer caso, pues, por citar un conocido ejemplo, muchas de las contribuciones
del gran cientifico y también gran humanista ruso Mikhail V. Lomonossov, quien da nombre
a la Universidad de Moscu, no fueron reconocidas en su momento por este motivo; sirva
como ilustracion su principio de conservacion de la materia posteriormente universalizado
por Antoine Lavoisier. Quizas merece la pena, para finalizar estos comentarios sobre la figura
de Tswett, que, aunque interesado fundamentalmente en su obra por los aspectos practicos de
la cromatografia, tratara también los procesos de separacion como debidos a fendmenos
interfaciales originados por fuerzas de adsorcion, utilizando entre otras las publicaciones de
Josiah W. Gibbs, cuya capital importancia era todavia practicamente desconocida para la
colectividad cientifica.

El posterior comentario sobre de la electroforesis capilar, como poderosa técnica
separativa, me ha hecho también recordar pasados encuentros en la Facultad de Ciencias con
el Prof. Fernandez Gutiérrez y su preocupacion, o mas bien ocupacion, con vistas a obtener
financiacion para la adquisicion de la instrumentacion relativa a esta técnica, labor inevitable
del lider de un grupo de investigacion y que, obviamente en este caso, dio sus frutos en su
momento.

Toda la instrumentacion descrita, incluyendo la espectroscopia de masas, se viene
utilizando aqui para el estudio de alimentos funcionales, tema reciente de singular impacto
ademds en la opinion publica, que muchas veces se pregunta cudles serian entonces lo
alimentos no funcionales o bien por qué unos “funcionan” y otros no. Todo esto va quedando
aclarado en el Discurso, donde junto con la definicién de alimento funcional aparecen y se
aclaran otros conceptos menos coloquiales, tales como nutracéuticos, complementos
alimenticios, alimentos enriquecidos, medicinales y saludables, componentes funcionales,
macro y micronutrientes o compuestos bioactivos. Una verdadera nomenclatura especifica
para un nuevo campo de conocimiento, al que podriamos globalmente denominar como
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos y bajo el cual estarian la Bromatologia, Nutricion y
Dietética, otras biociencias y la propia Bioanalitica. Algo asi, y salvando las obvias
distancias, como lo que el mismo Lavoisier en 1787 hizo con su Método de la Nomenclatura
Quimica (Méthode de Nomenclature Chimique) para la que entonces surgia como una nueva
ciencia fundamental, la Quimica.

Asi como no tenemos por qué ser expertos en fluorescencia, cromatografia,
espectroscopia de masas o en el disefio de biosensores, todos los aficionados, por ejemplo, se
creen expertos en futbol y saben, naturalmente, cudl deberia ser la alineacion correcta del
equipo sin, por supuesto, tener que haber estudiado la carrera de Ciencias de la Actividad
Fisica y del Deporte, haber hecho un Master sobre el tema o los cursos oficiales de
entrenador. Algo analogo ocurre con los alimentos y la salud, en donde todos somos expertos,
quizas porque todos llevamos ya mucho tiempo comiendo, afortunadamente, y estamos de
vuelta del asunto. Valgan pues algunos comentarios sobre un tema aparentemente tan
asequible y, nuevamente, sobre su introduccion historica.

Asi, puede uno remontarse al presocratico Hipocrates, como se cita en el Discurso,
quien en su consejo (Sobre la dieta, en la Coleccion Hipocratica) de favorecer la propia
dindmica de la Physis del ser humano para recuperar y conservar la armonia, es decir, la
salud, fue el primero que destaco la importancia de los aspectos ambientales, tales como la
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higiene, el clima, la actividad fisica y sexual y, en particular, la dieta. Esta influencia de la
dieta en la salud la encontramos posteriormente, por citar s6lo unos pocos ejemplos, en los
grecorromanos Dioscorides y Galeno, en el persa Avicena (Canon medicinae), el cordobés
Maimonides (Régimen de la salud) o, ya en la Edad Media, siglo XIV, en Arnau de Vilanova
con su Regimen sanitatis. Probablemente la Nutricion cientifica comienza en 1780 con los
estudios de la energética del metabolismo de Lavoisier (el padre de la nutricidon moderna,
segun la Encyclopedia Britannica) y Pierre-Simon de Laplace con su primer calorimetro de
hielo (Mémoire sur la chaleur), demostrando ademas que la respiracion no es sino una lenta
combustion. Posteriormente, Francois Magendie en 1816 y su discipulo Claude Bernard
descifran el papel de las proteinas en el organismo. Seria luego Justus von Liebig quien en
1842 revoluciona la produccion del alimento con su obra La quimica organica en la
fisiologia y la patologia, mientras Gustav von Bunge, en las Ultimas décadas del siglo XIX,
describe la importancia de las sustancias inorganicas en la dieta. Es ya en la primera mitad
del siglo XX cuando se descubren las 13 vitaminas esenciales y finalmente, con el desarrollo
y aplicacion de las técnicas quimico fisicas en el andlisis, se han llegado a conocer los cientos
de componentes, nutritivos o no, de los alimentos, asi como el papel que ejercen en la salud
los llamados 40 componentes esenciales.

Sobre la asociacion alimentacion-salud se sabe en la actualidad que de las diez causas
principales de muerte, seis tienen a la dieta como factor en su etiologia, patologias que en su
conjunto disminuyen la calidad de vida y originan mayores costos en atencion sanitaria.
Valga como ejemplo Estados Unidos, en donde casi el 15% de la poblacién es mayor de 65
afios pero demanda un 40% del gasto total destinado a Sanidad, con cifras similares en la
Unién Europea. En Espaia, la esperanza de vida es de las mas altas del mundo, de hecho la
tercera después de Japon y Suiza, asi como presenta un indice muy bajo de natalidad, lo que
obviamente provoca el envejecimiento estadistico de la poblacion y un consecuente aumento
de enfermedades degenerativas. De ahi la necesidad de promover practicas alimenticias
saludables para lograr, en el argot de la OMS, una longevidad de “viejos sanos” con un
“atardecer metabdlico” que demore la aparicion de esas patologias.

Para comprender la importancia de los alimentos, y en particular los funcionales, seria
conveniente conocer los cambios que ha experimentado la ciencia de la nutricion en el ultimo
siglo, algo que podria ilustrarse con la comparacion entre nutricion dptima vs nutricion
tradicional. Aunque ese apasionante desarrollo quede aqui fuera de lugar, digamos al menos
que en épocas pasadas se consideraba que una alimentacion nutricionalmente equilibrada era
la que prevenia las carencias, mientras que, actualmente, en las sociedades prosperas,
naturalmente, el concepto de alimentacion equilibrada significa el consumo de una dieta
Optima a base de alimentos que promuevan la salud y disminuyan el riesgo de enfermedades
cronicas relacionadas con la dieta. En cualquier caso, el fundamento cientifico de una
alegacion de salud es una tarea compleja y lenta, pues para probar con certeza que ciertos
componentes alimenticios pueden mejorar una funcion o reducir el riesgo de enfermedad se
requiere una solida base cientifica. No debe olvidarse, sin embargo, que este impacto de la
ciencia debe medirse no tanto por el volumen de venta de ciertos productos, que pueden
alcanzar los cientos de millones de euros, sino muy especialmente por los beneficios reales
que brindan a la comunidad en materia de salud publica. En cualquier caso, es crucial que la
ciencia esté siempre al servicio del interés publico, por encima del interés comercial, y de ahi
la necesidad de una correcta legislacion en la materia.

Se finaliza este punto con un comentario sobre la Bioanalitica, una nueva biociencia
que englobaria la aplicacion de los métodos y técnicas de la Quimica Analitica al estudio de
los procesos y sistemas presentes en los seres vivos. Y es en este contexto donde surgen a su
vez nuevos conceptos dentro de lo que se conoce como “Omicas”, tales como gendmica,
protedmica, transcriptomica, metaboldmica, etc., entendidas como nuevos métodos y técnicas
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de andlisis global. El grupo de investigacion aqui representado se interesa particularmente por
la metabolomica, dirigida a la exploracion de las complejas relaciones entre nutricion y
metabolismo, investigando el papel que juegan los componentes de la dieta en el
mantenimiento de la salud o en el desarrollo de enfermedades. En un plano mas general, en la
metabolomica se estudian las modificaciones del metaboloma (conjunto de metabolitos
presentes en las células, tejidos y biofluidos) bajo el efecto de factores genéticos, fisiologicos
o ambientales. Se trata asi de una estrategia que incluiria un sistema analitico de alto
rendimiento asociado con tratamientos estadisticos multivariantes.

Dentro de las previsiones actuales en alimentacion funcional, parece interesante
finalizar este apartado mencionando algunas de las tendencias clave que para 2011 propone
en sus numeros recientes la revista New Nutrition Business, de las cuales resaltaria al menos
dos de ellas. Por una parte, el tema de los antioxidantes, como es el caso de los polifenoles de
los que se nos habla en las aplicaciones bioanaliticas incluidas en el Discurso. Parece ser, sin
embargo, que existe alguna incertidumbre en su futuro, ya que resulta necesario mejorar los
mensajes demasiado habituales actualmente, como el de “rico en antioxidantes”, al requerirse
un mayor soporte cientifico para que estos productos sean mas especificos y rigurosos a la
hora de alegar sus beneficios. Estoy seguro de que también aqui la investigacion del grupo
del nuevo Académico sera relevante a estos fines. Por otra parte, estaria el control del peso,
algo que no debe considerarse ya como una simple frivolidad estética, pues el nimero de
obesos en el mundo se ha duplicado en tres décadas, segiin estudios de la OMS, que ha
calificado ya la obesidad como la pandemia del siglo XXI. Aunque esto ultimo sea,
naturalmente, de aplicacion inmediata a los paises prosperos, es significativo que en aquellos
de economias emergentes comience ya a darse esta situacidon, especialmente entre la
poblacion infantil, debido a la importacion de insanas modas alimenticias procedentes del
llamado primer mundo, extrafias a la tradicion local, y cuyo objetivo unico en este caso es el
puramente comercial, ajeno a cualquier consideracion ética o cientifica. A titulo personal, y
aun reconociendo la afirmacion de la OMS acerca de la obesidad, creo que, por otra parte, el
mayor “problema de alimentacion” sigue siendo el hambre, como endemia todavia presente
en tantos lugares y asignatura pendiente del citado primer mundo.

Me gustaria finalizar este comentario al Discurso de ingreso con una mencion a los
muchos y nuevos términos que incluye para designar nuevos campos de conocimiento de lo
“bio”, desde los biosensores a la categorizacion de los alimentos, las “O6micas” o la propia
Bioanalitica. Me he declarado siempre critico con la creciente parcelacion del conocimiento y
de aspectos diferenciados del mundo natural en espacios etiquetados en tanto que presumibles
compartimentos estancos de acceso frecuentemente restringido solo al legalmente iniciado
(algo que me recuerda, en otro contexto, la antigua cancion folk de Pete Seeger, Little Boxes).
En tltimo extremo, la naturaleza y el conocimiento no saben de etiquetas, suelo decir
recordando aqui también al admirado Prof. Richard P. Feynman, Premio Nobel de Fisica.
Otra situacion, naturalmente, es cuando ese caracter estanco o esas dificultades de acceso
estan ausentes y esas etiquetas son simples y Utiles recursos “operativos”, que no “realistas”,
por usar términos ya acufiados. Me consta que este es precisamente el caso del nuevo
Académico, para quien ese bagaje de términos supone la herramienta que permite llegar al
abordaje multidisciplinar del que, en sus palabras, “es firme defensor”, actitud deseable que,
mas alld de eso, percibo hoy dia como inevitable por entender que esa multi, inter y
transdisciplinariedad seran obligados lugares comunes en la investigacion del siglo XXI.
Sirva como referencia aqui por su publicaciéon muy reciente, de hecho, unos pocos dias, lo
que sobre este punto reivindica también en su ultimo libro, La Nueva llustracion: ciencia,
tecnologia y humanidades en un mundo interdisciplinar, el cientifico, historiador y también
académico de la RAE, Prof. José Manuel Sanchez Ron.
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He dejado conscientemente para el final un comentario acerca de la personalidad
humana y profesional del Prof. Fernandez Gutiérrez, qué duda cabe, un granadino de pro,
quien inicid su formacion humanistica en el Instituto Padre Suérez, con la suerte y la fortuna
de tener profesores de la talla de D. Antonio Dominguez Ortiz, D. Emilio Orozco, D. José
Martin Recuerda y D. Rafael Martinez Aguirre, asi como D? Pilar Garcia Subero, quien tuvo
mucho que ver con su temprana “vocacion quimica”. Cudntas de estas vocaciones tempranas
en tantos campos del conocimiento se han debido a la dedicacion y competencia de
profesores cientifica o humanisticamente bien preparados y vocacionalmente entregados;
aqui es en donde, en mi opinidn, realmente radica la calidad o, si se prefiere, la excelencia de
un profesor o profesora: formacion y conocimientos, vocacion y carifio por la ensefianza, y
respeto, en el mejor y mas amplio sentido, por el alumno, al margen, claro estd, de la buena
investigacion, necesaria en el nivel universitario. En estos casos, las virtudes pedagdgicas
vienen dadas por anadidura.

Paralelamente se form¢ también en los movimientos juveniles de la Compafia de
Jesus, en donde, como ¢l dice, “aprendio tantas cosas que, en buena medida, lo que es hoy en
dia, en lo profesional, politico y sociologico, se lo debe a esa etapa de su vida”. Entre otras
cosas, aprendi6 alli también musica y a tocar la armonica, formando parte de la agrupacion
musical Strauss, de forma que su amor actual por la musica sinfonica tiene su origen en
aquella época.

Ya como estudiante universitario, el nuevo académico vivid tiempos de cambios en
los que participd activamente como delegado estudiantil y fundador de sindicatos
universitarios granadinos, asi como fue uno de los primeros estudiantes que formo6 parte de la
Junta de Gobierno de la Universidad de Granada, cuando el Prof. Federico Mayor Zaragoza
era Rector de la misma. Acabada la carrera y posterior tesis doctoral, y tras un periodo en la
universidad de Granada, obtuvo la plaza de Profesor Adjunto en la Universidad de
Extremadura, donde permanecid ocho afios hasta 1982. Marcha entonces como Profesor
Invitado durante un afio a la Universidad de Florida en Estados Unidos, para regresar a la de
Granada en 1984 y obtener la Catedra de Quimica Analitica dos afios después. Comienza
entonces un periodo de servicios especiales de unos diez afios, primero como Delegado de
Educacion y Ciencia en Granada y luego como primer Rector en la Universidad de Almeria,
para regresar de nuevo a la de Granada en 1998, donde permanece desde entonces
compartiendo dedicacion entre el Departamento de Quimica Analitica y el Instituto de
Nutricion de esta Universidad en la que, desde 2010, es ademéas Director del Centro de
Investigacion y Desarrollo del Alimento Funcional.

Como vemos, periplo profesional y humano entre tres universidades espafiolas y una
americana, algo siempre deseable para cualquier profesional y tanto més para un profesor e
investigador. De esos afos, y en su Discurso, destaca su agradecimiento y admiracion por tres
profesores a quienes considera sus maestros y a quienes dedica palabras de carifioso
recuerdo: el Prof. Fermin Capitan Garcia, cuyas cualidades legendarias como gran docente
aun perduran y que introduce a nuestro nuevo académico en el mundo de la investigacion,
siendo ademas uno de los relevantes fundadores de esta Academia; el Prof. Manuel Roman
Ceba, pionero en Espafia en el uso de la fluorescencia con fines analiticos y a quien tanto
debe en su formacion en esa linea de trabajo, y el Prof. Stephen G. Schulman, su “adviser”
americano en la Universidad de Florida, con quien publica un capitulo de libro de posterior
trascendencia en el campo.

De su época como Rector en la Universidad de Almeria tengo un recuerdo personal de
un acontecimiento “historico”. El 30 de mayo de 1994 se defendi6 en esa joven universidad
la primera tesis doctoral de ciencias, “Desarrollo y aplicacion de la calorimetria isotérmica
de reaccion a las interacciones proteina-efector”, una tesis de Quimica Fisica de cuyo
tribunal formé parte bajo la presidencia, no podia ser menos para la ocasion, del propio
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Rector de la Universidad. Recuerdo muy bien el acto académico y la posterior celebracion,
compartida con el nuevo doctor, directores y el magnifico presidente. Una tesis en la que, no
casualmente, aparecen las palabras calorimetria y proteina, y de la que me senti orgulloso por
haber sido el director de tesis de los directores de la misma. Y decia antes lo de
acontecimiento historico porque, de hecho, en el periddico local aparecid una amplia reseiia
del acto, primera tesis de ciencias en la Universidad de Almeria, con una foto del tribunal y el
nuevo doctor.

Hablar a estas alturas del curriculo investigador del nuevo académico supondria una
enumeracion prolija. Baste mencionar sus cerca de 250 articulos en revistas nacionales e
internacionales, aparte libros y capitulos de libros, o sus mas de 30 proyectos y mas de 20
contratos de investigacion, asi como las mas de 20 tesis doctorales dirigidas. Datos escuetos
pero significativos a los que habria que afiadir los variados cargos de responsabilidad en la
gestion investigadora y académica en diferentes universidades. Todo esto por no hablar de su
amplia experiencia docente. Aqui me quedo con su propia autoevaluacidon como “‘buen
docente que disfruta de la clase bien dada y de su sentirse afortunado por haber podido
formar a tantos profesionales y futuros investigadores, de los que cuatro son ya catedraticos
vy seis profesores titulares de universidad”. Como él mismo también dice: “no es buen
maestro el que no consigue que a los cinco anos de trabajar estrechamente con un
colaborador, éste no esté en disposicion de enseriar a su maestro”. En su caso esto parece ser
una realidad, porque, nuevamente segun sus palabras, “gran parte de lo que ha conseguido en
investigacion ha sido gracias a ellos”. Defensor, por ultimo, del trabajo en equipo, se
enorgullece también de sus multiples colaboraciones con profesionales de otras areas de
conocimiento, asi como con los de otras nacionalidades, evidencia todo ello de su actitud
abierta hacia nuevos horizontes y desafios intelectuales en su labor investigadora.

Y finalizo aqui repitiendo las palabras que decia al comienzo: es un placer y una
satisfaccion transmitirle al nuevo Académico de Numero la afectuosa felicitacion en nombre
de la Academia de Ciencias Matematicas, Fisico-Quimicas y Naturales de Granada y también
en su nombre, y en el mio propio, darle la mas cordial bienvenida a su seno.

Eso es todo.

Muchas gracias.
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