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Sensor de un solo uso para la deteccion y determinacion
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da, simple y econémica la presencia y/o concentracién de
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sensor; su cambio de color, de incoloro transparente a ro-
jo-violeta, cuando el sensor se introduce en la disolucién
problema, indica la concentracion de nitrito por medida
de su absorcién de radiacién a la longitud de onda de 543
nm. Su principal aplicacion es para identificacion y deter-
minacién de nitrito en aguas de todo tipo. El sensor es
una alternativa a los métodos de andlisis convencionales.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. C/Panamd, 1 — 28036 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 185 462 Bl

DESCRIPCION

Sensor de un solo uso para la deteccién y determinacion de nitrito en aguas.
Sector de la técnica

Anélisis quimicos utilizando procedimientos rapidos.
Estado de la técnica

La presencia de compuestos nitrogenados en aguas naturales tanto superficiales como subterraneas
es habitual pues intervienen en reacciones bioquimicas necesarias para satisfacer los requerimientos me-
tabdlicos de organismos vivos. Sin embargo, el vertido de aguas residuales tanto urbanas como industriales
y el abonado agricola, por citar los factores més importantes, aumenta el contenido en materia nitro-
genada en las aguas. Esta materia se puede encontrar en forma de nitrégeno orgénico o inorganico;
principalmente amoniaco, nitrito y nitrato. Bajo condiciones ambientales adecuadas y en presencia de
oxigeno, muchos compuestos nitrogenados organicos pueden sufrir una serie de reacciones enzimaticas que
originan amoniaco, el cual es oxidado a nitrito y nitrato. Estas dos ultimas etapas, formacién de nitrito
y nitrato, constituyen el proceso de nitrificacién y es llevado a cabo por bacterias como Nitrosomonas y
Nitrobacter.

Los nitratos, aparte de otros problemas, pueden reducirse de forma bacteriana en el aparato digestivo
de algunos individuos, especialmente lactantes, a nitritos que reaccionan con la hemoglobina dando lugar
a una metahemoglobinemia. Por otra parte los nitritos, sea cual sea su origen, reaccionan con aminas
secundarias y terciarias de origen alimentario para dar lugar a nitrosaminas; compuestos que tienen re-
conocida accién carcinogénica.

En consecuencia el andlisis de nitrito en agua es necesario no solo por el cardcter no deseable que pre-
senta sino porque sirve de indicador de contaminacién bacteriana. De hecho la normativa legal espanola
(R.D. 1138/1990; BOE 226, 27488-27497,20/9/1990 y Directiva relativa a la calidad del agua de consumo.
Posicién Comitn, 16,10,97) exige para un agua potable de consumo publico una concentracién méxima
admisible de nitritos de 0,1 mg/L. El andlisis de este pardmetro en aguas forma parte del denominado
andlisis minimo que se debe realizar para toda agua potable de consumo publico de forma periddica
dependiendo del tamano de la poblacién abastecida.

La forma habitual de llevar a cabo este andlisis exige la toma de muestra, su conservaciéon mediante
refrigeracién a 4°C o con HoSO,4 a pH < 2 y su transporte al laboratorio donde se debe realizar el anélisis
con la menor dilacién posible y en cualquier caso en las 24 horas inmediatas a la toma de muestra.

Sin embargo una de las tendencias actuales en la metodologia analitica es obtener la informacién
quimica en el lugar donde el cliente o usuario la necesite sin necesidad de una cuidadosa toma de mues-
tra, conservacién, transporte y analisis en una laboratorio realizado por personal preparado.

Una posible solucién es el uso de ensayos rapidos, conocidos en inglés como test methods o test kits
(Unger-Heumann, M., Fresenius J. Anal. Chem. 354, 803 (1996)), los cuales permiten la deteccién o
determinacién de analitos sin el concurso de personal adiestrado, tratamiento de muestras, uso de labo-
ratorio o instrumentacién convencional (Zolotov, Y., Annali di Chimica, 87, 285 (1997)). La informacién
que proporcionan estos procedimientos se puede usar no solo para obtener informacion rapida, tanto
cualitativa como cuantitativa, sino también para establecer la presencia de un constituyente por encima
de determinado nivel, lo que reduce el nimero de muestras a enviar al laboratorio. Se pueden entender
este tipo de métodos como un primer escalén en la obtencién de informacién quimica, racionalizando el
uso del laboratorio convencional.

Los métodos répidos son métodos analiticos (reacciones y procesos) que consisten en una o varias
reacciones quimicas y en un sistema de evaluacién bien ajustados entre si. Con frecuencia se usan efectos
visuales facilmente observables, por comparacién con una carta de colores, o mensurables. La mayoria de
los métodos de evaluacién se pueden clasificar en: visuales, colorimétricos, fotométricos, reflectométricos,
volumétricos, enziméticos, inmunolégicos y bioensayos.

Los anélisis mediante ensayos rapidos se pueden llevar a cabo por dos vias: en disolucién o en fase
solida. Los primeros se basan en reacciones que se llevan a cabo en una disoluciéon que contiene todos los
reactivos necesarios y a la que se afiade el problema. Existen una serie de empresas (Merck, Chemetrics,
Millipore, Hach) que fabrican y venden los reactivos, materiales e instrumentacién necesaria para realizar

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 185 462 Bl

estos ensayos, entre los cuales se encuentra el de nitrito.

Los sistemas de fase sélida mas habituales son las tiras reactivas, test strips, que consisten en pequenas
laminas de material plastico con matrices o zonas de reaccién adheridas mediante adhesivos o termosol-
dadura. Estas matrices pueden ser papeles celulésicos impregnados de reactivos, peliculas recubiertas
con reactivos conteniendo algiin polimero tal como poliuretano o capas especiales conteniendo reactivos.
Como soporte sélido se ha utilizado celulosa o sus derivados, fibra de vidrio y diversos polimeros sintéticos
tales como polipropileno, tanto en lamina como en pequenas esferas.

El contacto de esta tira con la muestra problema desencadena un conjunto de reacciones y procesos
que permiten la estimacion del analito presente. Estimacion que se puede hacer visualmente usando una
carta de color para obtener una estimacién cualitativa o semicuantitativa, o bien usar un pequeno instru-
mento, usualmente disefiado con ese propdésito, con el que se mide alguna propiedad éptica (absorbancia,
reflexién) o eléctrica (intensidad, voltaje). Este tipo de sistema analitico se us6 mucho a partir de la
década de los 70 y 80 en anilisis clinicos (Dry Reagent Chemistries 6 Quimica Seca) (Walter, B., Anal.
Chem., 55, 498A (1983)) y en menor extensién en andlisis ambiental, existiendo diversas empresas que
los comercializan (Merck, Macherey-Nagel, Environmental Test Systems, Kyoritsu).

Las tiras reactivas usadas en analisis clinicos son habitualmente piezas de material adsorbente pe-
gadas sobre ldminas estrechas de plastico e impregnadas con los reactivos y tampones necesarios para
que la reaccién analitica tenga lugar después de ser humedecidas por el fluido a investigar (orina, suero
sanguineo). Existe un gran ndmero de tales ensayos rapidos (U.S. Pat. 4,645,744 (1987), U.S. Pat. 5,302,
346 (1994), U.S. Pat. 5,824,491 (1998), U.S. Pat. 4,824,640 (1989), PCT WO 34191 (1999)), algunos de
los cuales estdn comercializados para glucosa, protefnas, enzimas y muchos otros analitos (Bayer (Ames),
Roche (Boehringer Mannheim), Johnson & Johnson (Eastman Kodak), Menarini).

El uso de materiales opacos y no homogéneos tales como la celulosa en la fabricaciéon de las tiras
reactivas introduce una fuente de error en la evaluacién de sus propiedades 6pticas. Por otra parte, las
habituales determinaciones reflectométricas (radiacién reflejada) estdn basadas en métodos aproximados
(ecuacién de Kubelka-Munk) y no ofrecen la precisién de las medidas de radiacién transmitida.

Se han hecho diversos intentos para preparar tiras reactivas transparentes que absorban liquidos me-
diante el uso de polimeros formadores de peliculas y un constituyente humectable.

En esta patente hacemos uso de metodologias usadas para la fabricacién de sensores tales como las de
cloruro de polivinilo (PVC) plastificado, Nafion® | etc (Seiler, K. y Simon, W., Analytical Chim. Acta,
266, 73 (1992)) para desarrollar una base transparente desechable para la tira reactiva.

Existen antecedentes como las propuestas de Kaneko et al. (Kaneko E., Tanno H., Yotsuyanagi T.,
Mikrochim. Acta, 111, 333 (1988) y Kaneko E., Tanno H., Yotsuyanagi T., Mikrochim. Acta, I, 37 (1991))
para la determinacién de elementos traza en agua de mar. En ellos se anaden todos los reactivos a la
muestra de agua y, tras reaccionar, se anade una lamina de PVC en la que se fija el producto de reacciéon
mediante agitacién. Se usa una carta de colores para evaluacién semicuantitativa Posteriormente T. Saito
propuso la determinacién de cobre (Saito, T., Talanta, 41, 5, 811 (1994)) usando una membrana de PVC
con batocuproina o la de hierro (Saito, T., Anal. Chim. Acta, 268, 351 (1992)) en la que la membrana de
PVC fija batofenantrolina como reactivo. En ambos casos es necesario la adicién previa a la disolucion
de algunos reactivos, tales como picrato en el caso de cobre y yoduro y sulfato de hidroxilamonio en el
de hierro, por lo que en sentido estricto no se deberian considerar sensores. Andlogo es el caso de la
determinacion de alquilbenceno sulfonatos basado en la retencién de su par idnico con Violeta Cristal en
una membrana de PVC (Tanaka, K. Hiiro, K. y A. Kawahara, Bunseki Kagaku 23, 650 (1974)).

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado un método para la determinacién de cinc en agua me-
diante un sensor 6ptico de un solo uso que emplea ditizona como reactivo cromogénico (Capitdn-Vallvey,
L.F., Avidad Castafieda, R., Ferndndez Ramos, M.D., Alvarez de Cienfuegos. P. y Ariza Avidad, A.,
Patente pendiente, No. P9900718).

Existen diversas tiras reactivas comercializadas para la deteccidon y determinaciéon semicuantitativa
de nitrito. Entre las que se emplean en el area de andlisis ambientales, especialmente para aguas, po-
demos citar las varillas para anglisis rdpidos Merckoquant® que ofrecen informacién semicuantitativa
por comparacién visual entre 1 y 80 mg/L, y RQ Flex® , ambas de Merck, que mide entre 0,02 y 3
mg/L de nitrito usando un reflectémetro de bolsillo. Similarmente tenemos las tiras semicuantitativas
Quantofix® de Macherey-Nagel que operan entre 1 y 3000 mg/L de nitrito utilizando una carta de colo-
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res.

Sin embargo donde son de uso mas comun las tiras reactivas para nitrito es en andlisis clinico para
diagnosticar infecciones del tracto urinario causadas por bacterias tales como E. coli, Proteus, Klebsiella,
Stafilococcus o Enterococcus. Esas bacterias son capaces de reducir enzimaticamente los nitratos a nitri-
tos. Dado que la orina vesical de una persona sana no contiene bacterias, la deteccién de nitritos en orina
es indicacién de infeccién bacteriana del tracto urinario (pelvis renal o vejiga) (U.S. Patent 4,631,255
(1986)). También se ha utilizado para distinguir de forma rapida entre alergias e infecciones (U.S. Pa-
tent 5,910,421 (1999)). Las més habituales son las tiras multiparamétricas que contienen en una tira de
plastico una serie de pequenos cuadrados de material poroso que estdn impregnados con los reactivos
necesarios para responder a diferentes analitos, que pueden ser hasta lo, al ser mojados con orina. Asi
la sensibilidad de las tiras multiparamétricas de Ames Co. es de 0,6 mg/L de nitrito mientras que la de
Boehringer-Mannheim es de 0,75 mg/L (J.M. Guardiola, “Las tiras reactivas y el cribado de orinas para
examen de sedimento” en “La orina y su analisis”, Q.F. Bayer, Madrid 1995).

Con estas premisas, hemos desarrollado un sensor éptico capaz de detectar la presencia de ion nitrito
en aguas naturales en concentraciones que pueden oscilar entre 2,5 y 3000 pug/L. Para ello nos basamos
en la conocida reacciéon de formacién de azocolorantes por diazotacién de la sulfanilamida y posterior
copulacién con la N-(1-naftil)etilendiamina.

La formacién de diazoderivados, colorantes azoicos, fue estudiada en 1858 por J. P. Griess, quien en
1879 sugirié su uso para la determinacién de pequenas cantidades de nitrito, método que con diversas
modificaciones se sigue empleando hoy en dia con este fin.

El i6n nitrito tiene cardcter béasico débil y se protona con facilidad originado dcido nitroso (pK, 3,4)
que es el que produce las reacciones que permiten su determinacién. Esta determinacion involucra al
menos tres etapas: formacién de la especie nitrosante, diazotacién y copulacién.

Las reacciones que pueden originar la especie nitrosante (NO™) a partir de dcido nitroso pueden ser
varias y de diferente molecularidad; dependiendo el que se dé una u otra de la acidez, de los aniones pre-
sentes, de la concentracién de nitrito y de la temperatura (J.B. Fox, CRC, Critical Review Anal. Chem.,
15, 1283 (1984)). Las reacciones subsiguientes son asimismo complejas ya que la velocidad de reaccién
depende no solo de la concentracién de especie nitrosante sino de los reactivos a nitrosar. Las aminas
aromaticas, anilina y derivados sustituidos, se nitrosan con facilidad y, en condiciones normales, sufren
una reorganizacién interna para formar sales de diazonio o bien nitroso derivados. La velocidad a la que
tiene lugar la reorganizacién interna es funcién de los sustituyentes presentes en el anillo aromatico. Asi
pues, la velocidad global de formacién del i6n diazonio es una funcién compleja de la reactividad de la
especie nitrosante y de la amina aromatica en la reaccién de nitrosacion y de la reactividad del N-nitroso
derivado en la reaccién de reorganizacién (J.B. Fox, Anal. Chem., 51, 1493 (1979)).

Para formar el subsiguiente colorante azoico, que serd el usado con fines analiticos, el i6n diazonio
reacciona con un reactivo copulante a través de una posicion del nicleo aromatico que tenga alta densidad
electrénica, generalmente el carbono en posiciéon para del anillo. Por otra parte, el reactivo copulante,
habitualmente 1-naftilaminas sustituidas, puede ser atacado directamente por la especie nitrosante, pues
al igual que el i6n diazonio, la especie nitrosante es reactivo electrofilico y ambos reaccionan de forma
similar. La reacciéon de copulaciéon, como vemos, es una reaccién compleja con gran nimero de posibles
reacciones laterales que pueden no conducir a la formacién del croméforo o a la de un croméforo diferente

del buscado.

En esta ocasién vamos a usar una modificacién de la reaccién original de Griess que empleaba como
reactivos el dcido sulfanilico y la a-naftilamina. Esta modificacién que utiliza sulfanilamida y N-(1-
naftil)etilendiamina supone una mejora en la reaccién. La copulacién de la sal de diazonio del 4cido
sulfanilico con la a-naftilamina es relativamente lenta (requiere entre 10 y 30 minutos para el desarrollo
total del color). Por otra parte estos reactivos son insolubles en agua, por lo que se deben usar disolventes
orgéanicos apolares o, si se quiere disolver en agua, utilizar acido acético glacial.

La sulfanilamida si es soluble en agua (preferentemente a pH inferiores a 7) y su uso disminuye a 2
minutos el tiempo requerido para el desarrollo del color cuando se copula con N-(1-naftil)etilendiamina,
manteniéndose el color desarrollado durante varias horas. Ademds es més estable que el acido sulfanilico
tanto en disolucién como en estado sélido. En cuanto a la N-(1-naftil)etilendiamina, es insoluble en agua
y disolventes polares, por lo que se usa como cloruro del 4dcido conjugado, ligeramente soluble en alcohol
y muy soluble en éter y moderadamente en benceno.
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El mecanismo simplificado de la reaccién se puede esquematizar como sigue:

©)
H2N025‘@NH2 + Nv02- + H+ —_— H2NOZS@N§N + H20

©) 7
H2NOZS-®NEN + ] — = H,NO,S N=N NHCHyCHyNH,
x
NHCH,CH,NH, O

En estado sélido y en las condiciones en las que se utiliza el sensor propuesto en este caso, el azo-
compuesto posee un color violeta rojizo intenso, que es facilmente distinguible de la situacién inicial en
la que se observa una zona incolora y transparente correspondiente a los reactivos cuando estan libres y
fijados en la membrana.

La estabilidad del sensor viene limitada por la fotosensibilidad de la amina que sufre procesos de
oxidacién. De igual forma puede sufrir estos procesos en presencia de agentes de naturaleza oxidante;
por lo que su uso queda restringido a matrices exentas de estas sustancias.

Explicacion de la invencion

El sensor estd formado por una lamina soporte de poliester cuyas dimensiones pueden ser 6 cm de
largo por 1 cm de ancho, siendo el espesor de la lamina entre 0,125 mm y 0,5 mm. En una de las
caras de la ldmina (véase Figura 1) se encuentra la zona activa del sensor que se obtiene depositando
un volumen de 30 pL de una disolucién formada por los siguientes reactivos quimicos: 0,7 mg de N-(1-
naftil)etilendiamina, 7 mg de sulfanilamida y 0,6 mL de una disolucién de Nafion® (polimero cambiador
i6énico perfluorado preparado como copolimero de tetrafluoroetileno y perfluoro-[2-(fluorosulfoniletoxi)
propivilnileter] en una mezcla de alcoholes aliféticos de bajo peso molecular y agua al 10 %). Tras agitar
la mezcla hasta su total disolucién y homogeneizacion, se toma el volumen necesario para construir el
sensor, depositdndolo sobre la lamina de poliester que se encuentra girando a 90 r.p.m. en un sistema
rotatorio preparado al efecto y dejandolo secar posteriormente. La zona activa del sensor obtenido es
incolora y transparente.

Para optimizar la composicién de la zona activa del sensor se realizdé un estudio univariante de la
influencia de la proporcion de los componentes utilizados para preparar la zona sensora. Este estudio se
realizd como sigue:

La influencia de la cantidad de sulfanilamida se establecié preparando sensores a partir de disoluciones
conteniendo entre 0,5 y 10 mg de sulfanilamida y manteniendo constantes las proporciones del resto de
los componentes.

La influencia de la N-(1-naftil)etilendiamina se estudié siguiendo el mismo procedimiento a partir de

disoluciones conteniendo entre 0,1 y 1,5 mg de N-(1-naftil)etilendiamina. La influencia del Nafion® se
estableci6 entre 0,4 y 2,0 ml.

Al utilizar estos sensores con disoluciones de ion nitrito se observé que la mejor senal; es decir, la
maxima absorbancia se obtenia con los sensores preparados a partir de disoluciones con las siguientes
concentraciones: 7 mg de sulfanilamida, 0,7 mg de N-(1-naftil)etilendiamina y 0,6 ml de Nafion® .

Para optimizar la respuesta del sensor ante la presencia de nitrito en diferentes condiciones de trabajo,
se estudié la influencia de los parametros experimentales pH y fuerza iénica de la muestra.

El rango de pH en el que la respuesta es maxima es el comprendido entre 2 y 2,5. Fuera de este
rango de pH la reaccidn se hace mas lenta. La adicién de 0,1 mL de acido clorhidrico concentrado es
suficiente para ajustar el pH. La influencia que ejerce el aumento de la fuerza iénica del medio consiste
en una disminucién de la velocidad de la reaccién, en una lixiviacién del azocolorante y en una rotura
de la membrana. Se ha estudiado esta influencia con cloruro sédico encontrandose que por debajo de 0,5
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M la fuerza iénica no influye de manera apreciable. Es posible, en consecuencia, la utilizacién del sensor
para la determinacion de nitrito en agua de mar que presenta valores de fuerza iénica en torno a 0,6 M.

Se ha observado que el sensor guardado en una bolsa opaca termosellada y a temperatura ambiente
se conserva al menos durante treinta dias. Por el contrario la accién de la luz solar, la humedad y el
oxigeno atmosférico hacen que su estabilidad no sea mayor de 24 horas.

Descripcion de los dibujos
La Figura 1 indica la forma y las dimensiones del sensor propuesto.
Modo de utilizar la invencién

El procedimiento para utilizar el sensor es como sigue: en un vaso de precipitado de 25 mL se in-
troducen 20 mL del agua problema o de la disolucién que queremos analizar y 0,1 mL, o la cantidad
necesaria, de una disolucién de 4cido clorhidrico concentrado, hasta fijar el pH en el intervalo 2-2,5 que se
corroborard con un papel indicador universal. Alternativamente se puede utilizar un tubo de polietileno
con tapén de rosca y capacidad 10 ml ajustando el pH de forma similar a la anterior.

A continuacién se introduce el sensor en la disolucién y se agita bien manualmente o con agitacién
magnética por un tiempo comprendido entre 5 y 90 minutos dependiendo del nivel de nitritos. Trans-
currido este tiempo se observa el color desarrollado comparando con una carta de color, o se mide la
absorbancia de la zona activa del sensor a 536 nm con ayuda con un fotémetro o un espectrofotémetro.

Caracteristicas analiticas del sensor para la determinacion de nitrito

Dado que el tiempo de contacto de la tira reactiva con la muestra problema depende de la concen-
tracién en nitrito en esta, hemos establecido diversas rectas de calibrado a modo de ejemplo. En general,
un aumento del tiempo de reaccién permite disminuir el limite de deteccion; mientras que si el nivel de
concentracion de nitrito es alto se podra disminuir el tiempo de espera.

Para 5 minutos de tiempo de reaccién el rango de concentraciones en el cual se puede utilizar el sensor
es desde 100 u/L hasta 3000 ug/L. Para 45 minutos es desde 8,90 ug/L hasta 500 ug/L; para 60 minutos
desde 4,7 ug/L hasta 200 pg/L y para 90 minutos desde 2,5 pg/L hasta 100 pg/L.

Teniendo en cuenta que el nivel méximo legal permitido de nitrito en agua potable es de 100 ug/L,
se podria usar este sensor para control de calidad del aguas de abastecimiento previo al anélisis oficial en
laboratorio cualificado y con un tiempo de andlisis no superior a 20 minutos.

Las caracteristicas analiticas del procedimiento propuesto para un tiempo de contacto de 60 minutos
son: sensibilidad: 0,0055 L/ug; limite de deteccion: 1,4 ug/L; reproducibilidad (como desviacién estdndar
relativa de 10 medidas): 8,8 %.

La interferencia de otros analitos presentes, es pequena debido a la alta selectividad de la reaccién
usada. Se ha medido el nivel de interferencia producida por diferentes especies habitualmente presentes
en agua; encontrando que: Mn(II), Co(II), Ni(II), Cu(II), Fe(II), Fe(III), Pb(II), Cd(1I), Hg(II), Zn(II),
AI(TIT) y Cr(III) se pueden encontrar en concentraciones de hasta 1 mg/L y Mg(II), Ca(II), Na(I), K(I),
nitrato, sulfato, carbonato, fosfato y clorato en concentraciones de hasta 100 mg/L sin que se produzcan
interferencias.

Unicamente interfieren sustancias con cardcter oxidante (hipoclorito, dicromato, etc.) debido a la
oxidacién de las aminas presentes en el sensor. El estudio de la interferencia de hipoclorito, sustancia
potencialmente presente en agua de abastecimiento, indica que a partir de una concentracién de 0,1
mg/L ocurre una disminucién de la senal analitica proporcional a la concentracién de interferente. Esta
situacién se mantiene hasta una concentracién de 4,0 mg/L de hipoclorito, a partir de la cual la amina
presente en la zona sensora se oxida completamente dando un color parduzco, caracteristico de las ami-
nas oxidadas. En el caso de que exista hipoclorito por encima de 0,1 mg/L serd necesario usar uno de
procedimientos habituales para eliminarlo.
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REIVINDICACIONES

1. Sensor de un solo uso para la detecciéon y determinacién de nitrito en aguas caracterizado por
estar compuesto de un soporte sélido constituido por una ldmina de material plastico transparente, in-
colora e inerte sobre la que se encuentra adherida una pelicula sélida que constituye la zona sensora.

2. Sensor de un solo uso para la deteccién y determinacién de nitrito en aguas segin reivindicacién
primera caracterizado porque la zona sensora contiene los siguientes reactivos: sulfanilamida (entre un
7 y un 15%), N-(1-naftil)etilendiamina (entre 0,5 y un 2,5%) y Nafion® (entre 82,5 y 92,5%).

3. Sensor de un solo uso para la deteccién y determinacién de nitrito en aguas segtiin reivindicaciones
anteriores caracterizado porque la fijacion de la zona activa sobre la lamina soporte se realiza mediante
evaporacién de un volumen comprendido entre 15 y 35 uL de la disolucién de los reactivos citados en la
reivindicacion 2.

4. Sensor de un solo uso para la detecciéon y determinacion de nitrito en aguas segiin reivindicaciones
anteriores caracterizado porque se produce un cambio de color de la zona activa del sensor de incoloro
a violeta rojizo cuando la muestra a analizar se encuentra a un pH comprendido entre 2 y 2,5 y contiene
iones nitrito en concentraciéon adecuada.

5. Sensor de un solo uso para la deteccién y determinacién de nitrito en aguas segtiin reivindicaciones
anteriores caracterizado porque es capaz de detectar y medir concentraciones de nitrito comprendidas
entre 2,5 ug/L y 3000 pug/L semicuantitativamente de forma visual con ayuda de una carta de colores.

6. Sensor de un solo uso para la deteccién y determinacién de nitrito en aguas segtiin reivindicaciones
1 a 4 caracterizado porque es capaz de detectar y medir concentraciones de nitrito comprendidas entre
2,5 pug/L y 3000 pug/L cuantitativamente usando un fotémetro o un espectrofotémetro convencionales o
de propdsito especifico.

7. Sensor de un solo uso para la deteccién y determinacién de nitrito en aguas segin reivindicaciones
1 a 4 caracterizado porque mide las concentraciones de nitrito entre 2,5 pug/L y 3000 ug/L sin que
produzcan interferencias las siguientes especies y concentraciones: Mn(II), Co(II), Ni(II), Cu(II), Fe(II),
Fe(III), Pb(II), Cd(II), Hg(II), Zn(II), AI(III) y Cr(III) en concentraciones de hasta 1 mg/L; Mg(II),
Ca(II), Na(I), K(I), nitrato, sulfato, carbonato, fosfato y clorato en concentraciones de hasta 100 mg/L;
e hipoclorito hasta concentraciones de 0,1 mg/L.

8. Sensor de un solo uso para la deteccién y determinacién de nitrito en aguas segtiin reivindicaciones
anteriores caracterizado porque dicho sensor se protege con una bolsa protectora que esta construida
con un material barrera multicapa sellada térmicamente.
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