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Objetivos

El objetivo general que se pretende en esta Tesis Doctoral es el
desarrollo de sensores o6pticos para la determinacion de didxido de carbono
gaseoso basados en sensores secos que presenten mejoras respecto a los
existentes en cuanto a tiempo de respuesta y recuperacion, tiempo de vida,

conservacion y sensibilidad.

Para conseguir este objetivo se emplearan diferentes esquemas de
sensado Optico, realizando la caracterizacion analitica de cada uno de ellos, asi

como estableciendo los mecanismos de actuacion en cada caso.
Los objetivos especificos planteados son:

1. Sustituir los agentes de transferencia de fase por otros nuevos que

aumenten la estabilidad de las membranas sensoras.

2. Cambiar las matrices hidrofébicas habitualmente utilizadas por

matrices hidrofilicas que aumenten el tiempo de vida.

3. Incluir nuevos luminéforos en la zona sensora que aumenten la

sensibilidad al dibxido de carbono.

4. Incluir liquidos i6nicos miscibles con agua en las membranas
sensoras de base acuosa para didxido de carbono con objeto de tratar

de reducir los tiempos de respuesta y de recuperacion.

5. Desarrollar nuevos indicadores &cido-base que operen en la region
del IR cercano, capaces de responder a diéxido de carbono.












Capitulo 1

Introduccioén
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Capitulo 1

1. El di6éxido de carbono gas

El CO, es un gas inerte, inodoro, incoloro, ligeramente acido y no
inflamable. Es soluble en agua cuando la presién se mantiene constante (cada
volumen de agua disuelve 0,9 volimenes de CO,) y su densidad es de 1,5 g/cm®
(una vez y media la del aire). A temperatura y condiciones normales se
encuentra en forma gaseosa. A bajas temperaturas y altas presiones el gas se
licha, siendo la temperatura critica de 31°C, temperatura por encima de la cual
no se puede licuar a ninguna presion. El CO; liquido sélo puede existir entre la
temperatura critica y la del punto triple (-56,6°C), que corresponden a una
presion de 74,5 bar y 4,2 bar, respectivamente. Cuando el CO; liquido se
expansiona en la atmésfera solidifica en forma de nieve carbdnica, también

llamada hielo seco. Este sélido sublima a -78,5°C.

Forma parte de la atmésfera de manera natural, siendo uno de sus

componentes minoritarios, con una proporcion proxima al 0,04%.

El CO, atmosférico es primordial para la vida en la Tierra y su
concentracion es regulada por plantas, algas y bacterias que con la luz del sol
fotosintetizan los carbohidratos a partir de CO, y agua, devolviendo oxigeno a la
atmosfera como producto residual, gas fundamental para la vida. La fotosintesis
gue realizan las plantas y algunos otros organismos fotosintéticos, como las
algas, requiere CO,, de manera que estos seres consumen una buena parte del
CO..

Un aspecto importante al tratar de CO, es como gas de efecto
invernadero. Estos son gases atmosféricos que absorben y emiten radiacion
dentro del rango infrarrojo. Los principales gases que muestran este efecto en la
atmésfera terrestre son vapor de agua, CO,, metano, Oxido de nitrégeno y
ozono. Sin la presencia de estos gases de efecto invernadero la temperatura
promedio de la superficie terrestre seria alrededor de -18 °C, en lugar de la

media actual de 15 °C.

El CO, es uno de los gases que contribuyen a que la Tierra tenga una
temperatura habitable, siempre y cuando se mantenga en unos niveles
aceptables. Por otro lado, un exceso de CO, impediria la salida de calor de la

atmosfera y provoca un calentamiento excesivo del planeta, como ha



Inroduccion

comenzado a ser el caso. La importancia de este problema ha exigido la
adopcion de acuerdos internacionales como el Protocolo de Kyoto, realmente
llamado Kyoto Protocol to the United Nations Framework Convention on Climate
Change [1].

Las causas del incremento en la concentracion de gases de efecto
invernadero son muy variadas, siendo especialmente importante la de CO, como
consecuencia del aumento del empleo de combustibles fosiles (carbén, petréleo
y derivados, gases, etc.) para la obtencion de energia, aunque la deforestacion,
los incendios y el cambio en el uso de la tierra también han contribuido, asi como
el aumento de la actividad industrial. El sector energético es responsable de la
mayor parte de las emisiones de CO; el 91,8 % del total, y dentro de este, el
transporte aporta el 29,9 %, por ser la combustion de gas, gasolina y otros
derivados del petréleo la principal fuente de obtencién de energia. La industria
del cemento y las plantas de incineracién de residuos representan el 6,4 % del
CO,, total emitido, y como fuentes minoritarias, tenemos la industria quimica y la
industria metaldrgica con un 1,8 %. También se produce CO; en la fermentacion
de azucares que realizan bacterias y levaduras junto con la liberacién de acidos

y/o alcoholes [2].

La cantidad de CO; liberada a la atmdésfera ha aumentado de forma
continua durante los ultimos 150 afios. Como resultado, ha excedido la cantidad
absorbible por la biomasa, los océanos y otros sumideros. Antes de la
revolucioén industrial del siglo XIX, los niveles de CO, eran de 280 mg/l, pasando
a 316,38 mg/l en 1959, 391,76 mg/l en el afio 2011, 399,86 a finales de 2015y
de 409,76 mg/l el 29 de abril de 2017 [3].

Estos valores proceden de los analisis efectuados en el observatorio de
Mauna Loa en Hawai, donde se hacen andlisis continuos de CO; en la atmosfera
desde 1958 mediante una técnica Optica basada en un espectrometro de
infrarrojos no dispersivo. La evolucion en el contenido en CO; se representa en
la llamada curva Keeling, por Charles David Keeling de la Scripps Institution of
Oceanography de la Universidad de San Diego California que fue quien primero
efectud medidas regulares de la evolucion del CO, atmosférico, que muestra que
la tasa de incremento se ha acelerado desde que comenzaron las medidas

desde 0,7 ppm por afio hacia 1958 a 2,1 ppm por afio desde 2004.
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Los procesos de combustion, donde el CO, esta implicado en gran
medida, contribuyen, como queda dicho, al efecto invernadero. Estos procesos
de combustién aparecen en numerosas actividades cotidianas de nuestra
sociedad, como en plantas de energia de combustién, vehiculos, calefacciones
industriales y domésticas, industria del plastico, fermentacion, ganaderia, etc., y

los problemas que originan no son solo ambientales.

Por ejemplo, actividades tan cotidianas como pueden ser cocinar, dan
lugar a procesos de combustion en el hogar que se pueden realizar tanto en
hornos eléctricos como de gas o aceite y, en menor medida aunque no
despreciable, lefia o carbon, tienen como consecuencia la generacion de toda
una serie de gases y vapores, entre los que se encuentran monodxido de
carbono, hidrocarburos, hidrocarburos aromaticos policiclicos, aldehidos, diéxido
de azufre, sulfuro de hidrégeno, 6xidos de nitrégeno y particulas en suspension,

algunos de los cuales originan problemas para la salud.

El CO, presenta un conjunto de efectos que van desde efectos
fisiologicos, (asi, la estimulacién ventilatoria) a efectos toxicos (por ejemplo,
arritmias cardiacas y convulsiones), a efectos anestesiantes (asi, actividad del
SNC significativamente deprimida) y a efectos letales (asi, acidosis y anoxia
severa). Los efectos del CO, en un individuo concreto dependen de la
concentracion y duracion de la exposicion, asi como de factores individuales,
tales como edad, salud, perfil fisiologico, actividad fisica, ocupacion y estilo de
vida [4].

En la industria el CO, se emplea como gas licuado ya que combina una
frialdad intensa (calor latente de sublimacion: 136 kcal/kg) con gran inercia por lo
gue se usa para congelacion industrial, asi en alimentacion o estudios
biomédicos, de forma que no se altere la calidad del producto o se minimice el
dafio celular. También se emplea en los extintores de incendios debido a que
desplaza al oxigeno al mismo tiempo que reduce la temperatura deteniendo la
reaccion en cadena e impidiendo que el fuego evolucione. También se usa en
los buques gaseros para enfriar la carga y hacer el transporte dentro de unos
parametros de seguridad razonables, debido a sus caracteristicas de gas inerte,
se emplea en la inertizacion de reactores, tanques o equipos de transferencia.

En la industria alimentaria, se utiliza como gas en refrescos, vinos y agua, les da
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sabor acido y la estimulante sensacion de efervescencia, también se emplea en

la industria de fundicién del plastico y en la industria quimica [5].

En medicina tiene gran importancia la determinacion de gases en sangre
junto con el oxigeno, principalmente en sangre arterial y mas raramente en
sangre venosa [6]. La determinacion de la presion parcial de ambos gases, junto
con el valor del pH, permite obtener informacién de gran interés acerca de las
funciones respiratorias del paciente. EI CO, juega un papel esencial en la
respiracion celular y en la regulacion del pH fisiolégico, por lo que la
monitorizacion del CO, en pacientes se realiza de manera rutinaria en hospitales
y especialmente en las unidades de cuidados intensivos. La medida de CO; se
utiliza principalmente para insuflacibn en cirugias poco invasivas como
endoscopias, laparoscopias y artroscopias para ampliar y estabilizar cavidades
del cuerpo, facilitando la visualizacion del campo quirdrgico. Ademas, se usa en
el area médica y estética, para el tratamiento de problemas vasculares,
psoriasis, acné, ulceras, asi como flacidez, adiposidad localizada y ojeras, entre
otros. En individuos sanos, los niveles de CO, en el estbmago dependen de la
sangre y del estado metabdlico del organismo, asi, el nivel aumenta en el caso
de producirse una alteracion en la region gastrointestinal o bien en un estado de
shock [7]. Su monitorizacién es necesaria para pacientes en estado critico y el
parametro clinicamente relevante es la presion parcial de CO, (pCO,), que se

relaciona con su concentracion [8].

Es importante su determinacion en numerosos procesos industriales
bioguimicos, microbiolégicos, como pueden ser los procesos de fermentacion,

asi como en la industria agroalimentaria [9,10].

Dado que la mayor fuente de CO, en la biosfera es la combustion
generada por la industria, calefacciones domésticas, incendios, fermentaciones,
etc., existe un interés creciente en el desarrollo de métodos de captacién de CO,
gue sean simples y econémicos y que permitan la captura selectiva del exceso
del CO; producido, fundamentalmente en las emisiones de gases de las fabricas
[11].

Los niveles de CO; en los océanos son tan importantes como en la

atmosfera. Los océanos ayudan a reducir el efecto del CO, como gas de efecto
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invernadero y asi disminuir el potencial del calentamiento global comportandose
como una inmensa reserva de CO,. Sin embargo, sus niveles en la atmodsfera y
en la hidrosfera no estan en equilibrio y la relacion de intercambio entre los dos
depende de una gran variedad de parametros como son presion atmosférica,
viento, humedad y temperatura. La monitorizacion de los niveles de CO; en la
biosfera es de gran importancia en analisis medioambiental. Segun las normas
de seguridad, para los trabajadores de minas, pozos y alcantarillas es necesario
asegurarse de que la concentracion de gases en las atmosferas de estos

espacios contiene entre el 5y el 20 % de CO,[12].

En la industria alimentaria, el denominado envasado inteligente (Intelligent
Packaging) surge como respuesta a las demandas de informacion sobre la

calidad del alimento, en términos de frescura, deterioro microbiano u oxidacion.

El envasado en atmosfera modificada es una técnica usada para
prolongar la vida atil de productos frescos 0 minimamente procesados a través
un cambio en la composicion de la atmésfera que rodea el producto. Esta forma
de envasado se usa de forma rutinaria en una amplia variedad de productos que
van desde carnes, verduras, productos lacteos, hasta dulces, café, té, alimentos
secos, ahumados, pastas, etc. Niveles altos de CO, tienen accion
antimicrobiana reduciendo el metabolismo microbiano incluso si hay oxigeno

presente.

Dada la alta presencia e importancia del CO, gaseoso en sectores tan
variados de nuestra sociedad, es necesario realizar un seguimiento de su

presencia y controlar la cantidad presente de este compuesto.

Para su determinacién y analisis nos vamos a centrar en el empleo de
sensores por el extraordinario desarrollo que han tenido, su amplio uso y el gran

numero de empresas que se dedican a su comercializacion.

2. Sensores quimicos

En la sociedad actual hay una necesidad de informacion constante y
continua, prueba de ello son el gran avance que han tenido las nuevas
tecnologias en los ultimos tiempos con la llegada de Internet, las redes sociales,

el uso de dispositivos méviles como Smartphones, tabletas, etc. Esta necesidad
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de informacién rapida, continua y justo en el momento en el que se produce la
noticia 0 que nos surge la necesidad de conocer algo, ha llegado también al
ambito de la Quimica Analitica, donde es necesario simplificar el método
analitico, evitar el tener que realizar el transporte de muestra hasta laboratorios
donde se encuentren equipos complejos y de alto precio, con el consiguiente
aumento de gasto y la necesidad de que sean realizados por personal
especializado. Por todo ello, ha surgido la tecnologia de sensores quimicos que
permite la realizacion de analisis quimicos rapidos, razonablemente baratos, con
instrumentacion en general de menor complejidad y a ser posible portatil que
faciliten el andlisis in situ, en tiempo real, y por personal no cualificado,
simplificando todo el proceso analitico y descongestionando la realizacion de los

analisis en el laboratorio que no sean realmente necesarios.

Actualmente, los sensores de gas has encontrado un ndmero cada vez
mayor de aplicaciones. Los sensores quimicos pretenden de alguna manera
emular o sustituir a los sentidos mediante los cuales los seres vivos
interaccionan y se relacionan con el medio ambiente. En el caso de muestras
gaseosas, estas son percibidas por el sistema olfativo humano, aunque es bien
sabido que hay ocasiones donde se recurre a sistemas olfativos animales mas
sensibles, por ejemplo, el caso de los perros cuando se trata de rastrear,
detectar sustancias peligrosas, explosivas o ilegales. De la idea de emular el
sistema olfativo biolégico con los sensores de gas nace el concepto de nariz
electronica, que se define como un instrumento que consta de un conjunto de
sensores quimicos de baja selectividad y de un sistema de reconocimiento de
patrones adecuado para reconocer olores (compuestos) simples o complejos y

trata de caracterizar distintas mezclas de gases.

Una de las definiciones que en nuestra opinion mejor caracteriza el
concepto de sensor y que se encuentra proxima a la definicién de la IUPAC, es
considerarlo un dispositivo capaz de registrar de forma directa, continua y
reversible un parametro fisico (sensor fisico) o la concentracién o presencia de

una especie quimica (sensor quimico) [13-17].
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Sensor

Muestra

Figura 1. Modelo general de sensor.

Un sensor quimico genera informacion al ponerlo en contacto con la
muestra que contiene al analito a determinar y consta de un conjunto de
elementos que se pueden agrupar en tres blogues basicos:

1. Zona de reconocimiento o fase sensora: donde se produce la interaccion
selectiva con la especie o especies de interés. El elemento de
reconocimiento es el componente clave de cualquier sensor. La
interaccidén que alli se origina puede ser fisica, por ejemplo, una radiacion
electromagnética con un analito capaz de absorberla o de generar
luminiscencia o bien quimica o biologica, en los que se origina una
reaccion quimica entre el analito y los reactivos inmovilizados en ese
elemento de reconocimiento originando como consecuencia de la
variacion negativa de energia libre que ha tenido lugar, variaciones en
diversas propiedades fisicas que serviran para su evaluacion. De forma
general, la fase sensora consta de un soporte fisico que puede también
aportar propiedades de selectividad al proceso de sensado y de una serie
de reactivos especificos necesarios para la determinacién y cuantificacion

del analito en particular.

2. Sistema transductor: capaz de convertir la informacion quimica que ha
originado una variacion de alguna propiedad en una sefal eléctrica que

contenga informacién analitica util.
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3. Sistema de amplificacion y procesado de la sefal, con lo que obtenemos

los resultados en las unidades de interés.

Actualmente el tipo y numero de sensores quimicos existentes es
enorme, de forma que para dar una visidbn general y esquematica se

puede recurrir a clasificarlos atendiendo a diferentes criterios [16,18].

Se pueden clasificar atendiendo al tipo de sefial generada, segun
la cual se pueden medir un gran nimero de propiedades diferentes
aunque en la practica las mas comunes son: a) Opticas, dentro de este
tipo de sensores tenemos los basados en medidas de absorcion,
reflexion, luminiscencia y los basados en medidas de color, que pueden
ser medidos con camaras CCD [19] que abarcan una mayor superficie
de medida y dan lugar a imagenes en dos dimensiones, o incluso se
puede hacer uso de escaner [20] camara fotogréfica digital [21] o
Smartphone [22]. Sensores Opticos que pueden aportar la ventaja de la
minitorizacion sin contacto con la muestra [23]. Por otra parte,
encontramos toda una panoplia de propiedades a medir aparte de las
Opticas que son las utilizadas en esta memoria, asi b) electroquimicas, c)

eléctricas, d) masa, e€) magnéticas o f) termométricas.

En funcion de la naturaleza de la capa sensora: de superficie
activa cuando solo en la superficie se encuentren los reactivos
inmovilizados y ocurran los procesos de adsorcion del analito e
interaccibn o bien de membrana completa (bulk membrane sensors)
donde el analito se repartira para producir la interaccién en el interior de
la misma que es donde se encuentran los reactivos necesarios
distribuidos, disposicién que es la mas empleada. Con el objetivo de
conseguir una mayor superficie y por lo tanto aumentar la sensibilidad de
estos sistemas, ya que este ha sido el principal reto que han tenido que
superar los sensores para conseguir que se establezcan con técnicas
con magnificas perspectivas en el campo de la Quimica Analitica
surgieron los sensores basados en nanomateriales de muy diferente
naturaleza, como oro, aleaciones metalicas, quantum dots, carbén dots,
particulas magnéticas, etc. [24,25] En funcibn de como se pone en

contacto el sensor y la muestra: dentro de esta clasificacién tenemos:
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a) Los sensores tipo sonda, que constituyen un nimero muy amplio de
sensores quimicos, en este caso la fase sensora se coloca en la parte
final de un electrodo, asi el de vidrio para pH o una guia de ondas,
generalmente una fibra Optica, lo que ofrece grandes ventajas de
versatilidad [26,27].

b) Los sensores tipo célula de flujo en los que fase sensora se encuentra
depositada en el interior de una celda de flujo, que esta conectada o
integrada en un sistema de medida. En ellos, la muestra del problema
se inyecta o aspira junto con los reactivos entrando en contacto con la
fase sensora de forma continua, pasando finalmente por el sistema de
medida, pudiendo ser tipo FIA [28] o bien microchip [29,30]. El empleo
de estos sistemas con muestras liquidas se encuentra dentro del
ambito de la microfluidica, de los que hay gran niumero de dispositivos
(lab-on-a-chip [31]) asi, por ejemplo, cuando se realizan sobre papel,
tenemos las plataformas microfluidicas capilares se las denomina
MPADs (Paper-based Analytical Devices) y constituyen dispositivos de
lectura facil y rapida lectura para diagnostico y realizacion de test
rapidos [32] ¢) Sensores de gota plana, en donde el receptor es una
zona plana donde se deposita un pequefio volumen de problema. Asi
tenemos los sensores de un solo uso, como son las tiras reactivas

convencionales y las tiras inmunocromatograficas o de flujo lateral.

4. Si atendemos a la reaccion o interaccion de reconocimiento se pueden
clasificar en: complejacion, Oxido-reduccion, asociacion, afinidad,
adsorcion, catélisis u otras dando lugar a interacciones tipo anfitrion-
huesped, ligando-metal, portador-ion, portador-molécula, 6xido metalico-
gas, enzima-sustrato, antigeno-anticuerpo, antigeno-hapteno o receptor-

sustrato, entre otras [17].

5. Segun la relacion entre receptor y transductor: ambos elementos pueden
estar conectados, de forma Optica o eléctrica, o bien integrados en un

mismo dispositivo [33].

No existe una unica clasificacion de sensores quimicos, s mas no existe

ninguna cerrada, dando lugar a subclasificaciones, como se puede intuir de lo
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escrito anteriormente, en cualquier caso, queda claro que existen multitud de

posibilidades a la hora de desarrollar un sensor.

Un sensor quimico debe presentar un conjunto de caracteristicas
analiticas que seran indicadoras de su utilidad y servirdn para seleccionarlo en
funcidén del problema, como son simplicidad, precision, selectividad, exactitud,
rapida respuesta, etc., sin embargo, hay dos caracteristicas basicas para su
potencial uso, robustez y reversibilidad. Para que un sensor sea considerado
como tal es fundamental que sea robusto, entendida como la capacidad que
presente para mantener especificaciones frente a variaciones del ambiente
guimico de la muestra (pH, fuerza idnica, temperatura, etc.) como robustez
mecanica (condiciones extremas, golpes, polvo, etc.). Otra caracteristica
fundamental de un sensor es la reversibilidad, no entendida en su significado
termodindmico, sino como la capacidad para seguir los cambios de

concentracion del analito.

3. Sensores 6pticos
Los sensores oOpticos, también denominados optodos [34,35], se basan en
la medida de una propiedad Optica que se produce como consecuencia del
proceso de reconocimiento del analito en la zona sensora. El empleo de
sensores opticos para la realizacion de analisis quimicos presenta ventajas como
[36-39]:
1) No presentan interferencias eléctricas.
2) No requieren sistema de referencia como los sensores electroquimicos.
3) No tiene por qué existir contacto entre el sistema de reconocimiento y el
sistema optico.
4) Capacidad de multiplexacién y sensado variado, por ejemplo, en amplitud,
fase, polarizacion o informacién espectral.
5) Pueden operar en condiciones extremas, de temperatura, presiéon o
radiacion.
6) No hay consumo de analito.
7) Pueden efectuar el analisis a distancia.

8) Se pueden esterilizar con la ventaja clinica que ello su-pone.
9) Simples, robustos y de bajo coste.
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10)Son susceptibles de miniaturizacion.
Como desventajas se pueden indicar las siguientes:
1) Interferencia de la luz ambiental.

2) Problemas de estabilidad de la fase indicadora, fotodegra-dacion,

lixiviacion, degradacion).
3) Rango dinamico de calibrado limitado.
4) Reducida disponibilidad de colorantes indicadores.

Algunos de los problemas indicados se han ido reduciendo con el tiempo y
el estudio acerca de nuevos materiales y hoy en dia se dispone de un mayor
namero de indicadores con propiedades Opticas adecuadas, los rangos de
aplicacion cada vez son mas amplios y se han introducido en el mercado una
gran variedad de componentes optoelectronicos capaces de dar respuesta en

todas las zonas del espectro éptico.
3.1. Instrumentacion de sensores Opticos

Sea cual sea el tamafo del dispositivo instrumental, casi cualquier
instrumento analitico basado en deteccion Optica contiene los siguientes
subsistemas basicos: fuente de luz, guia de luz, dispositivo de seleccién de
longitud de onda, detector de luz o de imagen y sistema de procesamiento /
transmision de sefial electrénica. En la Ultima década, se han realizado notables
avances en estos cinco médulos basicos que han ayudado en la miniaturizacién

de la instrumentacion 6ptica con fines analiticos.

Fuentes de luz

Los diodos emisores de luz (LED) son la fuente de luz mas comunmente
utilizada en la instrumentacion portétil. Hoy en dia, existe un practicamente
continuo de LED monocromaéticos y LEDs disponibles comercialmente en la zona
de longitudes de onda desde ultravioleta (240 nm) a infrarrojo cercano (hasta
970 nm y longitudes de onda discretas hasta 2680 nm) a varias potencias de
salida y encapsulados (incluyendo dispositivos planos y miniaturizados de
montaje superficial, SMD) fabricados por empresas como Hamamatsu, Nichia,
Philips, SET Inc. o Toyo-da Gosei).
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Otra mejora reciente y relevante se basa en el desarrollo de LEDs blancos
de mejor y mejor rendimiento, tanto en términos de efi-ciencia energética como
de espectro de emisiones. Varias compa-filas ofrecen LEDs blancos con
espectros de emisién que se ase-mejan a iluminadores estandar que son de
gran utilidad para me-didas colorimétricas (Ledman, Nichia, Optek, Philips). Los
laseres de cascada cuantica (QCL) estan dando nuevas capacidades al infrarrojo
medio, y también estan emergiendo como interesantes fuentes terahertz. Las
aplicaciones de QCL incluyen monitorizacion ambiental, deteccion de

compuestos quimicos téxicos, deteccion de explosivos y analisis de aliento [40].

Otra posible fuente de luz, tanto individual como formando una pantalla,
son los LED organicos (OLED). Se han realizado grandes esfuerzos e
inversiones por parte de compafias como LG, Samsung o Sony para el
desarrollo de esta tecnologia y se ha publicado articulos de gran interés para la
inclusion de OLEDs en sistemas integrados de medida [41]. Los diodos laser
(LD) proporcionan mayor energia de salida y monocromaticidad que sus
correspondientes diodos emisores de luz. También hay una amplia disponibilidad
de longitud de onda desde 375 nm, de interés para microscopia de
fluorescencia, a infrarrojo (1512 nm a 2680 nm con materiales tales como In-
GaAsP y GaSbAs) para la deteccion de diversos gases tales como Oz, NH3, CHy,
H,0O, CO y CO; por absorcion [42].

Las matrices LED y OLED vy las pantallas también permiten iluminar una
region amplia y emitir un color programable para la espectroscopia resuelta
espacialmente. Hoy en dia, hay pantallas miniaturizadas muy versétiles con alta
resolucion y facilidad de progra-macion usando dos o tres cables. En el disefio
de instrumentos portatiles, se han utilizado para la visualizacion de datos, pero
recientemente varios grupos de investigacion han observado sus posibilidades
como fuentes de luz en quimica analitica tanto para la absorcibn como

luminescencia [43,44].

Como ejemplo de una fuente de luz inducida que contiene infor-macion
guimica, tenemos los microplasmas que han sido miniatu-rizados a escala de
chip para deteccidbn quimica y otras aplicaciones como fuente en la
espectrometria de emision atomica [45]. El empleo de descargas pulsadas (DC)

son muy atractivas para su empleo en sistemas portatiles debido a que soélo
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requieren circuiteria sencilla y pueden funcionar a presion atmosférica. Broekaert
[46] ha desarrollado microplasmas RF para deteccion quimica mediante
espectrometria de absorcion atémica con diodo laser. Una de las caracteristicas
atractivas de la deteccibn quimica por espectrometria de emision es que

funciona tanto para gases [45] como para liquidos [47].

Guias de luz y dispositivos selectores de longitud de onda

Para mejorar la sensibilidad de deteccion de los sistemas miniatuizados
basados en absorcién/deteccién, se han desarrollado va-rios enfoques para
extender la longitud de la trayectoria 6ptica empleando diversas metodologias: a)
direccion axial [48-50] b) multireflexion [51,52] c) espectroscopia cavity ring down
(CRDS) [53] y d) guia de onda de nucleo liquido (LCW) [54] [55].

Se ha publicado un sistema basado en chips para la determinacién de
alcohol, utilizando el modo de deteccion de direccion axial a lo largo del
microcanal para aumentar la longitud de la trayectoria a 10 mm *+963 [50].
Mishra y Dasgupta desarrollaron un detector de absorcion multireflexivo basado
en un capilar recubierto con plata con aumento de 50 en la relacion sefial/ruido
en comparacion con el mismo capilar usando el modo de detecciéon en direccidn
perpendicular [56]. Con el modo de deteccion de absorcién de LCW, se utilizan
materiales de bajo indice de refraccién para construir la célula de flujo para
conseguir la reflexion interna total de la luz. El modo LCW se ha aplicado
ampliamente en la construccion de detectores de absorcion de alta sensibilidad
en sistemas convencionales debido a su excelente capacidad de guia de ondas,
la facilidad de aumento de la longitud de la trayectoria y la existencia de
capilares LCW comercialmente disponibles. Esta técnica también se utilizd en

sistemas microfluidicos [55].

Muy utilizada es la fibra Optica, que es un tipo de guia de onda cilindrica,
existentes de diferentes materias, tamafios y formas pu-diéndose acoplar a cada
problema en particular [57]. Una innovacion reciente en el campo de las guias de
luz es el denominado tubo de luz, donde se modifica el espectro de la fuente de
luz y/o se aumenta la intensidad [58]. Se trata de una fibra Optica dopada para
producir luminiscencia al ser excitada con una fuente de luz. Las fibras de vidrio

estan dopadas con una tierra rara o activadas con un metal de transicion. Las
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fibras poliméricas estan dopadas con un colorante. Las fibras tienen una
respuesta y tiempos de decaimiento rapidos y pueden lograr una alta eficiencia a

través del disefio de la éptica de recogida.

Adicionalmente, para permitir una miniaturizacion adicional, los
componentes de guia de ondas también pueden integrarse con los componentes
opticos. Varios ejemplos de este tipo de integracion ya han sido publicados: las
paredes capilares pueden restringir el flujo de muestras y reactivos, proporcionar
una superficie para la union de moléculas de reconocimiento y servir como guias
de ondas para la excitacion de fluoroforos unidos y la recogida de la emision de
fluorescencia [59]. Los fotodiodos de avalancha pueden ser embebidos en una
guia de ondas junto con un diodo emisor de laser de manera que todos los
componentes Opticos estén integrados con la superficie de detec-cion. El
fotograbado de vidrio ha dado lugar a la fabricacion de microcanales y guias de
ondas Opticas en un solo sustrato [60]. Hasta la fecha, mientras que la
integracion de dispositivos de silicio miniaturizados en biosensores ha
comenzado, hay una generacion entera de nuevos componentes Opticos
poliméricos que seran aun mas adecuados para la integracién con substratos
microfluidicos y sensores: filtros organicos flexibles [61], microlentes organicas
sintonizables [62], diodos emisores de luz organicos (OLED) [63] y fotodiodos
organicos (OPD) [64].

Detectores de luz e imagen

Los fotodiodos de silicio son muy adecuados para la espectrofotometria
de precision y cubren una amplia gama espectral desde el infrarrojo cercano a la
luz ultravioleta al vacio y estan disponibles en varios tamafios de area activa y en
diversos enpaguetados (metal, ceramica y plastico). Para mayor inmunidad al
ruido y a interferencias, los fotodiodos de silicio pueden incorporar un chip
preamplificador de bajo ruido en la misma unidad con factores de ganancia de
hasta 1 V/nA. Ademéas del silicio, se utilizan variedades de compuestos
semiconductores de los grupos llI-V (principalmente InGaAs y GaAs) para hacer
detectores que van desde el ultravioleta a 190 nm con GaAsP, hasta el infrarrojo
a 22 ym con HgCdTe enfriado con nitrégeno liquido. Para la fotometria de alta
velocidad, los fotodiodos PIN disponen de baja capacitancia, o que les permite

ofrecer un amplio ancho de banda con un bajo voltaje de polarizacion. Los
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fotodiodos de avalancha (APD) tienen un mecanismo interno de ganancia,
tiempo de respuesta rapido, baja corriente oscura y alta sensibilidad desde la
region UV a cerca del infrarrojo. El contador de fotones multipixel (MPPC) es un
nuevo tipo de dispositivo de recuento de fotones formado por mdltiples pixeles
de APD operados en modo Geiger. La suma de las salidas de cada pixel APD
forma la salida MPPC. Esto permite el conteo de fotones individuales o la
deteccion de impulsos de fotones multiples. Las matrices de fotodiodo de silicio
estan constituidas por mdultiples elementos de fotodiodo, formados en una
disposicion lineal o matricial en un paquete. Algunas matrices se suministran
junto con un multiplexor CMOS, lo que reduce el costo del circuito electronico de

salida.

Los tubos fotomultiplicadores (PMT) son la mejor opcién para obtener una
mayor sensibilidad a la luz con alta velocidad de adquisicién. Los inconvenientes
anteriores en la instrumentacién compacta han sido superados por médulos PMT
miniaturizados alimentados externamente con voltajes de corriente continua
generalmente utilizados en equipos portatiles (+5 V o + 12 V) (Hamamatsu). Hoy
en dia, los modulos PMT estan disponibles para montaje en PCB y bajo
consumo de energia, listos para la alimentacién de baterias, aunque a un costo

considerablemente mayor que los fotodetectores de punto sélido.

Los sensores de color son detectores relativamente recientes e
interesantes que proporcionan salidas analégicas o digitales en funcion de las
coordenadas RGB de la luz incidente. Hay una gran variedad de estos
dispositivos fabricados por empresas como Hamamatsu y TAOS con filtros de
color incorporados.

Los sensores de imagen cubren una amplia gama de niveles de
intensidad y rangos de respuesta espectral. Los dispositivos operan desde el
infrarrojo cercano (NIR) a 2,6 um, a través del rango visible y hasta el ultravioleta
(UV), y estan hechos de silicio o InGaAs. Los sensores de imagen Si estan
disponibles como una matriz CCD, una matriz lineal CMOS y una matriz lineal
NMOS. Estos dispositivos se usan en espectrometria de espectro Raman

resuelta espacialmente y espectrofotometria.
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En resumen, la ultima década ha sido testigo del avance de los
fotodetectores en el IR medio, con preamplificadores incorporados, PMTs mas
compactos, sensores de color digitales miniaturizados y matrices de
fotodetectores.

Electronica de procesamiento de sefal y de transmision

Existe un gran numero de microcontroladores de bajo consumo y bajo
costo como componentes para controlar y procesar las salidas de los sensores
opticos. Se ha progresado considerablemente en la inclusion de modos de
operacion de energia ultrabaja, capas fisicas y firmware de puertos de E/S
estandar e inalambricos como USB, 12C, SPI, Bluethooth, Zeegbee, y/o Wifi.
Todas estas capacidades incorporadas permiten producir equipos portatiles mas
baratos y mas compactos. Otra tendencia interesante en la instrumentacién
analitica portatil es el uso de sistemas portatiles disponibles con capacidad de
procesamiento, como PDAs o teléfonos moviles, lo que permite una
simplificacion significativa en el disefio de la electronica especifica (Lee, 2005
6856 / id; Martinez, 2008 6977 / id}.

4. Sensores para CO»

La determinacion de CO en fase gaseosa se realizan a menudo mediante
cromatografia de gases [65], empleando detectores de absorcién de radiaciéon
infrarroja. Sin embargo, esta instrumentacion es cara y requiere técnicos
especializados para manejar el equipo y un coste de mantenimiento alto, de ahi
la importancia de proponer métodos de andlisis para la determinacién de CO;

atmosférico que sean mas rapidos y asequibles sin perder fiabilidad y precision.

El método més popular para la determinacion cualitativa y cuantitativa de
CO, en fase gaseosa es la espectroscopia infrarroja [66]. Se basa en las
intensas bandas de rotacion-vibraciéon en la regiéon 1-25 um de moléculas
poliatbmicas como es el CO,. En este caso presenta una intensa banda de
absorcion extendida desde 4,2 a 4,4 um. Para ello, es frecuente usar filtros de
paso de banda elegidos de manera que soOlo dejen pasar radiacion de
determinada frecuencia, evitando de este modo las bandas de absorcion debidas

a otros gases. Es posible integrar todos estos elementos en instrumentacion de
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pequefio tamafio. Sin embargo, esta técnica es propensa a interferencias, debido
fundamentalmente a la banda de absorcion del monoxido de carbono que solapa
justo en esta region, los equipos de medida son caros y presenta fallos de
estabilidad mecanica.

La determinaciéon de CO, en la mayoria de sus aplicaciones tanto en la
industria como en aplicaciones medioambientales o en medicina se basan en las
propiedades acidas del CO,, siendo uno de los sistemas mas utilizados el
conocido electrodo de Severinghaus [67], se trata de un electrodo de pH
recubierto con una membrana de PTFE o silicona que lo aisla del exterior y que
lo hace impermeable a iones y permeable a CO,, detectando cambios en el pH
de una disolucion tampon interna de hidrégenocarbonato causados por este gas.
El cambio de pH se relaciona de forma simple con la presion parcial de CO..
Tiene una serie de inconvenientes como interferencias por gases acidos y
basicos, tiempo de respuesta alto y efecto de presion osmatica causada por la
variabilidad en la salinidad de las muestras, asi como posible contaminacién del
electrodo de referencia y de las uniones liquidas.

La determinacion de CO, mediante sensores épticos extrinsecos es dificil
debido a que es una molécula relativamente inerte. No se conocen datos de que
compuestos fluorescentes que sean sensible directamente a CO,, en contraste
con la gran variedad de cationes, aniones y gases que si son capaces de
modificar directamente las propiedades de distintos luminéforos. Esta molécula
no actia como atenuador colisional de fluorescencia y no hay complejos
guelatos conocidos para CO,. Debido a estas dificultades para su determinacion
Optica directa, la mayoria de los sensores de tipo Optico lo cuantifican
indirectamente, a partir del cambio de pH producido, al igual que el electrodo de

Severinghaus antes citado [68-74].

4.1. Principios basicos para el disefio de un sensor dptico de CO..

El CO, gaseoso se disuelve en agua, aumentando su solubilidad al
disminuir la temperatura, al igual que el resto de los gases ya que este proceso
de disolucion presenta un cambio entrépico positivo, ademas en el caso del CO,

se produce reaccién con el agua por lo que el intercambio de energia es mayor.
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La ec.1 muestra la reacciéon de disolucion del CO, gaseoso, siendo la solubilidad

a temperatura ambiente de unos 90 cm®de C0O,/100 ml.

CO,(g)eco,() Kp = 3,3x10% (ec. 1)

Este compuesto actia como &cido Lewis frente al agua que se comporta como
base Lewis compartiendo pares electrénicos y dando lugar al &cido carbonico a

través de una reaccioén de cinética lenta:

CO5(1)+Hy0 ©H,CO4 Ky = 2,6x107 (ec. 2)

En el equilibrio sélo una pequefa fraccion, entre el 0,2 y el 1%, del CO, disuelto

se convierte en 4cido carbonico, quedando la mayor parte como CO, solvatado.

El acido carbdnico es un acido débil que se puede disociar en dos etapas:

H,CO3 +H,0 ©&HCO3 +Hz0* Ky =1,72x10™ (ec. 3)

HCO3 +H,0 €C0O3 +HO" K, = 5,59x10 (ec. 4)

Si una disolucién contiene hidrégenocarbonato, la presencia de CO, origina una
modificacién de pH por los equilibrios concurrentes citados. La relacion entre la
presion parcial de CO, y la concentracion de protones en la disolucion acuosa

viene dada por la siguiente ecuacion [75].

H+]

oPco, =[HaCO3]= [H+F +[H+rHNa+] Kw (ec. 5)

Kl([H+ J+ 2K2)

donde o = KpKy[H20] y Kw es la constante de autoprotolisis del agua. El

electrodo de Severinghaus antes citado [67], quizas es el mas conocido de los
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gue explotan este efecto para la determinacion de CO,. Si la concentracion de
hidrégenocarbonato es suficientemente alta en la disolucién tampén interna (107
M) se puede simplificar la ecuacién resultando la presion parcial del gas
directamente proporcional a la concentracion protonica (ec. 6):

| + | + |
=[HpCO3]= ' [Na (ec. 6)
K1

O(,PCOZ

Los primeros sensores Opticos descritos para CO, se basan en el mismo
equilibrio, pero usan un colorante sensible a pH en lugar de un electrodo de pH
para determinar la concentracion de protones en la disolucibn acuosa de
hidrégenocarbonato conteniendo el indicador &cido-base [71]. La etapa de

transduccion es la siguiente:

HD <«H '+ D ~ (ec. 7)

color-1 color-2

Donde HD y D" son la forma protonada y desprotonada del colorante. Este
equilibrio viene determinado por una K, que es la constante de disociacion acida
del indicador acido-base, que debe ser adecuada para modificar la posicion de
equilibrio en presencia de CO..

|D' |H+ |

K, = [HD] (ec. 8)

Si la concentracion de indicador usada es pequefia comparada con la de

hidrogenocarbonato sddico entonces la ecuacion 6 resulta:

+
OLPCO2 = [H2C03] *Kal[i{];] I\_Ia (ec.9)
1
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donde las concentraciones de las formas protonada y desprotonada del indicador
se pueden estimar de forma éptica por medida de absorbancia, reflectancia

difusa, fluorescencia o fosforescencia.

La ecuacion 9 resulta en una dependencia de tipo hiperbdlico [76]. Cuando la
respuesta esta controlada por la difusiéon del CO2 y medimos absorbancia o
luminiscencia como parametro analitico en presencia S 0 ausencia Sy de analito

como indica la ecuacioén 10.

S g K[CO,] (ec. 10)
So

Este tipo de dependencia justifica el comportamiento asimétrico de los

tiempos de respuesta y recuperacion de este tipo de sensores opticos.
4.2. Estrategias para el desarrollo de sensores para CO;

Los primeros sensores desarrollados para la determinacion de CO,
gaseoso presentan un planteamiento similar al electrodo de Severinghaus, que
era el empleado hasta el momento. Existen diferentes alternativas dentro de esta

estrategia y son las siguientes:
a) Sensores humedos
b) Sensores de gotas dispersas

c) Sensores secos

a) Sensores 6pticos humedos para CO2

Los sensores Opticos humedos para la determinacion de CO, estan
formados por los siguientes componentes: a) un indicador &cido-base (forma
aniénica D’, forma protonada HD), ambas formas D" y HD del indicador deben
presentar colores diferentes o diferentes propiedades luminiscentes; b) un medio
de encapsulacion acuoso, normalmente conteniendo hidrégenocarbonato sédico

donde se disuelve el indicador, medio que se denomina disolucion tampoén
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interno y que presenta una doble funcién, por un lado impedir la lixiviacion del
indicador y por otro, minimizar la pérdida de agua por evaporacion, lo que
impediria el funcionamiento del sensor; ¢) una membrana impermeable a iones
usada para cubrir al sensor, pero permeable al gas, evitando las posibles
interferencias acidas procedentes del medio.

A

. A Muestra

[

Membrana semipermeable

WD ° . AW
S R

Figura 2. Esquema de un sensor hiimedo para CO,.

De esta forma, cuando el gas penetra a través de la membrana
semipermeable modifica el pH del tampon interno y, por tanto, la absorbancia o
fluorescencia del indicador.

El papel del electrodo de pH en el electrodo de Severinghaus, lo realiza el

indicador de pH en el sensor ¢ptico humedo.

Uno de los indicadores fluorescentes mas usados ha sido la f-
metilumbiliferona (Aexe b = 357 nm; Aem p = 445 nm) disuelta en
hidrogenocarbonato 5 mM con un 1% de agarosa para mejorar la estabilidad
mecanica, todo ello separado de la disolucién o gas mediante una membrana de
PTFE [77]. El disefio presenta el inconveniente de un tamafo excesivamente
grande lo que impide su uso para aplicaciones in vivo, razén por la cual han sido
mucho mas usados los disefios basados en fibra Optica. Asi, un sensor similar,
aunque colorimétrico en este caso, fue propuesto usando rojo fenol como
indicador en una disolucion de hidrogenocarbonato situada en el extremo de una
fibora oOptica mediante una membrana de silicona [78]. A partir del sensor
desarrollado por Lubbers y Opitz, aparecieron diversas variantes tanto en

formato de flujo como en formato sonda usando fibra Optica. Veamos algunos
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ejemplos: a) hacer circular una disolucion de rojo fenol en tampdn
hidrogenocarbonato por un tubo de silicona permeable a gases situado en un
recipiente donde se hace llegar la sangre a analizar mediante una bomba
peristaltica [79] b) incorporar la disolucién de hidrogenocarbonato conteniendo el
indicador fluorescente 1-hidroxipireno-3,6,8-trisulfénico (HPTS) en capsulas de
poliacrilamida de 150-250 nm [80] c) entrapar la disolucion del indicador HPTS
disuelto en tampdn hidrégenocarbonato en una membrana de PTFE expandido
(GoreTexTM) [81] d) adsorber la misma disolucion anterior en granulos de
celulosa cohesionados mediante un hidrogel que forma la membrana [82] e)
retener por cambio ionico del indicador HPTS en una membrana de cambio
anioénico satura-da de tampon [83] f) inmovilizar covalentemente el indicador en
polihidroxietiimetacrilato y situarlo en el extremo de una fibra Optica que se cubre
con una membrana permeable a gases, después de haber saturado la
membrana indicadora con hidrégenocarbonato. Como indicador se ha usado
acrilofluoresceina [84], fluoresceina y HPTS [85] g) inmovilizar el indicador
diclorofluoresceina por adsorcién en presencia de LiINO3 para mantener un nivel
constante de humedad en una microesfera de tamafio de poro controlado fijada

en el extremo de una fibra éptica [86].
b) Sensores de gotas dispersas

Hacia finales de los afios 80 los investigadores centraron sus esfuerzos en
desarrollar una Unica membrana para el desarrollo de sensores de CO2 gaseoso
[83]. El primer ejemplo de esto fue propuesto por Wolfbeis [87] en 1986. Su
sistema us6 una emulsion de HPTS/ gotas de disolucién acuosa de bicarbonato
sédico dispersas en un soporte de silicona. Presenta problemas como la
deshidratacion que desestabiliza tales sensores cuando se expone a aire seco y
gue hace que pueda llevar hasta varias horas el obtener una linea base estable.
Aungue podria ser considerado como un sensor humedo, realmente es un paso

intermedio hacia los sensores para CO; que actualmente se desarrollan.

Ishibashi y col. [88] estudiaron un sensor Optico para CO, basado en la
dispersion de fluoresceina en polietilenglicol con un tampén de
hidrogenocarbonato sédico no acuoso y sin la membrana permeable a gas
adicional. Sin embargo, como el polietilenglicol es soluble en agua, disuelven el

polimero en agua y ajustan a pH 7 con una disoluciéon de NaOH, por lo que la
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membrana final contiene agua, base y el indicador. Este se puede considerar el
primer ejemplo de sensor de gotas dispersas, el colorante y la base estan
solubilizados en las gotas de agua presentes en el polimero. La constante de
acidez de la fluoresceina y el acido carbdnico en la membrana son idénticos a
aquellas en disolucion acuosa. La respuesta del sensor es sensible a la

humedad.

De entre los sistemas descritos de este tipo podemos citar: a) uso de una
emulsion de una disolucion de HPTS e hidrégenocarbonato en silicona; presenta
el inconveniente de que la deshidratacion que sufre al exponerse a gas seco

afecta de forma considerable a su estabilidad [70,87].

Una membrana similar se ha propuesto usando poliuretano como
polimero de membrana [89] b) empleo de una emulsién parecida para un sensor
colorimétrico, en este caso usa rojo fenol como indicador, que junto con el
tampdn hidrogenocarbonato es preparado en una mezcla de un polimero tipo
polimetilmetacrilato y de polietilenglicol de 600 D [90] c) estabilizacién de las
pequefias gotas de la disolucion acuosa formando micelas; asi se ha usado
polivinilpirrolidona para estabilizar micelas de hidrégenocarbonato vy
seminaftorodamina como indicador luminiscente, todo ello disperso en un
polimero tipo siloxano [91] d) uso de un material de membrana completamente
soluble en agua como es el polietilenglicol junto con fluoresceina como indicador.
En este caso, no afiaden hidrégenocarbonato, sino que se ajusta el pH del
polietilenglicol con NaOH antes de formar la membrana, de forma que la pelicula
final situada al extremo de una fibra 6ptica contiene pequefias gotas de agua con
el indicador al pH adecuado para responder al gas [88]. Evidentemente, el

sensor no sirve para determinar CO; en agua.

La medida en este tipo de sensores para CO, es de absorcion de
radiacion o de intensidad de luminiscencia, sin embargo, existen algunas
propuestas alternativas como la de Colin et al. [92] quienes proponen un sistema
tipo dosimetro consistente en una lamina de ITO (6xido de estafio-indio)
dispuesto sobre PVDF con una membrana de etilcelulosa con purpura de m-
cresol en tampdn hidrégenocarbonato depositada encima. Tras la equilibracion
del dosimetro en la atmosfera a monitorizar, se lee en un dispositivo que usa

varios LED para iluminar la membrana. La absorcion de radiacion deforma el film
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piezoeléctrico ITO generando una carga que se mide permitiendo determinar
hasta un 2,5% de COs..

c) Sensores secos para CO2

El primer sensor al que realmente se puede considerar de membrana
homogénea es el descrito por Mills et al. en el que utilizan hidroxido de
tetraoctilamonio (Q+) para inmovilizar la forma basica del indicador de pH,
purpura de m-cresol, (In) como par iénico en el material de membrana que es
hidrofobo, asi etilcelulosa o polivinilbutiral. En consecuencia, el hidroxido de
amonio cuaternario actiia como un sistema tampon lipofilico. La relacion (Q*D
/Q*"OH") gobierna la sensibilidad asi como el grado de linealidad del sensor [93].
A estos hidroxidos de amonio cuaternario se han denominado habitualmente
agentes de transferencia de fase. En este tipo de sensores es necesario afadir
un reactivo denominado plastificante, compuestos de caracter hidrofébicos con
grupos polares como el tributilfosfato o el 2-nitrofeniloctil éter que juegan un
papel fundamental al favorecer la difusién de CO, en la membrana, mejorando la
respuesta del sensor.

Estos sensores también se denominan sensores Ssecos, Sensores
plasticos o de membrana homogénea, nombres que se deben a que no
necesitan la disolucion tampén que empleaban los sensores huamedos
anteriormente descritos. Generalmente se depositan sobre una pelicula de un
polimero inerte originando una membrana sensora, siendo necesaria para
obtener una buena respuesta que la membrana sea homogénea, transparente y

con buenas propiedades mecanicas.

La capacidad de la membrana para responder al gas se justifica por la
presencia de moléculas de agua de hidratacion en el par iénico, las cuales
permitirian la hidratacion necesaria del CO, para que actiue como acido frente al

agua (ec.11) en la forma:

Q'In~ - xH,0 + CO, < Q"HCO3 - (x —1)H,0 - HIn (ec. 11)
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Una de las ventajas de este tipo de sensores es que la membrana
hidrofoba puede actuar por si misma como una barrera a iones por lo que no se
necesita utilizar ninguna membrana adicional. Por ello, también se han

denominado sensores desnudos a este tipo de sensores de CO..

Estos sensores de membrana homogénea son muy rapidos en su
respuesta al gas, no siendo raros valores de tiempos de respuesta y

recuperacion alrededor de 4 y 7 segundos, respectivamente [75].

Presentan la ventaja con respecto a los sensores anteriores de tener un

mayor tiempo de vida util, ya que se deshidratan de forma mucho mas lenta.

Se ven afectados por la presencia de vapores acidos como NO;, o SO,, ya
gue presentan un comportamiento similar al CO,. La vida media de un sensor
soélido puede llegar a ser superior a un afio, especialmente si se almacenan en
bolsas selladas y en oscuridad, siendo también es aconsejable la refrigeracion.
Si se realiza un uso continuo, su tiempo de vida disminuye hasta tan solo unas
pocas semanas, siendo el responsable de este comportamiento la

descomposicion del amonio cuaternario mediante degradacion de Hoffman [75].

Todos los problemas citados unidos a los que origina la lixiviacion del
indicador constituyen las principales limitaciones de estos sensores de CO,. Una
de las soluciones descritas en bibliografia consiste en emplear un reservorio en
el que se sumerge el extremo de la fibra éptica sensora, el cual contiene
indicador en tampoén, de forma que por difusidn se regenera continuamente la

membrana sensora [94].

Muestra

Figura 3. Esquema de un sensor seco para CO..
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Los primeros trabajos publicados sobre sensores secos se basaron en
indicadores de pH colorimétricos como el purpura m-cresol [95] o el azul timol
timol [96].

Dentro del grupo de sensores secos luminiscentes, el indicador mas
empleado ha sido la sal trisédica del acido 1-hidroxi-3,6,8-pireno trisulfonico,
conocido por las siglas HPTS [97,98] pues no existen muchos indicadores
fluorescentes que tengan caracteristicas acido-base (pKa entre 8 y 10) y
espectrales adecuadas. Asi se ha empleado para este indicador ademas de
hidroxido de tetraoctilamonio, etilcelulosa como polimero y tributilfosfato como
plastificante. Se han desarrollado un gran nimero de sensores cambiando el
material de membrana empleado, siempre considerando que el indicador
fluorescente de pH debe de ser soluble en él y ademas debe de retener la
suficiente humedad para que tenga lugar el proceso. También se han empleado
como matriz otros materiales como vidrio hidrofébico en el que se incorpora el
par iénico, en concreto en una silice modificada organicamente (ormosil), que da
lugar a un material sol-gel quimicamente inerte y con alta porosidad que
presenta buenas propiedades sensoras del gas aunque es mas sensible a los
cambios de humedad comparada con los sensores basados en silicona o
etilcelulosa [94]. También se ha descrito el uso de una silicona de dos
componentes y alta hidrofobicidad que incorpora HPTS e hidroxido de
cetiltrimetilamonio como agente de transferencia, presentando ventajas en

cuanto a menor lixiviacién de indicador e interferencias.

El empleo de sol-gel mejora la sensibilidad y selectividad, las particulas de
silice embebidas en el sol-gel aumentan la superficie por unidad de masa
[99,100] habiéndose descrito que presenta un tiempo de vida de seis semanas y
responde a CO; en el rango completo de 0 hasta el 100%, aunque necesita ser
almacenado en bolsa hermética bajo condiciones de humedad. El empleo de
liquidos i6nicos permite aumentar el tiempo de vida del sensor hasta los 212 dias
[101]. Recientemente te ha presentado un nuevo sensor de gas de CO; basado
en una matriz capilar compuesta por 51 capilares que usa HPTS en etilcelulosa.
Utiliza una fibra en Y para transmitir la radiacion de excitacion y la fluorescencia.

La sonda de deteccion tiene ventajas tales como pequefio volumen, estructura
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compacta y gran area de deteccion. Los resultados demuestran que el sensor

tiene una respuesta lineal de 0 a 10% de CO, [102].

Como ejemplos de sensores para CO, que emplean un indicador
fluorescente distinto del HTPS es el 4-[(p-N,N-dimetilamino) benciliden]-2-
feniloxazol-5-ona que presenta un pKa de 6,97. Este indicador ha sido usado en
una membrana que conteniene ademas de los reactivos habituales el
perfluoroderivado 4cido nonadecafluorodecanoico que actia como transportador
eficiente de CO, lo mejora las caracteristicas del sensor [103].0tro material
sensor se basa en un indicador de pH NIR, el 4,40-(5,5-difluoruro-1,9-difenil-5H-
414, 5| 4-dipirrol-[1,2-c:20,10f] [1,3,5,2] riazaborinine-3,7-diil) difenoldi-OH-
azaBODIPY, inmovilizado en etilcelulosa junto con una base de amonio
cuaternario. Empleando como capa proyectora un polimero perfluorado Hyflon
AD 60 en lugar de la tipica silicona aumenta el tiempo de vida y la estabilidad
mecanica del sensor asi como la resistencia al envenenamiento por gases como
el sulfuro de hidrégeno. El sensor se puede almacenar en condiciones
ambientales durante mas de seis semanas, mientras que el mismo sensor en las
mismas condiciones cubierto con una capa de silicona se deteriora en una

semana [104].

4.3. Tendencias actuales de los sensores O6pticos para determinar CO,

gaseoso

Aungque el numero de sensores fluorescentes es muy alto [12,105] la
inestabilidad propia de estos compuestos hace que se investigue sobre
alternativas mas operativas. Una de ellas es el empleo de sensores
fosforescentes para la determinacién de CO, gaseoso basados en complejos de
metales pesados usando la técnica de fotoluminiscencia a tiempo resuelto.
Dentro de estos, los que mejores resultados han dado para CO, son los basados

en complejos de iridio [106].

Debido al escaso numero de indicadores fluorescentes que existen, su
escasa fotoestabilidad, variabilidad de la fuente de excitacién o lixiviacion de
reactivos, el desarrollo de este tipo de sensores se ha basado en la busqueda de
alternativas que consigan obtener sensores luminiscentes con mejores

caracteristicas analiticas. Para ello se han utilizado las siguientes estrategias:
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a) Desarrollo de sensores basados en procesos de transferencia de
energia, que son potencialmente mas sensibles debido a la combinacion
de indicadores absorbentes y fluorimétricos con rendimientos cuanticos
muy diferentes, también se han empleado procesos de filtro interno v,
en menor medida, la transferencia electronica fotoinducida y la

transferencia protonica.

b) Medida de tiempos de vida en lugar de la medida de intensidad, asi como
mediante los métodos de cocientes de sefiales o ratiométricos o la técnica

de referenciacion con doble luminoforo.
c) Empleo de técnicas basadas en up-conversion.
d) Empleo de liquidos ionicos.
e) Empleo de nanoparticulas.
f) Empleo de tintas impresas.

En los procesos de transferencia de energia de resonancia deben coexistir
en la membrana dos fluoréforos o bien un fluoréforo y un colorante, donde el
aceptor fluoréforo o bien el aceptor colorimetrico atendan la fluorescencia del
donor fluoroforo. La transferencia de energia ocurre sin la aparicion de
fotones, al contrario de lo que ocurre en filtro interno, y es el resultado de las
interacciones dipolo-dipolo entre donor y aceptor. La energia de resonancia
depende del solapamiento de los espectros de emision del donor y de
absorcion del aceptor y de la distancia, en concreto de la sexta potencia de
la distancia segun la ecuacion de Forster, por lo que el proceso solo es
eficaz si la distancia entre ambas moléculas es inferior a 100 nm,
aproximadamente. En los procesos de transferencia de energia tanto
(FRET) [107-109] como filtro interno, se incorpora a la zona sensora un
compuesto fluorescente que tenga la caracteristica de emitir radiacion a una
longitud de onda correspondiente a una de las formas, acida o béasica, del
indicador colorimétrico para CO,. De esta manera, parte de la radiacion
emitida por el fluoréforo sera absorbida por el indicador y la disminucién de
intensidad se relacionara con la concentracion del gas. Como ejemplo de

proceso de transferencia de energia tipo FRET para la medida de CO,
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disuelto tenemos el empleo de la tetrafenil porfirina (TPP) y a-naftoltaleina

(NP) en poliisobutilmetacrilato.

Como ejemplo de sensor para CO, gaseoso basado en un proceso de filtro
interno tenemos el uso del complejo luminiscente octaetilporfirina de platino y
de un indicador sensible al pH, la a-naftoltaleina en cloruro de polivinilideno-
co vinil cloruro de etil celulosa (PVCDEC) formando pelicula sensora o bien
como microparticulas [107,109]. A este sistema se le ha acoplado un
dispositivo optoelectrénico de bajo coste con un par de diodos emisor-

detector que actia como detector.

Otro planteamiento consiste en usar el tiempo de vida de luminiscencia como
parametro analitico en lugar de la intensidad por las ventajas que presenta:
independencia de la variacibn de concentracion de luminéforo, de la
intensidad de la fuente, de la fotooxidacién y lixiviacion del indicador, asi

como de la sensibilidad del mismo.

Los inconvenientes de los sensores basados en medida de intensidad
de luminiscencia también pueden eliminarse empleando quimicas con
referencia interna denominados métodos de cocientes de sefales o
ratiométricos [110] donde se mide la intensidad de la sefal luminiscente a
dos longitudes de onda, una sensible al analito mientras que la otra no lo es
y se relacionan ambas sefiales. Este sistema mejora las caracteristicas y la
estabilidad, pero no compensa completamente la influencia en la medida de
la luz dispersada, la reflexion y la absorbancia diferencial de la muestra.
Otro sistema es el empleo de la referencia dual del tiempo de vida (DLR),
donde el fluoroforo sensible al analito de vida corta es inmovilizado con un
analito insensible usado como referencia luminiscente y que como
caracteristica presenta un tiempo de vida largo y similares caracte-risticas
espectrales, este esquema DLR ha sido aplicada a la de-terminacion
cuantitativa de CO, usando como indicador fluorescente de pH, HPTS, junto
con un complejo de rutenio Ru(dpp)s** en una matriz hidrofébica de silice
modificada [111].
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c) Los sensores opticos para determinacion de CO, presentan en algunos casos
tiempos de respuesta y de recuperacion bajos, comparados con la
espectrometria infrarroja y ademas el nimero de indicadores que cambian su

intensidad en presencia de CO; es limitada.

Una alternativa es el empleo de nanoparticulas de tipo upconversion
(UCNPs). La upconversion se refiere a procesos oOpticos no lineales
caracterizados por la absorcion sucesiva de dos o mas fotones bombeados a
través de estados intermedios de energia de larga duracidén y seguido por la
emision de una radiacidén a una longitud de onda mas corta que la longitud de
onda de bombeo [112]. Estos materiales presentan unas propiedades Unicas
como es la posibilidad de emitir fotoluminiscencia en la region del visible y del
infrarrojo cuando se excita con radiacion en el infrarrojo cercano [113,114],
para ello se pueden emplear como fuentes de excitacion laseres que trabajen
en la region del infrarrojo cercano [113,114]. En contraste con los
convencionales fluoréforos tales como colorantes organicos y a las
nanoparticulas semiconductoras (quantum dots), los UCNPs tienen
caracteristicas tales como minimizar la autofluorescencia de fondo, la
fotooxidacion y el fotodafio de especimenes bioldgicos [112,115,116] longitud
de onda de emision sintonizable, alta sensibilidad de deteccion, baja
citotoxicidad [117] y elevada profundidad de penetracién de la fuente de
excitacion [118-120].

Estos luminoforos suelen ser soélidos dopados de tierras raras,
compuestos con metales de transicion dopados o bien mezcla de ambos. Las
nanoparticulas de NaYF4: Yb,Er son las méas conocidas por ser las mas
eficientes [121,122]. Las ventajas de los UCNPs los hacen adecuados para el
sensado de CO,, aunque la emision de UCNPs es sensible al pH no al CO,,
asi que no pueden usarse como sondas directas por si mismos. Ademas, los
indicadores organicos no pueden ser foto excitados directamente por
radiacion NIR. Se ha descrito un sensor para la determinacion de CO;
gaseoso con el objetivo de aplicarlo en procesos respiratorios y clinicos
mediante la deteccion de la luminiscencia dual de la emision de UCNPs en
presencia de azul de bromotimol [123]. Las intensidades de la emision del

UCNPs en el verde y el azul (picos a 542 y 657 nm) depende de si el azul de
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bromotimol esta presente en su forma basica (en ausencia de CO;) 0 en su
forma &cida (en presencia de CO,). El sensor responde a concentraciones de
CO; hasta del 3% con un limite de deteccion de 0,11%. El sensor se basa en
un efecto de filtro interno cuya eficacia depende de pCO,, habiendo un
solapamiento espectral entre la banda de absorciéon del indicador y la
luminiscencia del UCNPs. La sensibilidad y el rango dinamico del material
sensor es bastante similar al sensor sin UCNPs. El empleo de UCNPs

representa un nuevo camino para la generacion de la sefial.

d) Los liquidos i6nicos se han empleado en el desarrollo de sensores Opticos
para CO, basandose en los cambios de la propiedad Optica medida,
absorbancia UV-vis, reflectancia o sefial fluorescente en sistemas sensores
conteniendo por liquidos ionicos [124]. Los liquidos iénicos son sales con sus
iones débilmente coordinados y que permanecen en estado liquido a
temperaturas por debajo de 100°C. Estan formados por un catidén organico (ej.
amonio alquil sustituido, imidazolio, pirrolidino, etc.) y un anion inorganico
poliatébmico (iones haluro, tetrafluoroborato, hexafluorofosfato, acetato, etc.).
Presentan unas propiedades caracteristicas: baja volatilidad, alta estabilidad
térmica y mecdnica, buena conductividad eléctrica, alta polaridad y buena
solubilidad en un amplio nimero de compuestos [125]. Basandose en su
empleo se han propuesto diferentes sensores para la determinacion de CO,,
asi por ejemplo se ha propuesto un sensor espectrofotométrico para CO,
basado en el par ibnico azul bromo timol/tetraoctilamonio disueltos en liquidos
i6nicos tipo imidazolio y en presencia de hidroxido de tetraoctilamonio [126].
Posteriormente se propuso un sensor fluorimétrico basado en un método
ratiométrico con un fluoréforo de referencia inerte emulsionando en indicador
junto con el liquido i6nico en una silicona [127]. También se han empleado
materiales nanofibrosos preparados por técnicas de electrohilado conteniendo
HPTS en presencia de polimeros como etilcelulosa y polimetilmetacrilato y
liquidos i6nicos tipo imidazolio, lo que da lugar a un material de gran area
superficial con una buena estabilidad y sensibilidad mayor entre uno y dos
ordenes de magnitud que las correspondientes membranas de analoga
composicion, lo que podria dar lugar a su empleo como membrana para la

captura de CO, en zonas industriales [128]. Se ha empleado liquidos iénicos
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basados en sales de tetrapropil benzobisimidazolio (TBBI) conteniendo tres
contraiones equivalentes fluoruro [129] mejorando el tiempo de respuesta del
sensor y la sensibilidad. Empleando liquidos i6nicos basados en imidazolio
funcionalizado con polidiacetileno (PDAS), que cambia de azul a rojo cuando
reacciona con el CO, con alquilaminas unidas al imidazolio PDA, siendo
necesaria la adicion de una base externa trietilamina, para evitar interferentes
y que se dé la reaccion deseada, consiguiendo la deteccion atmosférica de
CO, [130].

e) Aunque el mayor desarrollo de sensores para determinacion de CO, gaseoso
basados en el empleo de nanoparticulas se esta realizando en el area de los
sensores eléctricos [131,132] también estdn apareciendo cada vez mas
resultados de su uso en sensores Opticos asi, por ejemplo tenemos el empleo
de polimeros que responden a estimulos, son aquellos polimeros que
cambian su conformacion en funcion de estimulos externos, como
temperatura, pH, campos magnéticos, electricidad y disolventes junto
nanoparticulas metélicas, asi se ha desarrollado un sensor basado en el
copolimero polidimetil acrilamida-co-N-amidino etilacrilamida (p(DMA-co-
NAEAA) el cual induce carga negativa en nanoparticulas de oro (AuNP)
produciendo un cambio de color a través de interacciones electrostaticas en
presencia de CO; [133]. Se han empleado derivados de anilina, N-(3-amidino)
anilina (NAAN) polimerizado por persulfato (APS) dentro de polimeros que
responden a CO, como es el polimero, poli (N-(3-amidino) anilina (PNAAN)
[134]. Posteriormente se ha demostrado que nanoparticulas metélicas (NPs)
unidas a polimeros que responden a estimulos (SRPs) presentan propiedades
adecuadas para su empleo en el desarrollo de sensores Opticos. En base a
esto se ha presentado un sensor para determinar CO, empleando el polimero
PNAAN unido a nanoparticulas de oro (AuNPs) sintetizadas mediante la
reduccién directa de HAuCI4 con un monémero que responde a CO, N-(3-
amidino)-anilina (NAAN). Los grupos amidina del PNAAN se pueden protonar
por la presencia del CO; disuelto formando grupos amidinio hidrofilico. Esto
induce el hinchamiento de PNAAN separandose de la superficie de las
nanoparticulas AuNP, dando como resultado una agregacion de las AuNP

cambiando de color.
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También se han empleado nanoparticulas magnéticas Fe3O; MNPs
funcionalizadas con 5-(4-carboxifenil)-5, 10, 15-tris (4-fenoxifenil) porfirina
(COOH-POPP) y 1,2-bis(trietoxisililletano (BTSE) que presentan cambios en
las propiedades opticas en la region UV-Vis [135].

En los ultimos afios la comunidad cientifica se ha centrado en el desarrollo de
la electronica de bajo coste y sensores mediante el uso de procesos
industriales de impresién que exploran materiales novedosos y sustratos
flexibles, comparado con la tradicional electronica de silicio. Los dispositivos
impresos son realmente baratos y pueden abarcar un amplio rango de
aplicaciones y dispositivos desechables [136]. Las técnicas principales para la
realizacion de sensores impresos son: impresion por serigrafia (screen-
printing) e impresion de chorro de tinta (Inkjet printing). La serigrafia se basa
en la deposicion de peliculas gruesas de materiales mediante el uso de una
mascara. Los principales inconvenientes de la impresion de pantalla estan
relacionados con el uso de mascaras y materiales de desecho. Al contrario, la
impresion de chorro de tinta es una técnica de no contacto que permite el
rapido y real prototipado de los componentes electrénicos. Las interesantes
ventajas que aportan las tecnologias de impresion a chorro de tinta residen en
las caracteristicas de impresion directas, alta resolucion espacial y
compatibilidad con muchos sustratos.

Entre los polimeros compatibles con la impresion a chorro de tinta tenemos
polimeros como: PEDOT-PSS (3,4-etilen dioxitiofeno), PANI (polianilina) y
nanoparticulas de plata conductora. Impresoras comerciales para procesos
inkjet se basan tipicamente en cabezas piezoeléctricas que permiten la
deposicion de materiales funcionales y estructurales con resoluciones en el

orden de las decenas de micrémetros.

La combinacion de polimeros funcionales y conductores ha sido propuesta
como una solucién conveniente para realizar sen-sores impresos inkjet [137],
asi como el uso de tintas metélicas en combinacién con impresoras de bajo
coste [138].

Un sensor desarrollado para determinar CO, gaseoso consiste en un

sustrato PET donde una estructura IDT se ha realizado mediante impresion a
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chorro de tinta empleando una tinta basada en nanoparticulas de plata. Sobre
ella se imprime una tinta comercial de PEDOT/PSS que se cura a 80 ° C.

Sucesivamente, se deposita otra capa de 12 um de grafeno [139].

El principio sobre el que trabaja este sensor son los cambios en la
conductancia eléctrica de la capa de grafeno debido a la absorcion de las
moléculas de gas sobre su superficie, la salida resistiva del sensor esta entonces
condicionada por una tradicional configuracidbn puente. El sensor requiere
consecutivos ciclos de calentamiento, un calentador se puso bajo el sustrato y un

sensor Pt100 se uso6 para medir la temperatura del sustrato.

Las aplicaciones de los sensores de CO, son muy amplias como ha
guedado dicho en esta Introduccién, de entre ellas destaca una de gran interés
en la actualidad como es el ambito del envasado o empaquetado. El envasado o
empaquetado de un producto cumple diversas funciones: proteger, informar,
facilitar y contener; pues se emplea para proteger el producto del medio
ambiente, informar y proteger al consumidor, promocionar el producto, facilitar su
uso y permitir ahorro de tiempo y contener el producto en el formato en que se

presente.

En nuestra sociedad han surgido nuevos conceptos en envasado que se
resumen principalmente en dos diferentes tecnologias: envasado activo y

envasado inteligente.

El envasado activo se refiere a la incorporacion de dispositivos o
materiales en los sistemas de envasado con el objeto de mantener o aumentar la
calidad del producto y su tiempo de vida mejorando la funcién de conservacién
del sistema de empaquetado primario. Las tecnologias de empaquetado o
envasado activo incluyen acciones fisicas, quimicas o bioldgicas entre el envase,
el producto y/o la atmaosfera interior para lograr el resultado buscado. Entre las
diversas tecnologias de envasado activo utilizadas encontramos envasado
antimicrobiano, control de agua/humedad ambiente, eliminacion de olores,
emisién de aromas, eliminacién de oxigeno o etileno, generadores/absorbedores

de CO,, emisores de etanol, y oxidacion de diéxido de azufre.

El envasado o empaquetado inteligente se refiere a un sistema de

empaquetado capaz de llevar a cabo funciones inteligentes como podrian ser
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detectar, sensar, registrar, trazar, comunicar y aplicar logica cientifica con el
objeto de facilitar la toma de decisiones para extender la vida util, mejorar la
seguridad, mejorar la calidad, proporcionar informacion y precaver de posibles
problemas del producto. En consecuencia, un envasado serd inteligente si tiene
capacidad para trazar el producto, sensar el ambiente interior o exterior del

envase y comunicar con la persona. [140].

En atmésferas modificadas de alimentos envasados, la frescura y
seguridad del alimento puede ser estimado el nivel de CO; en el envase [141].
Se ha demostrado una correlacidon entre la concentracion de CO, y el
crecimiento de microorganismos en vegetales y sopas envasados asépticamente
en aire 0 en una mezcla 5% oxigeno y nitrégeno [142,143]. Generalmente se usa
la misma quimica empleada en el desarrollo de los sensores Opticos para la
determinacion de CO, gaseoso para la determinacion de este gas en
empaquetado [144]. Asi por ejemplo, se ha desarrollado un sensor para
determinar CO, gaseoso para aplicaciones en empaquetado inteligente basado
en el proceso de transferencia de energia FRET entre un complejo de platino
meso-tetra(pentafluorofenil porfirina de platino (II), PtTFPP, y el indicador de pH
a-naftoltaleina en etil celulosa empleando como agente de transferencia de fase
hidréxido de tetraoctilamonio o hidréxido de cetiltrimetil amonio [108], también se
han indicado otras posibles variantes con potenciales aplicaciones para la
determinacién de CO, en empaquetado inteligente [145], asi el empleo de
colorantes diceto-pirrol pirrol como indicadores de pH colorimétricos vy
fluorescentes [146]. También se ha descrito un dispositivo microfluidico para CO,
conteniendo una matriz de micropocillos conteniendo microparticulas de
polimeros cambiadores de iones dopadas con parejas de colorantes

halocrémicos y cationes de amonio cuaternario [147].

Se han desarrollado etiquetas flexibles pasivas impresas para la
monitorizacion de gases en envasado inteligente. Se basa en sensores quimicos
sensibles a las concentraciones de gas, CO, entre otros, de tipo colorimétrico. La
electronica de medida consiste en un LED para la excitacion optica de la
membrana de deteccidon y un detector de color digital de alta resolucion para la
lectura de la sefial 6ptica. Un microcontrolador recibe y procesa los datos que

permiten el umbral de deteccion para el gas correspondiente. Se ha disefiado en
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dos versiones, en la primera de ellas se incluyen células solares para la
alimentacion de la etiqueta [148] mientras que en la segunda se utiliza la
tecnologia Near Field Communication (NFC) para el cosechado de energia y la
transmision de datos al teléfono mavil que hace el procesado de la informacion
de color y la determinacion de concentraciones de los cuatro gases a los que es

sensible esta etiqueta pasiva [149].
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Capitulo 2

1. Instrumentacioén y software
1.1. Instrumentacion

Para realizar las medidas de intensidades de fluorescencia vy
fosforescencia, asi como de tiempos de vida de fosforescencia se utilizé un
espectrofluorimetro Cary Eclipse de Varian Inc. (Palo Alto, CA, EE.UU.). El
instrumento esta equipado con una lampara pulsante de Xenon a 80 Hz y una
anchura de pulso a media altura de aproximadamente 2 ps y esta controlado por
un ordenador con procesador Intel Pentium 4 con 260 Mb de memoria RAM y
Windows 2000.

Para realizar las medidas se introduce en el compartimento de cubetas del
equipo un portamuestras de disefio propio (Figura 2.1). El portamuestras esta
constituido por dos prismas triangulares que se atornillan para constituir un
prisma de base cuadrada. Las dimensiones de los dos prismas son 5 cm de alto
y 1 cm de base para ambos dos catetos; esta fabricado en hierro pintado de
negro y tiene un orificio pequefio en la parte superior que permite el acceso del
gas a la zona sensora de la membrana. Una vez atornillados los dos prismas el
portacubetas presenta un rebaje donde se introduce la membrana sensora tal

como se ve en la figura 2.1.

4 Entrada
de gas

Emisién

Excitacion

Membrana sensora
Membrana sensora

Figura 2.1. Portamuestras para medidas de luminiscencia
de las membranas.

Los espectros de absorcion de radiacion de las diferentes membranas se
registraron mediante un espectrofotometro de diodos Hewlett Packard HP-8453
(Nortwalk, CT, EE.UU.) conectado a un ordenador personal Pentium MMX 200,
provisto de un HD de 4,3Gb, CD-ROM 40x, 64 Mb de memoria RAM y Windows

95 como sistema operativo, mediante un interfase HP IB y un cable HP IB.
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Para la medida del tamafio de particula del fosforo sintetizado se utilizo
un microscopio de fluorescencia OLIMPUS DP-72. Para emplear color como
propiedad medida y coordenadas cromaticas como parametro analitico se
obtuvieron imagenes de las membranas sensoras en funcion de la concentracion

de CO; utilizando una camara fotografica digital Canon PowerShot G12.

Las diferentes mezclas de gases necesarias para los estudios llevados a
cabo, en proporciones volumétricas constantes y controladas, se han preparado
usando un equipo mezclador de gases dinamico suministrado por la empresa Air
Liquide Espafia S.A. Este equipo consta de tres reguladores de flujo méasico de
gas modelo F-201C-RA-22V, una camara de mezcla de acero de 0,5 L de
capacidad y médulo conversor RS-232/Flow Bus para comunicacion a ordenador
personal. La concentracion porcentual de las mezclas preparadas fue calculada
dividiendo el flujo del gas de interés por la suma de los flujos de la mezcla. Como
fuente de alimentacidon para este equipo se usaron gases presurizados de las
caracteristicas técnicas que se indican mas adelante. El sistema estd conectado
a través del software Lowdde32 de Air Liquide a un ordenador con procesador
Intel Pentium 4, que es el mismo al que esta conectado el espectrofotometro de
luminiscencia. El caudal de gas se controla mediante una hoja Excel programada

suministrada por Air Liquide.
Ademas de lo anterior se usaron los siguientes instrumentos y aparatos:

e Balanzas analiticas Mettler PJ360 Delta Range y Mettler AE 163, con rango
de pesada 0-30 y 0-160 g y precision 0,01 y 0,1 mg, respectivamente.

e Estufa de secado Memmert modelo U con rango de temperaturas de +30°C

a +220°C. Memmert (Alemania)

e Bafio ultrasénico Bramson, 1510E-MTH de Branson Ultrasonics, Danbury
(EE.UU.).

e Agitador giratorio P. Selecta de 16 viales. Barcelona (Espafa).

e Sistema centrifugo de preparacién de membranas de 150 mm. Spin Coater
WS-400-6NPP de Laurell Technologies Corporation (EE.UU.).

e Agitador vibratorio (12 tubos). Vibromatic Selecta. Barcelona (Espafa).
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e pH-metro digital Crison, modelo MicropH 2002, provisto de electrodo
combinado Orion 8102 Ross. HACH LANGE S.L.U. (Espafia)

e Rotavapor Heidolph tipo VV-1, 40-220 rpm. Heidolph (Alemania).

e |ka Vortex 4 digital. Con carcasa de fundicion de zinc resistente y con una
velocidad maxima 3000 rpm. IKA Works GmbH & Co. KG. Staufen (Alemania).

e Bomba para digestion acida de uso general 4749. Parr Instruments

Company, lllinois (EE.UU.).
e Horno de cenizas y calcinacion Modelo AAF 11/18 Carbolite (Reino Unido).

e Difractdmetro de rayos X de barrido vertical para polvo equipado con
ranuras Soller primarias y secundarias, un monocromador de grafito curvo de
haz secundario. Bruker AXS D8. Bruker AXS GmbH. Karlsruhe (Alemania).

e Mini molino de laboratorio Pulverisette 23. Lavallab, Quebec (Canada).

1.1.1. Calibrado de instrumentacién y equipos

En este apartado se recogen las medidas adoptadas de cara a garantizar el
control de calidad en los experimentos llevados a cabo en la presente Memoria.
Las actividades de control de calidad son acciones planificadas y documentadas
gue desarrollan en el laboratorio a intervalos de tiempo establecidos con objeto
de mantener el sistema bajo control. El control de calidad en general, se basa en

la comparacion de datos desde una perspectiva quimiométrica.

En la presente Memoria se ha llevado a cabo el control de aquellos equipos
cuyo mal estado o funcionamiento pudiera ser fuente de un error sistematico que
pudiera afectar a los resultados y, consecuentemente, a la inferencia que de

ellos se pudiera llevar a cabo.

Los equipos de medida tales como micropipetas, balanzas y matrazes
aforados fueron chequeados periddicamernte, y calibrados cuando el valor
medio resultante de diez medidas del patron de referencia diferia en mas de tres

veces la desviacion estandar de la calibracion previa realizada.

Como patrén se ha utilizado en el caso de las balanzas un juego de pesas

de 1,10 y 200 mg mientras que en el caso de pipetas, micropipetas y demas
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material volumétrico aforado se utilizd agua desionizada a temperatura

controlada, que fue pesada con las balanzas previamente calibradas.

La calibracion del fluorrimetro Cary Eclipse de Varian Inc., se llevo a cabo
cada 6 meses comprobando que el equipo cumple los siguientes tests:

e Exactitud de la longitud de onda del monocromador de excitacién y emision.
e Exactitud de la amplitud espectral de las rendijas de excitacién y emision.

e Control de luz dispersa.

e Medida del espectro Raman del agua.

La calibracion del espectrofotometro Hewlett Packard HP-8453 se llevd a cabo
también cada 6 meses comprobando que el equipo pasa los distintos test

indicados por el fabricante:
e Ensayo de filtro.

Corriente oscura.

Intensidad para diferentes rangos de longitud de onda.

Exactitud de la longitud de onda a 486 y 656,1 nm.

RMS Ruido.

RMS de la linea base.

1.2. Sofware
La recogida y tratamiento de los espectros UV-Vis se han llevado a cabo

mediante:
e UV HP ChemStation Software (modulo de cinética incluido).

La recogida y tratamiendo de los espectros de luminiscencia y tiempos de vida

de fosforescencia se llevaron a cabo mediante:
e Cary Eclipse Software.
e Perkin EImer Software.

Como programa de calculo se ha utilizado:

e Microsoft Excel 2010, Microsoft Corporation.
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Como editor de texto se ha utilizado:
e Microsoft Word 2010, Microsoft Corporation.

El disefio de las estructuras de las moléculas y graficas se ha realizado con los

programas:
e ChemDraw Pro 7.0.
e Microsoft Excel 2010
e Origin sr2 8.5.
Los programas empleados para el disefio de imagenes son:
e Microsoft Power Point, Microsoft Corporation.
e Adobe Photoshop 8.0.1, Adobe Systems Corporation.
Los programa de busqueda bibliografica y bases de datos son:
e SciFinder Scholar 2004 Editions, American Chemical Society.
e Reference Manager version 10, ISI ResearchSoft.
El programa para el tratamiento imagenes es:

e Image J Launcher. Programa de procesamiento de imagen digital
programado en Java desarrollado en el National Institute of Health. Version
1.4.3.67 (2006/02/01).

2. Productos quimicos
2.1. Disolventes

Agua desionizada (Tipo IIl). Obtenida en un equipo de 6smosis inversa
Milli RO12 Plus (Millipore) acoplado a un equipo de refinado Milli Q PLUS 185
(Millipore, Billerica. Massachusetts, EE.UU.). La conductividad del agua fue

controlada periddicamente, no superando en ningiin momento el valor de 10 uS.
Se emplearon, ademas, los siguientes disolventes:
e Tetrahidrofurano (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid, Espafa).

e Tolueno (Sigma-Aldrich).
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2.2.

Dimetilformamida (DMF) (Sigma-Aldrich).
Metanol PRS (Panreac, Barcelona, Espafia).
Dimetil sulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich).
Etanol PRS (Panreac).

Dioxano (Panreac).

Nitrometano para sintesis (Sigma-Aldrich).
Acetato de Etilo 99,5% (Panreac).
Diclorometano anhidro, 299.8% (Sigma-Aldrich).
Eter dietilico (Merck, Madrid, Espafa).

Hexano (Merck).

Reactivos

2.2.1. Reactivos empleados en la preparacion de disoluciones.

e Acido clorhidrico, 37%, PRS (Panreac).

e Hidréxido de sodio, PRS (Panreac).

2.2.2. Reactivos empleados para sintesis.

e Nitrato de gadolinio (lll) hexahidratado (Sigma-Aldrich).

e Nitrato de aluminio nonahidratado (Sigma-Aldrich).

e Nitrato de cromo nonahidratado (Sigma-Aldrich).

e Acido borico (Sigma-Aldrich).

e Urea (Sigma-Aldrich).

e Acetofenona (Sigma-Aldrich).

e p-hidroxibenzaldehido 98% (Sigma-Aldrich).

e Dietilamina 299.5% (Sigma-Aldrich).

e N, N-Diisopropiletilamina ReagentPlus = 99%(Sigma-Aldrich).

e Trifluoruro de boro eterato de dietilo, para sintesis (Sigma-Aldrich).
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e 3'-Cloro-4'-hidroxiacetofenona 95% (Sigma-Aldrich).

e Benzaldehido, ReagentPlus 299 % (Sigma-Aldrich).

e Acetatato amdnico 298%(Sigma-Aldrich).

e Sulfato sddico, técnico, anhidro, = 99% (Sigma-Aldrich).

e Silica gel para cromatografia en columna, 60 ( Sigma-Aldrich).
2.2.3. Reactivos formadores de la zona sensora.

En este apartado se recogen los reactivos utilizados para la fabricacion de
las membranas sensoras desarrolladas en la presente Memoria tales como

indicadores, bases, sales lipofilicas, plastificantes y polimeros.

Indicadores de pH

e a-Naftoltaleina (Sigma-Aldrich).

Luminé6foros

e Octaetilporfirina de Pt (II) (PtOEP) (Porphyrin Products, EE.UU.)

Agentes de transferencia de fase

e Hidréxido de tetraoctil amonio (TOAOH) (Sigma-Aldrich).

Hidréxido de tetrametilamonio (TMAOH) (Sigma-Aldrich).
e n-Butilamina (Sigma-Aldrich)

e Etanolamina (Sigma-Aldrich)

e Piridina (Sigma-Aldrich Quimica)

e 1,8-Diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) (Sigma-Aldrich)

Plastificantes

e Tributilfosfato (TBP) (Sigma-Aldrich)

e MIGHTY PSD copolimero policarboxilato, superplastificante (Kao

Chemicals Europe, S.L., Barcelona, Espafa)

e MELFLUX 2651. Eter policarboxilico, plastificante para agua (BASF,

Tarragona, Espafia).
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Tensioactivos

e Brig 35, Surfactante no idnico tipo polioxietileno (Sigma-Aldrich).

e Bromuro de hexadeciltrimetii amonio (CTAB). Agente tensioactivo

cationico (Sigma-Aldrich).

e Tween 20 (Polisorbato 20). Monolaurato de polioxietilen(20)sorbitano,

tensioactivo no iénico (Sigma-Aldrich).

Liquidos i6nicos

e Tetrafluoroborato de 1-etil-3-metilimidazolio (Sigma-Aldrich).

Cloruro de 1-etil-3-metilimidazolio (Sigma-Aldrich).
e Tetrafluoroborato de 1-dodecil-3-metilimidazolio (Sigma-Aldrich).
e  Cloruro de 1-decil-3-metilimidazolio (Sigma-Aldrich).
e Cloruro de 1-dodecil-3-metilimidazolio (Sigma-Aldrich).
e Tetrafluoroborato de 1-hexil-3-metilimidazolio (Sigma-Aldrich).
e 1-etil-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imida (Sigma-Aldrich).
e Cloruro de 1- metil- 3- octilimidazolio (Sigma-Aldrich).
Polimeros
e  Cloruro de polivinilo (PVC) (Sigma-Aldrich).
e Etil celulosa (Sigma-Aldrich).

e  Hydroxipropil metilcelulosa (HPMC), Metocel E-5 premium (Dow

Chemical Iberica S.L. Tarragona, Espafia).

Ademas de los reactivos indicados, se utiliz6 como soporte solido para la
preparacién de las membranas poliéster tipo Mylar en laminas de 0,25 mm de
espesor, orientado biaxialmente (Goodfellow, Cambridge, UK).

2.3. Gases.
Los gases utilizados han sido suministrados por Air Liquid S.A. y son:
e Nitrogeno N»-1, botella B50; contenido en impurezas <3 ppm para el

H,0, < 2 ppm para el O, y < 0,5 ppm para C,Hn.
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e Dibéxido de carbono N45; botella B50 con contenido en impurezas <7
ppm para el H,O, < 10 ppm para el O2 , < 1 ppm para H2 y < 25 ppm
para N2.

e Mezcla calibrada de dioxido de carbono 1% y nitrégeno 99%, botella
B10. Con una incertidumbre relativa del 2%.

e Mezcla calibrada de dioxido de carbono 5% y nitrégeno 95%, botella
B10. Con una incertidumbre relativa del 2%.

3. Metodologia

A continuacién se expone la metodologia empleada durante esta Memoria de
Tesis Doctoral, describiéndose la forma en que se han preparado, utilizado y
realizadas las medidas.

3.1. Preparacion de mezclas de gases

Para la preparacion de las mezclas de gases utilizadas se ha empleado
un sistema mezclador que dispone de tres canales de entrada de gas, en el que
cada uno puede llevar un caudal desde 0 a 5 Ln/min, donde litros normales (Ln)
se refieren al volumen de gas a presion atmosférica y a una temperatura de
20°C. El caudal de gas se ajusta mediante un controlador de flujo masico
operado mediante un software que permite programar la composicion deseada.
Los gases procedentes de cada canal se hacen llegar a la torre de mezcla
saliendo con un porcentaje conocido, desde donde se dirige al portamuestras

para ser usado en el espectrofluorimetro con la membrana sensora dispuesta.
3.2. Preparacion de membranas sensoras: tipos y disposiciones

Existen diversas metodologias utilizadas para la preparacién de sensores.
De ellas se ha elegido por su sencillez de preparacion y los buenos resultados
gue proporciona la de disoluciéon de los componentes, tanto de los reactivos
como de los materiales de membrana, en un disolvente del que por deposicion
de un volumen en un soporte adecuado y evaporacion controlada, da lugar a una

membrana con las caracteristicas deseadas.
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Para la preparacion de las membranas sensoras hemos seguido la

siguiente metodologia:

1. Seleccion de componentes, preparacion y optimizacion de la disolucién que

contiene los reactivos en un vial, a la que denominamos como céctel.

2. Preparacion de la membrana sensora propiamente dicha, a partir de coctel

anterior.

La primera etapa se describird especificamente en cada capitulo para
cada una de las membranas sensoras preparadas. De forma genérica consiste
en la disolucién de un numero determinado de componentes en un disolvente
adecuado, asi como la optimizacién pertinente de las cantidades presentes

necesarias para cada tipo de sensor.

Para preparar las membranas sensoras, se utilizd un sistema rotatorio de
velocidad de giro variable (spin-coater). Este dispositivo, consta de un motor que
hace girar un plato a una velocidad variable y programable, el cual tiene una
muesca superficial que presenta las mismas dimensiones de la lamina soporte
de poliéster y que es donde esta encaja. Todo el mecanismo va cerrado con una
tapa superior que tiene un orificio de forma que una vez cerrada dicha tapa
gueda a una altura y posicion adecuadas, para que con ayuda de una
micropipeta se pueda depositar un cierto volumen del céctel en la lamina de
poliéster que se encuentra girando. De esta forma, el volumen de céctel
depositado se expandira de forma homogénea sobre el poliéster debido a la
accion de la fuerza centrifuga. La velocidad de giro, que se puede variar,

permitira controlar el espesor de la zona activa del sensor.

Para estimar el espesor de la zona activa, si la consideramos como un
cilindro, se puede aplicar la ecuacion 2.1 con el que podemos calcular la altura

de dicho cilindro, es decir, el espesor de la membrana:
V=mr?-h (Ec. 2.1)

donde r es el radio de la zona sensora, h es el espesor y V es el volumen que
ocupan todos los componentes de esa zona. El volumen se calcula considerando
todos los componentes sélidos del coctel y dividiéndolo por la densidad media de

los componentes mayoritarios presentes (ecuacion 2.2):
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V=Ym/d (Ec.2.2)

En esta ecuacion m es la masa de cada uno de los componentes de la

zona sensora y la densidad de la membrana.

Una vez evaporado el disolvente, nos resulta una membrana circular
sobre la lamina de un soporte. Como soporte se ha utilizado Mylar (Goodfellow,
Huntingdon, Reino Unido) que es un termoplastico de tipo poliéster, en concreto
un polietilen tereftalato. Presenta buenas propiedades oOpticas, gran inercia
quimica y escasa permeabilidad a gases (a 25°C: para CO; 0,2 cm®cm cm? s*
Pal; para N, 0,04 cm*®cm cm? s? Pa™; para O, 0,03 cm®*cm cm?s™ Pa™y para
agua 100 cm®-cm cm? st Pal). A esa zona resultante la denominamos zona
activa del sensor o zona sensora (Figura 2.2) y es sobre la que mediremos la

sefal analitica.

‘/% Zona Sensora

> Soporte de Mylar

Figura 2.2. Membrana sensora.

3.3. Metodologia de medida de las membranas
3.3.1. Registro de los espectros de absorcién

Para el registro del espectro de absorcion, se sitla la membrana con
ayuda del portamuestras antes indicado en el compartimento de medida del

espectrofotometro UV-Vis.

Para las medidas de luminiscencia se utiliza un espectrofluorimetro,
introduciendo la membrana en el portamuestras correspondiente descrito
anteriormente, que permite la llegada del gas a la zona sensora. Se registra la
variacion de la intensidad de luminiscencia con la longitud de onda de emision
del lumin6foro mientras se expone la membrana a concentraciones de CO; entre

0% y 100%. Definimos | como la intensidad de luminiscencia registrada a
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cualquier concentracion de gas; lo como la intensidad de emision al 0% de CO,y
por tanto 100% de N3 e l;oo como la intensidad de emision al 100% de CO,y por
tanto 0% de Ny,

Si la membrana responde a la presencia de CO,, la intensidad de
luminiscencia debe aumentar a medida que aumentemos la concentracion de
este gas datos a partir de los cuales estableceremos la correlacion entre la

intensidad de luminiscencia y la concentracion de CO, presente.
3.3.2. Medida de color

La medida del color o colorimetria como técnica para la determinacion de
la sefial analitica se ha utilizado alternativamente a la medida de luminiscencia
en esta Tesis por creciente tendencia hacia el uso de los dispositivos moviles
como instrumentos de deteccion en determinaciones analiticas rapidas. Esto se
debe a las ventajas que presenta como simplicidad de uso y a que es facilmente
combinable el uso de color con dispositivos de imagen portétiles y ampliamente
distribuidos. De este modo resultan procedimientos analiticos faciles de usar en
muchas &reas que demandan aplicaciones fuera del Ilaboratorio para
monitorizacion in situ y en tiempo real. Este tipo de procedimientos se
denominan procedimientos CVAC (Computer Vision-based Analytical Chemistry)
[1].Por ello, nos ha parecido interesante estudiar la medida de la variacion del
color de uno de los sensores desarrollados con vistas a su posible uso en
empaquetado inteligente de alimentos con objeto de poder conocer el estado de

los mismos en funcién de la concentracion de CO; presente.

El color es una percepcién visual que se genera en el cerebro al
interpretar las sefiales nerviosas enviadas por la retina ocular como
consecuencia de su interaccién con la radiacién electromagnética visible. Por
otra parte, el color no pertenece intrinsecamente a los objetos a los que
asociamos un color, sino que es una propiedad de la luz que vemos después de

reflejarse en ellos o de ser transmitida por los mismos.

Aunque un color puede ser descrito de forma precisa midiendo la
distribucion de energia espectral de la luz que origina (energia por unidad de
area y longitud de onda de una iluminacion dada), esto conlleva un alto grado de

redundancia debido a que la retina del ojo es sensible al color en tres zonas
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amplias de longitudes de onda, correspondientes de forma aproximada a luz
roja, verde y azul. Las sefales eléctricas de las células de la retina (conos) junto
con las de las células sensibles a intensidad (bastones) se combinan en el
cerebro dando lugar a las diferentes sensaciones asociadas a color: claridad,
tono, saturacion, forma, tamafo, textura, localizacion u otras, y que se
denominan atributos psicologicos del color [2]. Pese a su subjetividad y a que
depende de como es percibido por el observador, el color se puede especificar
numéricamente a partir de las leyes experimentales que resultan de la
generalizacion empirica conocida como generalizacion tricromatica [3]. A partir
de medidas fisicas de potencia radiante y utilizando diversos tipos de detectores,
es posible llegar a definir un color. Los dispositivos mas habituales son térmicos
y fotdnicos, estando en este Ultimo caso basados en los efectos fotoeléctrico
externo (fotoemisién) o fotoeléctrico interno (fotoconductividad y fotovoltaico),
siendo muy frecuentes los dispositivos de carga acoplada CCD vy los dispositivos
CMOS.

La forma de especificar, crear y visualizar colores es mediante los

denominados espacios de color [4].

Un espacio de color es la combinacién de un modelo de color y de una
apropiada representacion gréfica de este modelo. Se denomina modelo de color
a un modelo matemético abstracto que describe los colores como secuencias de
nameros, habitualmente tres o cuatro valores dependiendo del modelo, asi RGB
o CMYK (figura 2.3). Los espacios de color se pueden clasificar en cuatro grupos
gue se relacionan mediante diferentes tipos de transformaciones matematicas: a)
triestimulo lineales (CIE XYZ, RGB), b) cromaticos xy (CIE xyY), c)
perceptualmente uniformes (CIE L*u*v*; CIE L*a*b*, R'G’'B’ no lineal) y d)
orientados al tono (HSL, HSV).

En Quimica Analitica se ha utlizado la informacién procedente de
diferentes dispositivos de imagen con propositos cuantitativos; asi, escaneres
manuales [5] o de sobremesa que operan tanto por reflexion [6] como por
transmision [7], dispositivos CCD [8], video camaras [9], camaras fotogréficas

digitales [10] y analizadores digitales de color [11-13].
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Figura 2.3. Comparacion entre los espacios de color RGB (mezcla aditiva de colores)
y CMYK (mezcla sustractiva de colores).

De los espacios de color, los mas utilizados en quimica analitica son los
espacios triestimulo (RGB) y los de cromaticidad xy. El problema de estos
espacios es que los colores se definen como mezcla de colores basicos y con
frecuencia se utiliza un solo canal de los tres, con la pérdida de informacién que
ello supone, o bien varios de ellos a la vez, principalmente como cocientes de
coordenadas. Por tanto, hay que enfrentarse a la decision de o bien emplear un
procedimiento en el que sean necesarias las tres coordenadas colorimétricas
para asi definir correctamente el color que adquiere el sistema analitico, lo que
hace que el procedimiento sea mas complejo, o bien utilizar un solo canal con la
pérdida de informacién que ello conlleva, aunque el procedimiento sea mas
sencillo. Esta pérdida de informacion se traduce a su vez en una disminucion de

la robustez de la sefial.

Para resolver esta cuestion se ha propuesto por este Grupo de
Investigacion el uso analitico del espacio de color HSV (Hue, Saturation, Value) y
en concreto de su coordenada H [14]. Este espacio HSV define los colores como
una combinacion de tres parametros: tono (H), saturacion (S) y luminosidad (V).
Por tanto, en este espacio el tono de un color viene definido solo por el
pardmetro H, mientras que las otras dos coordenadas afiaden aspectos tales
como intensidad en el caso de la saturacion y claridad u oscuridad en el de la
luminosidad. De esta forma, es posible definir el tono de un sensor Optico
mediante una sola coordenada y no tres como ocurre en las coordenadas RGB,

resultando un parametro analitico mas sencillo y robusto.
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Las ecuaciones 2.3-2.5 permiten calcular las coordenadas H, S y V,
respectivamente [15]. Como vemos, a partir de los valores RGB de cada pixel
del dispositivo de imagen se calcula la coordenada H y, a partir de todos los
pixeles que existen en la imagen de cada elemento sensor, la moda del conjunto

de datos de H obtenidos, que es utilizada como valor representativo.

. G'B, +0 /6; simax=R
MaXcanal-MMNeanal
H= _ B-R +2/6; simax=G (Ec. 2.3)
MaXcanal -MMNeanal
. R'G, +4/6; simax=B
MaXcanal ~-MMcanal

I’néxcanal -MIN, 4,
S= o (Ec. 2.4)
maxcanal
V =maXx 4 (Ec. 2.5)

Figura 2.4. Representacion del espacio de color HSV

Debido a la naturaleza circular de H, frecuentemente es representada
como un circulo cuyos valores posibles se sitian entre 0 y 360° representado
ambos el mismo tono (figura 2.4). No obstante y al objeto de simplificar el calculo

utilizando H, los valores angulares se normalizan entre Oy 1.
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En un estudio previo realizado dentro del grupo de investigacion [14], se
demostré que el pardmetro analitico H, al contrario de lo que ocurre con los
valores RGB, presenta una considerable insensibilidad frente a variaciones tanto
del dispositivo de medida como de condiciones de iluminacibn o espesor,
concentracion de colorante o croméforo o modo de fabricacion de la membrana.
No solo presenta ventajas frente a otras coordenadas de color, sino que,
ademas, debido a la alta precision que se obtiene con este parametro, es posible
su uso de forma directa sin necesidad de normalizar de la sefial entre un valor
maximo (maxima concentracion de analito) y uno minimo (ausencia de analito)
mediante el empleo del parametro 1-a, como es habitual en los sensores de
iones tipo iondforo-cromoiondforo [16,17]. Para obtener las imagenes de las
membranas de las que se extraeran las coordenadas crométicas como
pardmetro de medida se coloca la membrana en el interior de una caja de luces
de fabricacion casera, con una iluminacion constante proporcionada por dos
LEDs, para que todas las fotografias se hagan en las mismas condiciones de

iluminacién de la caja. El montaje se puede ver en la figura 2.5.

Entrada de gases

desde el mezclador Camara digital fijada

mediante un tornillo a
un soporte de la caja
de luces

Figura 2.5. Caja de fabricacion propia donde se lleva a cabo la
captura de imagenes mediante una camara fotogréfica.

Por un orificio de la caja de luces se introduce el gas procedente del
mezclador de gases, exponiendo de esta forma la membrana a concentraciones
conocidas de CO, y se van tomando fotos de la membrana con la camara digital
a diferentes concentraciones CO,. Para tratar las imagenes se selecciona la
region de interés (ROI) de cada una de ellas, esto es la imagen de la zona

sensora de la membrana y se calculan las coordenadas croméaticas RGB de
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cada uno de los pixeles, utilizando la moda de cada coordenada como valor
representativo. Con esas coordenadas calculamos las coordenadas HSV tal

como se ha indicado anteriormente.

4. Preparacion y caracterizacion de los elementos sensores
4.1. Optimizacion de larespuesta del sensor

Para establecer la composicion mas adecuada de las membranas
sensoras se han empleado la optimizacion monofactor ya que se ha comprobado

gue la interaccion entre las variables es minima.
4.2. Calibracién

Para establecer la relacion matemética que liga la sefial con la
concentracion de gas se ha operado de forma diferente dependiendo de la sefal
analitica utilizada. En cualquier caso fue calculada una curva de calibracion
estandar ajustada mediante el método de los minimos cuadrados [18]. Las
curvas fueron obtenidas mediante el uso de mezclas gaseosas estandar
preparadas segun se ha indicado previamente. Dichas medidas fueron
realizadas por triplicado y los datos obtenidos experimentales obtenidos fueron
usados para evaluar y seleccionar el modelo matematico al que mejor se
ajustan. Se ha utilizado el coeficiente de variacién (R?) para evaluar el mejor
ajuste de los datos experimentales al modelo matemético. Para aceptar el ajuste
se ha usado como criterio que el valor de R? expresado como porcentaje sea

mayor del 90 %.
4.2.1. Medidas de luminiscencia

Tras realizar las medidas de luminiscencia para diferentes
concentraciones de gas se observa en todos los casos que la relacion es de tipo
logaritmico con un rango dindmico lineal muy corto hasta una determinada
concentracion, para a partir de aqui ir estabilizandose paulatinamente hasta
llegar al 100% de concentracion de CO,. Esto supone un problema para la
calibracion, pues se pierde parte de la informacién analitica que la curva

contiene.
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Con el fin de linealizar la relacion entre la intensidad de luminiscencia y el
porcentaje de CO,, se utilizé la inversa de la intensidad relativa de
fosforescencia (l100-lo) / (I-10), donde lp y ligo fueron las intensidades a 0 y el
100% de CO, gas frente a la inversa de la concentracion de CO,, de acuerdo
con la propuesta de Nakurama y Amao [19] que obtuvieron con esta expresion
funciones de calibrado lineales rectas con buenos coeficientes correlacion, muy

proximos a la unidad. La expresion es la sefialada en la ecuacion 2.6.

l100-! 1
2o A +B (ec. 2.6)
-l [CO,]

4.2.2. Medidas de color

Con el programa Image J, se trata cada una las imagenes obtenidas
mediante la cdmara fotogréfica seleccionado en primer lugar el ROI del que se
calculan los valores modales de las coordenadas RGB con los que se calculan
las coordenadas HSV. Con la coordenada tonal H estableceremos la relacion
con la concentracion de gas. A continuacion se linealiza la funcion de acuerdo

con la ecuacion de Amao y Nakurama.
4.3. Caracterizacion analitica de las membranas desarrolladas

Los pardmetros analiticos que se aplican para la caracterizacién los

procedimientos basados en las membranas desarrolladas son los siguientes:
4.3.1. Limite de deteccidn

El limite de deteccion (LD) se define como la cantidad o concentracion
minima de sustancia que puede ser detectada con fiabilidad por un método
analitico determinado, aunque no necesariamente cuantificada. En este caso el
limite de deteccién se calcula a partir de los datos exponenciales iniciales y no
de la transformaciéon que resulta de aplicar la ecuacion de Amao y Nakamura
gue nos llevaria a un valor indeterminado de limite de deteccién cuando
midiéramos la intensidad de luminiscencia | para ausencia de CO,. Para
calcularlo utilizaremos los primeros puntos de la dependencia exponencial que

se pueden ajustar a una linea recta y mediremos el valor de la desviacién
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estandar del blanco (muestras que solo contienen gas nitrégeno) a partir de 8
réplicas.

A partir del valor limite de deteccion, las concentraciones de CO; se
calculan a partir de la ecuacion de Amao y Nakumura.

De acuerdo con la IUPAC y la ISO [20,21] se calcula el LD mediante la ecuacion
2.7:

donde Xo es la sefal media del blanco y So es la desviacion estandar de 8
muestras blanco y K es un factor numérico cuyo valor depende del nivel de
confianza deseado, habitualmente se usa un valor de 3 valor que supone un

nivel de confianza del 99,86 %.
4.3.2. Limite de cuantificacion

Se define como la concentracion minima que puede determinarse con un
nivel aceptable de precision y exactitud. De los distintos métodos para obtener el
limite de cuantificacion se ha optado por calcular la cantidad promedio de analito
gue proporciona una sefial igual a la sefial del blanco méas diez veces la

desviacion estandar del blanco como nos indica la ecuacion 2.8.

LC= Xg+Sg-K=Xg+10S, (ec. 28)

donde, al igual que en el caso anterior, Xq es la sefial media del blanco, Sy es la
desviacion estandar de al menos 10 muestras blanco y K es un factor numérico
cuyo valor es 10, valor que supone un nivel de confianza del 99,86 %. Como en

el caso anterior se calcula a partir de los datos exponenciales iniciales.
4.3.3. Intervalo de cuantificacion (IC) y de deteccion (ID)

El intervalo de cuantificacion es el intervalo de concentracion para el cual
puede utilizarse satisfactoriamente un meéetodo de analisis [22]. Se encuentra
comprendido entre los niveles inferior y superior de concentracion de analito para
la cual se ha demostrado que el procedimiento analitico es adecuado atendiendo
a su precision, exactitud y funcion de calibrado; es decir, entre la minima

concentracion de analito que puede ser cuantificada (limite de cuantificacion) y la
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maxima concentracion ensayada cuya sefial analitica permita una adecuada

determinacion de la concentracion.

Por otra parte, el intervalo de deteccién del método es el intervalo de
concentraciones definido por el limite de deteccion y el limite de cuantificacion

calculados.
4.3.4. Precision

Se define como el grado de concordancia entre resultados de medidas
obtenidas de tomas mudltiples a partir de la misma muestra homogénea y en las
condiciones establecidas. Esta expresada como la desviacion estandar relativa
(DER) de un cierto numero de medidas repetidas bajo las mismas condiciones
tanto de operador como instrumento y a corto plazo. Es un parametro indicativo
del grado de incertidumbre que debemos esperar de los resultados analiticos. Se

han evaluado dos concentraciones diferentes.

En nuestro caso, al ser membranas reversibles, se pueden definir dos
tipos de precisiéon, entendidas como repetibilidad o precision intramembrana y
precision intramembrana. La primera de ellas indica la precision de la medida
utilizando la misma membrana. La precision intermembrana estudia la

variabilidad que introduce el empleo de una membrana diferente en cada réplica.
4.3.5. Tiempo de respuestay recuperacion

En este tipo de sensores, definimos como tiempo de respuesta el que
transcurre desde que se sita el sensor una atmésfera exenta del gas analito
hasta que se obtiene valor maximo al exponerlo a una atmésfera de gas analito
puro. Habitualmente se expone a atmosferas alternativas oxigeno-nitrdgeno o
dioxido de carbono-nitrégeno. También diferenciamos entre el tiempo de subida
de la sefal o tiempo de respuesta y tiempo de bajada de la misma o tiempo de
recuperacion. Para este caso lo denotamos como: tI (N, >CO,) y tT (CO, >
N>). Se suele definir el tiempo de respuesta como el necesario para que la sefal
pasa del 10% al 90% de la sefial maxima y en el caso del tiempo de

recuperacion el necesario para que la sefal pase del 90% al 10%.
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Para llevarlo a cabo utilizamos el fluorimetro en modo cinético y vamos
registrando varios ciclos de recuperacion y respuesta de 10%-90% de CO; a lo

largo de un tiempo determinado (normalmente 2000 s).
4.3.6. Tiempo de vida

Representa el periodo de tiempo durante el cual el sensor en cuestion

sigue respondiendo a los cambios de COx.

Para ello se preparan un conjunto de sensores almacenados en las
condiciones adecuadas se van haciendo medidas de forma periddica del
parametro de optimizacion li00-lo, donde l;00 €s la medida de la intensidad de la
sefial al 100% de CO, y |y es la medida de la intensidad de la sefal al 100% de
N,. Para ello utilizaremos los graficos de control que son herramientas
estadisticas muy simples de construir y de utilizar, y muy Utiles para controlar
tendencias y la estabilidad de un proceso analitico [23] construida a partir de la
medida replicada de un sensor recién preparado (etapa de aprendizaje). Con
estos resultados iniciales de la muestra de control se establece el valor de la
linea central. Los limites de aviso y de control se sitian a unas distancias de + 2s
y = 3s respectivamente. Se suelen utilizar los valores 2 y 3 cuando el valor
promedio de la muestra de control ha sido encontrado con un ndamero
suficientemente grande de repeticiones. Cuando al representar el valor obtenido
en funcién del tiempo el valor cae fuera de la variabilidad esperada (linea de
control) se considera que el tiempo de vida ha concluido. A este valor le vamos a
llamar tiempo de vida T1. No obstante puede ocurrir que el sensor siga
respondiendo al gas, aunque con menor sensibilidad, lo que significa que podria
seguir siendo usado siempre que se recalibre. A este tiempo de vida lo

llamaremos T2.
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1. Introduccién

La mayoria de los sensores épticos para didéxido de carbono gaseoso se
basan en el caracter acido de la molécula. Dentro de ellos los de tipo membrana
seca utilizan habitualmente el hidroxido de tetraoctilamonio (TOAOH) como
agente de transferencia de fase lo cual permite cambios de color o luminiscencia
de los indicadores presentes en la membrana sensora [1, 2]. La capacidad de
esa membrana sensora para responder al gas se justifica por la presencia de
moléculas de agua de hidratacion en el par i6nico formado entre el indicador y el
cation amonio cuaternario (IN"TOA"), las cuales permiten la formacion de acido
carbonico a partir del CO, presente en la atmésfera con la que esta en contacto
la membrana y la consecuente neutralizacion parcial del indicador que se
encuentra en forma basica pasando este a su forma acida con el consiguiente

cambio de color, tal como indica la ecuacion 3.1.

TOA*In™ - xH,0 + CO, & TOA*HCO3 - (x — 1)H,0 + HIn (ec. 3.1)

Por otra parte, el polimero de membrana usado juega un papel importante
en la sensibilidad y estabilidad de los sensores de gas, asi se han usado
materiales como etilcelulosa [3], tipos sol-gel [2], siliconas [4] y materiales
compuestos como por ejemplo la mezcla de polimeros polimetilmetacrilato y
polietilenglicol [5].de sensores suponen un gran avance con respecto a los que
habia anteriormente, presentan una serie de limitaciones. Los principales

problemas encontrados son:

1. El nimero reducido de indicadores fluorescentes existentes que permiten
tales medidas ya que deben tener un valor de pK, adecuado para desplazar
su equilibrio acido-base por la presencia de CO; [4]. Con el fin de hacer
frente a este inconveniente, se han desarrollado diferentes estrategias en la
bibliografia como son las basadas en el empleo de procesos de transferencia
de energia por resonancia de fluorescencia [2] y el uso de procesos de filtro
interno; asi como otros, asi procesos de transferencia electronica

fotoinducida y transferencia proténica [6-8].
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2. Otros problemas se relacionan con la baja fotoestabilidad de indicadores, la
variabilidad de la fuente de excitacion y la lixiviacion de reactivos. La
resolucion de estos se ha abordado a través de la medida de tiempos de
vida de los indicadores fluorescentes [9] en lugar de medir intensidades, por
métodos de cociente de sefales, también llamadas ratiométricas, utilizando,
por ejemplo, dos longitudes de onda de excitacion de luminéforo [10,11] v,
por ultimo, usando la técnica de referenciacion de doble luminéforo (DLR)
[12].

3. Otro problema que presentan y que contribuye a reducir la estabilidad de la
membrana es la deshidratacion de la misma que hace que esta deje de
responder al gas. Se ha estudiado su solucion a través de la sustitucion de la
sal de amonio cuaternario presente por liquidos iénicos [5] Se ha sugerido
gue la inclusién de liquidos iénicos en sensores de CO2 ayuda a la retencion
de agua [9]. La modificacion mas reciente propuesta consiste en el empleo
materiales nanoparticulados de emision tipo upconversion [13] que exhiben
una alta capacidad de penetracion al ser excitados, con la ventaja de que
evitan la autofluorescencia de biomoléculas debido a la excitacién por

radiacion infrarroja.

Con el objetivo de reducir estos inconvenientes, en este capitulo se
presentan diferentes estrategias utilizadas fundamentalmente para reducir los
problemas de deshidratacion de los sensores de fase soélida. Como punto de
partida trabajamos sobre un sensor fosforescente basado en filtro interno
desarrollado previamente en nuestro grupo de investigacion ECsens [1,14]
presente en la membrana que ademas contiene el hidroxido de amonio
cuaternario TOAOH que actia como tampédn interno. El cambio en la posicion
del equilibrio acido-base por parte del CO, y el concomitante cambio de color se
traduce en un cambio de emision luminiscente debido al solapamiento del
espectro de absorcion de la forma basica del indicador de pH y el de emision del
luminoforo de alto tiempo de vida, octaetilporfirina de platino (PtOEP). La
presencia de CO, desplaza paulatinamente el equilibrio del indicador hacia su
forma acida con el consiguiente aumento de la emisién fosforescente del
luminoforo. En la Figura 3.1 se muestran los espectros de la forma basica del

indicador y el espectro de excitacion y emision del luminéforo. Como
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consecuencia de un filtro interno se produce un proceso de emision luminiscente

al aumentar la concentracion de CO, en contacto con la membrana.

1.20

0.80

0.40 A

Absorption/ Emission, a.u

0.00 T T T T T T
450 550 650 750

wavelenght, nm

Figura 3.1. Espectros normalizados de los
componentes de la membrana sensora. Excitacion(A) y
emision del luminéforo (PtOEP en PVCD) (C). Espectro
de absorcién de la forma basica de la a-naftoltaleina

(B).

Este sensor lo consideraremos sensor de referencia y a partir de él hemos
introducido las modificaciones oportunas para conseguir la mejora de la
respuesta sensora y las caracteristicas de la membrana. Para ello se ensayaron
diferentes alternativas: la primera alternativa estudiada fue la sustitucién del
agente basico hidroxido de tetraoctil amonio (TOAOH) por otros agentes basicos
mas estables que no sufran la degradacion de Hoffman lo que supone un

acortamiento del tiempo de vida del sensor.

“oH

[ /

Ha ‘L
Ri—N—C—C—R —> R—N + N H,0
1 |~,J | 2 1 | - 4+ 3

R, H R,

Ry =CyH,

R, = C.H, 4

Figura 3.2. Degradacion de Hoffman del hidroxido de amonio cuaternario.
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La degradacion de Hoffman consiste en el ataque por parte de un grupo
hidroxilo a los hidrogenos que se encuentra en posicidén B, con la consiguiente

ruptura de la molécula. Dicho mecanismo se muestra en la figura 3.2.

En este sentido se seleccionaron dos grupos de agentes bésicos: el
primero esta constituido por el hidroxido de tetrametilamonio (TMAOH) (Figura
3.3). Molécula que no puede sufrir la degradacion de Hoffman debido a que no
posee hidrogenos en posicion [ susceptibles de poder ser atacados por el

hidroxilo, como se puede ver en su estructura molecular.

CH;

CH;

Figura 3.3. Molécula de TMAOH.

El segundo grupo esta constituido por aminas de diverso tipo, las cuales

se muestran en la figura 3.4.

o Ho/\ | oS
NH,

NH, N~

N-butilamina etanolamina piridina

1.8-diazabiciclo [5.4.01 undec-7-eno

Figura 3.4. Aminas utilizadas como agentes basicos.

La segunda alternativa ensayada fue reemplazar la etilcelulosa usada

como polimero de membrana por polimeros de caracter mas hidrofilico que
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puedan retener mejor y en mayor cantidad agua, aumentando asi la eficiencia y
estabilidad del sensor por las razones que antes hemos comentado. Para ello se
sustituyé el polimero hidrofobico etilcelulosa [15] por el polimero hidrofilico
hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) [16].

2. Preparacién de las membranas sensoras

Para el estudio de este sensor de CO, mejorado se prepararon un

conjunto de membranas conteniendo las diferentes alternativas a ensayar.

El sensor para CO, que hemos llamado de referencia que es el que se ha
desarrollado en un trabajo previo del grupo de investigacion. Se prepara sobre
un soporte tipo Mylar que es Opticamente transparente y no luminiscente,
utilizando dos membranas dispuestas en caras opuestas del soporte. Estas se
fabrican a partir de dos disoluciones A y B conteniendo los reactivos necesarios
y usando la técnica de spin-coating. La disolucion A contiene octaetilporfirina de
platino como luminoforo y polivinil-co-polivilideno (PVCD) como polimero de
membrana disueltos ambos en tetrahidrofurano. El uso de este polimero
impermeable a oxigeno es necesario para evitar la interferencia de este gas,

pues atenda la luminiscencia del complejo de platino.

La disolucion B contiene el indicador de pH a-naftoltaleina, el agente de
transferencia de fase hidroxido de tetraoctiiamonio TOAOH, el polimero
hidrofobico etilcelulosa y tributilfosfato como plastificante, todos ellos disueltos en

una mezcla tolueno/etanol.

A continuacion, se describe la composicion de los cocteles A y B
empleados y la forma de preparacion del sensor ya que nos sirven de punto de

partida para desarrollar las estrategias de mejora propuesta.

Para preparar los cécteles iniciales se opera de la siguiente manera. Para
el coctel A se disuelven en un vial 100 mg de PVCD en 1 mL de THF recién
destilado usando un bafio de ultrasonidos y una vez totalmente disuelto se le
afiaden 0,5 mg de PtOEP.

Para el céctel B se disuelven un vial de 4 mL, 64 pL de tributilfosfato, 320

ML de una disolucion de 2,2 mg de a-naftoltaleina en 2 mL de tolueno/etanol

87



Estrategias de mejora

80:20, v/v, 60 mg de EC previamente disuelta en 1 mL de tolueno y finalmente
200 pL de TOAOH 0,335 M.

Para la preparacion de las membranas se ha utilizado la técnica de spin-
coating, depositando sobre un soporte tipo Mylar de 35 x12 mm [1] 20 pL del
coctel A en una de las caras del mismo, dejandolo secar en el interior de un
recipiente herméticamente cerrado en presencia de un vaso con el disolvente
THF para asegurarnos de que la atmodsfera en el interior del recipiente esta
saturada en el mismo lo que produce un secado lento de la membrana (Figura
3.5A).

Después en el mismo soporte de Mylar que tiene por una de las caras la
membrana del céctel A y con la misma técnica de spin-coating se depositan en la
otra cara 25 pl del céctel B para preparar la membrana (Figura 3.5B). De esta
manera se producira un efecto de filtro interno al estar en contacto Optico esas
membranas en presencia de CO; lo que originara una variacion en
luminiscencia. No es factible preparar las dos membranas en la misma cara ya
gue se ha comprobado que al depositar el coctel B sobre la membrana
preparada de coctel A se produce la disolucion parcial de la misma mezclandose

los reactivos y no respondiendo al gas.

> Zona
Sensora Coctel B —> <—— (Coctel A

Figura 3.5. Membranas para CO,. A: membrana preparada con el coctel A; B:
membranas tipo sandwich para CO..
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2.1. Preparacion de las nuevas membranas sensoras

En esta Memoria se han preparado cuatro nuevos sensores de doble
membrana, con la misma configuracion de la Figura 3B. Para cada uno ellos se
preparan en una cara la membrana luminiscente con el coctel A conteniendo
octaetil porfirina de platino, mientras que en la otra cara se prepara la membrana
sensora a CO; habiéndose ensayado cuatro variantes del coctel B denominadas
B1, B2, B3y B4.

2.2. Membrana sensora B1 con agente de transferencia de fase DBU

En un vial de 4 ml se afiaden 64 ul de TBP, 320 ul de una disolucion de
2,2 mg a-naftolftaleina en 2 ml de tolueno/etanol 80:20 v/v, 60 mg de EC
previamente disuelta en 1 ml de tolueno y 10,72 ul de DBU disueltos en 200 ul

de metanol.
2.3. Membrana sensora B2 con agente de transferncia de fase TMA

En un vial de 4 ml se afiaden 64 ul de TBP, 320 ul de una disolucién de 2,2
mg a-naftoltaleina en 2 ml de tolueno/etanol 80:20, v /v, luego 60 mg de etil
celulosa previamente disuelta en 1 ml de tolueno y finalmente 12,1 mg de
TMAOH disuelta en 200 pl de metanol.

2.3.1. Membrana sensora B3 con TMA y un polimero hidrofilico

En un vial de 4 ml se adicionan 64 pL de TBP, 320 pL de solucion de 2,2
mg de a-naftoltaleina en dioxano:metanol 80:20 v/v, 60 mg hidroxipropil metil
celulosa (HPMC) previamente disuelta en dioxano al 65 %, 150 uL de metanol y

finalmente 12,1 mg de TMAOH disueltos en 200 uL de metanol.
2.3.2. Membrana sensora B4 con TMA y un polimero hidrofilico en agua

En un vial de 4 ml se adiciona 1ml de HPMC al 2% disuelto en agua, 320
ML de solucion de 2,2 mg de a-naftoltaleina en 2 ml de etanol, 12,1 mg de
TMAOH disuelto en 200 yuL de metanol y finalmente 5 pL del surfactante Tween
20.

Conservacion de las membranas.

Las membranas se han preservado en todo momento en un recipiente

cerrado en la oscuridad y sin ningun tipo de atmosfera especial.
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2.4. Metodologia de medida de las nuevas membranas sensoras

Para el estudio de estas membranas se han registrado medidas de
intendidad de fluorescencia | (a.u) en el espectrofluorimetro obteniéndose a
longitudes de onda de exitacibn y emision 525 y 650 nm respectivamente

trabajando con rendijas (2,5:5).

3. Resultados y discusion
3.1. Optimizacion de los componentes de membrana

Como parametro de optimizacion se utilizé la diferencia l1oo - lo, donde Ip €
l100 representan las medidas de intensidad de fosforescencia del sensor expuesto
a una atmésfera de 100 % de nitrogeno y al 100 % de CO,, respectivamente, ya
gue se considerd el mas apropiado para indicar la amplitud de variacién de la

sefial de la membrana con la variacién en la concentracion del gas.

3.1.1. Membrana sensora B1l. Seleccién de la amina como agente de

trasferencia de fase.

Para evitar la progresiva pérdida de eficacia sensora por la degradacion
de Hoffman que sufre el agente basico TOAOH, se ensayaron otros agentes
basicos como son las aminas antes sefialadas. Para ello se probaron las
siguientes aminas secundarias en diferentes proporciones en el coctel como

agentes basicos de transferencia de fase:

e N-Butilamina, (pK4-10,59) [17] con cantidades comprendidas entre 6,7-10™
moles (6,62 pl) y 2,09-10° moles (206,62 pl).

e Etanolamina, (pKa-9,50) [17] con cantidades comprendidas entre 6,7-107

(4,43ul) y 1,32:10° (80 pl).

e Piridina, (pKa -~ 5,25) [18] con cantidades comprendidas entre 6,7-107
moles (5,39 pl) y 2,47-10 moles (20 pl).

e 1,8-Diazabiciclo [5.4.0] undec-7-eno (DBU), (pKa-12) [17] con cantidades
comprendidas entre 7,50-10-5y 6,70 -10-5 moles.

Ninguna de las tres primeras bases ensayadas consiguio virar el indicador

hacia su forma basica (azul intenso), probablemente debido a que la fortaleza
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basica de estas aminas no sea suficiente como para actuar en el sistema tal
como vemos por los valores de pKa arriba sefialados. En conclusion, no fue

posible el desarrollo de un sensor de CO, con dichas bases.

Con DBU si se consiguié que virara el indicador hacia a su forma basica
(azul intenso) por lo que se pudo preparar una membrana sensora a partir de los

dos cocteles citados (A 'y B1).

A continuacién, se muestra el estudio realizado para establecer la
cantidad éptima de DBU a través de las medidas de parametro de optimizacion
l100-lo.

En la tabla 3.1 se recogen los resultados obtenidos con membranas que

contienen cantidades variables de DBU tal como se muestra en la figura 3.6.

Tabla 3.1. Optimizacién de la cantidad de
DBU en la membrana B1.

DBU DBU
IlOO' IO
(moles) (uh)
6,70-10° | 10,0 58,4
7,04-10° | 10,5 87,4
7,17-10° | 10,7 131,8
7,37-10 | 11,0 117,6
7,50-10° | 11,2 1221
7,71-10° | 115 78,1
150 T
120 4
< 90 {
S L
60 1
30 I ) +— —t
6.4 6.8 7.2 7.6 8

moles-10-5

Fig. 3.6. Optimizacion del contenido en DBU en
la membrana B1.
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Como puede apreciarse en la tabla con 7,17-10° moles (10,72 pl) de DBU

se obtuvo el mayor valor de ligo-lo por lo que se selecciond esta cantidad como

adecuada.
3.1.2. Membrana sensora B2. Optimizacion de los componentes

Tras establecer que la presencia de TMAOH en la membrana si permite
un viraje de la misma a la forma basica, se estudio la proporcion optima del

agente en el coctel utilizando etilcelulosa como polimero de membrana.

Se prepararon 7 membranas conteniendo cantidades de TMAOH
comprendidas entre 6,36-10° y 7,70-10° moles en el coctel. Tras realizar las
medidas oportunas se calculo la variacion del parametro de optimizacion ligo-lo
gue se recoge en la tabla 3.2. En la figura 3.7 se representa lipo-lp €n funcién de

los moles de TMAOH que hay en cada membrana.

Tabla. 3.2. Optimizacion de la cantidad TMAOH en la membrana B2

TMAOH (moles) | 6,40-10° | 6,70-10° | 7,40-10° | 7,20-10® | 7,40-10° | 7,50-10° | 7,70-10°

l100-lo 56,7 212,4 115,7 91,4 97,3 84,5 65,3

250
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I100"0
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moles TMAOH-10-

Fig. 3.7. Optimizacion del contenido de TMAOH en
la membrana B2

Se observa que la cantidad 6ptima de TMAOH es del 6,7-10”° moles. Esto
corresponde a 12,1 mg de TMAOH afadidos al coctel en un volumen de 1,52 ml

originando un valor l100- Ip = 212 4.
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3.1.3. Membrana sensora B3. Optimizacién de los componentes

Optimizacion del contenido en HPMC

Se seleccion6 el polimero hidrofilico hidroxipropil metilcelulosa
(HPMC) [16] para la preparacion del sensor, pues en este material los grupos
metilos presentes tienen caracter hidrofébico mientras que los grupos
hidroxipropilo son mas hidrofilicos de ahi su empleo en muchos ambitos de la
industria alimentaria, cosmética, farmacéutica, en pinturas, etc., por su
capacidad de reducir la pérdida de agua al retenerla mejor y ser permeable a

gases [16].

Para optimizar su concentracion en el coctel, se realizé en primer lugar un
estudio de la solubilidad del HPMC en diferentes disolventes de distinta polaridad
[19]. Los disolventes ensayados fueron: etanol, metanol, dioxano y agua debido
a gue son los que muestran mejor parametro de solubilidad. De todos ellos, los

gue originaron mejores resultados fueron dioxano y agua.

Se estudié dioxano en primer lugar y para establecer la concentracion
adecuada de polimero en el disolvente para preparar membranas se ensayaron

varias concentraciones: 55, 60, 65, 70 y 75 mg/ml de HPMC.

Tras mantener agitando durante 24 horas en el agitador vibratorio y luego
una hora en otro rotatorio a la maxima velocidad (900 rpm) se prepararon
membranas con cada una de las anteriores disoluciones de HPMC/dioxano,
comprobando que la que presentaba mejores propiedades fisicas,
homogeneidad y transparencia fue la membrana preparada con la disolucién de
HPMC/dioxano de 65 mg/ml. Con el resto de proporciones quedaban particulas
de HPMC en suspensién, resultando membranas semiopacas que no daban

buenas sefiales al medir en el espectrofluorimetro.

Optimizacion de la cantidad del indicador de pH (a-naftoltaleina)

Se probaron a disolver 2,2 mg de indicador en distintas proporciones de
dioxano/metanol, comprobandose que la mezcla adecuada para disolverlo antes
de afadirlo al céctel, fue de dioxano/metanol 80:20, v/v. Disuelto en otras
proporciones, provocaba la precipitacion del HPMC al afiadirlo al coctel, tanto en

relaciones dioxano/metanol mayores como menores.
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Optimizacion de la concentracion de TMAOH

Una vez optimizados los diferentes componentes del coctel se estudid la
influencia sobre la respuesta de la cantidad de TMAOH presente entre 6,36-10°

y 7,71-10°° moles.

Del mismo modo que en el sensor anterior la cantidad 6ptima de base con
la que se obtuvo un mayor valor de ligo-lo, fue de 6,70-10° moles (12,1 mg) tal

como muestra la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Optimizacién del contenido
de TMAOH en la membrana B3

TMAOH "

(moles) 10070
6,40-10” 46,7
6,70-10” 124,2
7,04-10° 110,5
7,17-107 90,4
7,37-10° 93,3
7,50-10” 74,4
7,71-10° 55,1

3.1.4. Membrana sensora B4. Optimizacion de loscomponentes

Optimizacion de la proporciéon de HPMC

Se ensayaron disoluciones con diferente concentracion de HPMC en
agua; en concreto: 1%, 2%, 4% y 5%. Tras preparar las membranas con cada
una de las disoluciones de HPMC, se comprobé que la disolucién al 2% era la
minima concentracion para que se formase membrana con propiedades
adecuadas y buena respuesta a CO, [15]. Con concentraciones de HPMC
superiores al 2% las membranas no respondian a las variaciones de CO; pues al
aumentar el grosor de membrana disminuia la permeabilidad a los gases. Por
otra parte, concentraciones de HPMC inferiores al 2%, no permitian la formacién

de membrana.

94



Capitulo 3

Optimizacion de TMAOH

Con el polimero de membrana ya optimizado, se ensayaron distintas
cantidades de TMAOH: de 6,36-10 a 7,705-10™ moles. La cantidad que origing
el mayor valor de li-lo, fue la de 6,70.10° moles (12,1 mg), afiadidos al coctel
(Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Optimizacion del contenido
de TMAOH en la membrana B3

TMAOH
(moles) ool
6,37-10” 86,7
6,70-10° 280,0
7,04-10° 200,5
7,17-107 150,4
7,37-10° 100,3
7,50-10” 95,5
7,71-10° 75,3

Una vez preparadas estas membranas se comprobd que no respondian a
concentraciones bajas de CO,, de modo que se penso en afiadir surfactantes al
objeto de facilitar la penetracién del CO; en la membrana. Esto se debe a que el
surfactante reduce la tension superficial y facilita la penetracion del gas debido a
la formacién de dispersiones estables que aumentan la eficacia sensora [20].
También se probaron plastificantes para base agua que dan lugar a dispersiones
producidas por repulsiones electrostaticas o0 repulsiones inducidas por
impedimento estérico provocado por las propias cadenas apolares de las

moléculas del plastificante.

Como surfactantes se ensayaron un gran numero de ellos siendo
seleccionados los siguientes al ser compatibles con los componentes de la

membrana:

1. Tween 20: surfactante no iénico, quimicamente es un monolaurato de

polioxietilen (20) sorbitano y es muy utilizado como detergente y emulsionante
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por su estabilidad y relativa ausencia de toxicidad en numerosas aplicaciones

domésticas, cientificas, alimentarias, industriales y farmacolégicas.

. Brij 35: surfactante no i6nico, quimicamente es un éter polioxietilen laurico.
Presenta menor tension superficial que el agua. Muy usado en
inmunoensayos para la dilucion de anticuerpos y reducir respuestas

inespecificas.

. Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB): es un agente tensioactivo cationico.
Entre sus usos se encuentra la extraccion de ADN como solucién tamponante

y como agente antiséptico efectivo contra bacterias y hongos.

. MELFLUX 2651: Se encuentra en la categoria de superplastificantes muy
utilizados como aditivos de hormigones. Se emplean para conferir al hormigon
fresco, sin modificar la consistencia, un mejor comportamiento en cuanto a
trabajabilidad y bombeabilidad, reduciendo la cantidad de agua de amasado y
también mejoran significativamente la resistencia y la durabilidad del hormigon
final. Bajo el punto de vista quimico hay tres grupos principales: a)
lignosulfonatos que son la primera generacion de aditivos plastificantes para el
hormigon permitiendo una reduccion de agua en torno al 10%; b) naftalen
sulfonatos y melamina sulfonatos, son plastificantes de segunda generacion.
Proporcionan una mayor reduccion de agua comparados con los
lignosulfonatos, pudiendo llegar hasta un 25%; c) los policarboxilatos
pertenecen a la Ultima generacion de superplastificantes. Se basan en
copolimeros de acido acrilico y ésteres de estos acidos, habitualmente
denominados policarboxilatos modificados. El tipo de cadena lateral los hace
mucho mas especificos para aplicaciones concretas. Los plastificantes de
tercera generacion actdan en base a una repulsion estérica mas que una
electroestatica. Uno de los efectos principales aqui es el impedimento
estérico, que impide o retarda una reaccién con otra molécula: impide la
aglomeracién de particulas [21]. Con este tipo de aditivos se pueden lograr
reducciones de agua de hasta el 40%. Todas estas caracteristicas ofrecen
nuevas aplicaciones y usos en otros ambitos como es el caso concreto que se
esta estudiando. El aqui seleccionado Melflux 2651 es un éter policarboxilico
con cadenas laterales tipo polietilenglicol.
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5. MightyPSD: Es otro superplastificante de ultima generacion. Es un copolimero

de derivados del acido isopoliacrilico de tipo policarboxilato éter.

Para seleccionar el surfactante mas adecuado se prepararon
membranas con distintas proporciones de surfactante afiadidas al coctel. Para
ello, se parti6 de la concentracion micelar critica (CMC) y se ensayaron
cantidades por encima y por debajo de la misma. Para los plastificantes se

ensayaron cantidades segun especificaciones técnicas en peso al ser sdlidos.

A continuacién, se midio el parametro de optimizacion (l100 — lo) l0 que

se recoge en la Tabla 3.5.

El que presentd mejores valores del pardmetro de optimizacion fue el
Tween 20, por lo que se escogié como mejor eleccién. A continuacion, se
ensayaron cantidades de Tween 20 entre 0,089-10° y 6,688-10" moles. Los

resultados obtenidos se recogen en la Tabla 3.6 y en la Figura 3.8.

Tabla 3.5. Optimizacién del tipo y concentracion de

surfactante.
Surfactante Cantidad ensayada | lig - lo
1 169,8
3 237,3
5 280,0
10 192,2
20 129,4
Twen 20 (ul) 30 149,7
40 137,9
45 144,0
50 136,4
67 123,2
70 117,9
75 128,5
7 59,9
Highty PSD (mg) 9 83,7
10 69,7
1 71,8
Melflux 2651F (mg) 2,5 87,3
3,5 74,6
0,3 79,8
CTAB (mg) 0,4 76,2
0,4 91,0
0,1 1145
Brig 35 (mg) 2 67,2
5 120,8
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Tabla 3.6. Optimizacion de la cantidad de Tween 20
en la membrana B4.

Twen 20

(mOI _10—5) Twen 20 (lJ.l) IlOO - IO
0,089 1 169,8
0,268 3 237,3
0,446 5 247,2
0,892 10 192,2
1,780 20 129,4
2,68 30 149,7
3,57 40 137,8
4,01 45 144,0
4,46 50 136,4
5,98 67 123,2
6,24 70 117,9
6,69 75 128,5

400

300

200

I100"0

100

0 2 4 6
[Tween 20] (moles).10-5

Fig. 3.8. Optimizacion de la cantidad de Tween 20
en la membrana B4.
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Curado de las membranas

Se ha comprobado que las membranas de algunos sensores, recién

preparadas responden mal a bajas concentraciones de CO,.

Para ello se ha llevado a cabo un estudio de curado utilizando como
parametro de medida el valor l;90-lo, de modo que cuando este valor alcanza su
valor maximo valor y se estabilizan las medidas, es cuando se considera que el

sensor esta en las condiciones éptimas para ser usado.

Por ello se dejan curar las membranas, tres réplicas de cada una, durante
un determinado numero de dias, manteniéndolas simplemente en la oscuridad

antes de su uso ya que a partir de este periodo la sefial es estable y constante.
- Estudio del curado de la membrana B1:

En la tabla 3.7 y figura 3.9 quedan recogidos los dias de estudio de tiempo

de curado para esta membrana.

Tabla 3.7. Tiempo de curado de
membrana B1

T (dias) l100-lo
0 102
1 90
2 103,5
3 128,3
4 131,8

140

120

100 4

I100"0

80 A

60

T (dias)

Figura 3.9. Tiempo de curado para
membranas B1
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A la vista de los resultados es tiempo de curado para estas membranas es

de 3 dias, ya que a partir de aqui se estabilizan las medidas.

- Estudio del curado de la membrana B2:

En la tabla 3.8 y figura 3.10 quedan recogidos los dias de estudio de

tiempo de curado para esta membrana.

Tabla 3.8. Tiempo de curado
de membrana B2

T (dias) l100-lo
0 130
1 170,3
2 199,15
3 212,4
4 212,3

260 T
220 4

180 1

IIOO_IO

140

100 +

Figura 3.10. Tiempo de curado para
membranas B2

Como se puede apreciar en la tabla y el a gréficas el tiempo de curado
para estas membranas seria de 3 dias, que es el tiempo a partir del cual se

estabilizan las medidas.
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- Estudio del curado de la membrana B3:

En la tabla 3.9 y figura 3.11 quedan recogidos los dias de estudio de tiempo de

curado para esta membrana.

Tabla 3.9. Tiempo de curado de membrana B3

T (dias) l100-lo
0 124,2
2 123,9
3 122,8
5 121,5

140

130 4

120 4 I

IlOO_IO
al

110

0 2 4 6
T (dias)

Figura 3.11. Tiempo de curado para
membranas B3

Tanto en la tabla como en la figura se observa que desde los dias 0 a 5,
las medidas son constantes, con lo cual estas membranas no necesitan un

tiempo de curado.
- Estudio del curado de la membrana B4:

En la tabla 3.10 y figura 3.12 quedan recogidos los dias de estudio de

tiempo de curado para esta membrana.
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Tabla 3.10. Tiempo de curado de
membrana B4

T (dias) l100-lo
124,5
130,9
150,7
167,7
166,9

N AW |IN|O

170
o 150
130 1
110 +—————f—— ey
0 2 4 6 8
T(dias)

Figura 3.12. Tiempo de curado para membranas B4.

Como se puede apreciar en la tabla y en la grafica el tiempo de curado
para estas membranas seria de 4 dias, que es el tiempo a partir del cual se

estabilizan las medidas.
3.2. Respuesta de las membranas sensoras a CO,

Para estudiar la respuesta de cada membrana se ha utilizado la funcion
respuesta obtenida al representar frente a concentraciones conocidas de CO;
l/l100 Siendo | la intensidad de fosforescencia medida a una concentracion de CO,
conocida e I la intensidad de fosforescencia a 100% de CO,. Esta funcion de
respuesta se puede linealizar de acuerdo con la ecuacion propuesta por

Nakurama y Amao [22] que utilizaremos como funcién de calibrado.

102



Capitulo 3

Las medidas de intensidad de fosforescencia en el espectrofluorimetro se
han obtenido a longitudes de onda de excitacion y emision de 525 y 650 nm,

respectivamente.
3.3. Calibracion del sensor de membrana B1

Se ha establecido la recta de calibrado desde 0% al 100% de CO, para
las diferentes cantidades de DBU en membrana ensayadas. En la tabla 3.11 se
recogen los resultados obtenidos en valor de pendiente, ordenada en el origen y

ajuste.

Tabla 3.11. Valores del calibrado para distintas membranas con diferentes cantidades de DBU.

DBU (ul) 10,0 10,5 10,7 11,0 11,2 11,5
100 lo 58,4+0,9 87,4+1,1 131,8+1,2 | 117,612 | 122112 78,1+1,0
Pendiente 4,1+ 0,001 8,3 + 0,006 1,540,009 | 3,140,009 | 1,3+ 0,008 1,06 + 0,007
0.0. 5,05+0,009 | 2,60+0,009 | 1,15+0,009 | 2,30+0,009| 2,80+0,200| 3,60 0,200
R? 0,9497 0,9479 0,9967 0,9985 0,9883 0,9407

A la vista de los resultados la cantidad de DBU que origina mayor valor de
l100-lo0 €s la de 10,7 ul (7,17-10'5 moles) en concordancia con los valores
encontrados en Tabla 1 por lo que es elegida como cantidad 6ptima, asi como
un buen valor de pendiente, hay que recordar que cuanto mas pequefia sea hay

mayor sensibilidad, y un buen ajuste (99,99%).

En la figura 3.13 se representa la respuesta de la membrana conteniendo
la cantidad de DBU seleccionada como Optima en el rango de medidas de O-
100% de CO,. Se trata de una curva con un rango dinamico entre el 0% y el 20%
de CO,. A partir de esa concentracion, la membrana se satura y por lo tanto se

independiza la sefial de la concentracion de gas.

Asi como en la figura 3.14 se muestra la linealizacion de la respuesta del

sensor presentando un buen ajuste (R? = 0,9967).
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Figura 3.13. Curva de respuesta del sensor de
membrana B1.
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15 1 y = 1,4692x + 1,1454

> R2 = 0,9967
_8' L
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Figura 3.14. Funcion de calibrado del sensor
de membrana B1.

3.3.1. Calibracion del sensor de membrana B2.

A partir del estudio de los sensores B2 con distintas cantidades de
TMAOH se han calculado los parametros de calibrado que se recogen en la tabla
3.12. Se prepararon las membranas segun el protocolo registrandose los valores
de intensidad de fosforescencia a concentraciones de CO; entre 0% -100%.

En la figura 3.15 se presenta la curva de respuesta de la membrana con el
mejor valor del parametro de optimizacién lipo-lp (212,4), que es la que contiene
6,7-10° moles afadidos al coctel. La pendiente de la membrana optimizada,

como se puede ver en esta tabla 9, es menor que para el resto de las
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membranas con otras concentraciones de TMAOH, lo que nos indica también

una mayor sensibilidad a CO; con un ajuste suficientemente bueno.

Tabla 3.12. Funciones de calibrado de las membranas con
diferentes proporciones de TMAOH/EC.

TMAOH (moles-10) | lygo- lo Pendiente 0.0. R?
6,37 56,7+0,9 | 4,16+0,020 | 4,9+0,194 | 0,946
6,70 212+1,5 | 0,501 + 0,008 | 1,0+ 0,100 | 0,9623
7,35 116 +1,2 | 1,984 + 0,009 | 2,3 + 0,101 | 0,9937
7,17 91+1,1 |1,670+0,009 | 2,4+0,102 | 0,9924
7,37 97+1,3 | 0,991+ 0,006 | 3,0+ 0,007 | 0,9723
7,50 84+1,0 |1,023+0,007 | 2,5+0,100 | 0,9915
7,71 65+ 1,0 | 0,614+ 0,005 | 1,0 +0,040 | 0,9895

Se trata de una curva con rango dinamico entre 0% y 15% de CO,. Se
observa que a partir de la dltima concentracion la membrana se satura y se

estabilizan las medidas.

1.2
f 3 3 3
0.8 -
. i
0.4 1
0 B S B e S —
0 20 40 60 80 100 120

[CO,1%

Figura 3.15 Curva de respuesta del sensor B2.

La linealizacion de la respuesta del sensor se obtiene segun la ecuacion
2, quedando representada en la figura 3.16, recogiéndose los parametros

analiticos en la tabla 3.13.
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y =0,5012x + 0,9633
R2=0.9623

0 0.5 1 1.5 2
1/[CO,1%

Figura 3.16. Linealizacion la respuesta del
sensor B2.

Tabla 3.13. Parametros analiticos
de calibracion del sensor B2.

Parametros
» Resultados
analiticos
l10o0- lo 212,4
Pendiente 0,5+ 0,008
0. 0. 1,0+0,1
R* 0,9623

3.3.2. Calibracion del sensor de membrana B3.

En la figura 3.17 se representa la respuesta de la membrana optimizada
midiendo la intensidad de fosforescencia en el rango 0-100% de CO.. Se trata de

una curva con un rango dinamico entre el 0-30% aproximadamente.

En la figura 3.18 se puede ver la correspondiente linealizacién de la
respuesta del sensor, segun ecuacion 2, con un buen ajuste, asi como en la

tabla 3.14 se recogen los parametros analiticos de calibracion del sensor.
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[CO,1%
Figura 3.17. Curva de respuesta del sensor B3.
12
y = 5,3695x + 0,8366
> g R2=0,9977
Z 4
0 L T L T L L L L T
0 0.5 1 1.5

1/[CO2]%

Figura 3.18 Linealizacion de la
respuesta del sensor B3.

Tabla 3.14. Parametros analiticos de
calibracion del sensor B3.

Parametros
) Resultados
analiticos
l100- lo 124,2
Pendiente 5,37 £ 0,02
0. 0. 0,8+0,1
R’ 0,9977
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3.3.3. Calibracion del sensor de membrana B4.

En la figura 3.19 se muestra la respuesta de la membrana optimizada.
Dicha respuesta muestra un rango dinamico hasta el 35% de CO;

aproximadamente. A partir del 35% la membrana se satura y se estabiliza la
sefal.

0 30 60 90 120
[CO,1%

Figura 3.19. Curva de respuesta del sensor B4.

16

12 & y = 6,9088x + 0,5537 :
i R? = 0.9694

(1100710)/(1-1o)

1.5 2
1/[CO,]%

Figura 3.20. Linealizacion la respuesta del sensor B4.

En la figura 3.20 se muestra la linealizacion de la respuesta del sensor, de

cuyos datos se han calculado los parametros correspondientes recogidos en la
tabla 3.15.
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Tabla 3.15. Parametros de calibrado
del sensor B4.

gﬂpiﬂ]nﬁgzgz Resultados
l100- lo 280+ 2,0
Pendiente | 6,91 + 0,04
0.0. 0,55+ 0,09
R® 0,9694

3.4. Caracterizacion analitica de las membranas sensoras.

Para la caracterizacion analitica de los sensores se han elegido los
parametros analiticos calculados a partir de los resultados obtenidos segun el
método analitico aplicado y que confieren a los sensores atributos como:

sensibilidad, precision, cuantificacion, respuesta e intervalo de deteccion.

A continuacion, se describen los parametros analiticos elegidos y
obtenidos para cada una de las membranas: funcion de calibrado, limites de
deteccion y cuantificacion, precision, tiempos de vida y de recuperacion y tiempo

de respuesta.

La funcion de calibrado fue estudiada en la seccion anterior donde se
mostrd que la respuesta para estos sensores tiende asintéticamente a un valor
constante y se puede linealizar segun la ecuacion de Nakamura y Amao donde
(l100-10)/(I-1p) es funcién lineal de 1/[CO,]%.

Para determinar la menor concentracion de CO, que puede ser detectada
en una atmosfera, se calcul6 el limite de deteccion, el cual se obtuvo a partir de
datos experimentales brutos exponenciales utilizando los tres o cuatro puntos
primeros puntos obtenidos con baja concentracién de CO, porque pueden ser
ajustados a una linea recta aplicando la ecuacion 3.1 [23] [24] tal y como se

indic6 en el Capitulo 2:
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Donde Iy es el promedio de los puntos de la sefal del blanco y Sy es la
desviacion estandar de ocho medidas de blanco en atmosfera de nitrégeno y 3

es un factor que supone un nivel de confianza del 99,86 %.

Para determinar la menor concentracion de CO, que puede ser
cuantificada con adecuada precision y exactitud en una atmdésfera, se calcul6 el

limite de cuantificacion, obtenido mediante la ecuacion 3.2:

LQ =1, +10-5, (Ec. 3.2)

donde como antes, Sp es la desviacion estandar de 8 medidas del blanco en

atmosfera de nitrogeno y el factor 10 supone un nivel de confianza del 99,86 %.

A partir de los limites de deteccion y de cuantificacion se pueden definir el
intervalo de deteccion como la diferencia entre ambas concentraciones y el
intervalo de cuantificacion del método que es la diferencia entre el limite de

cuantificacion y la concentracion maxima del intervalo dindmico del sensor.

La precision fue evaluada estudiando la precision intra-dia (repetibilidad)
ya que luego se estudia el tiempo de vida de 3 membranas. La repetibilidad fue
calculada mediante el andlisis de 15 muestras de gas estandar preparadas a la
misma concentracion, el mismo dia y bajo las mismas condiciones
experimentales. Dicha repetibilidad es expresadas como la DER (%) de las
concentraciones calculadas a partir de las sefiales analiticas obtenidas usando la
funcién de calibrado antes comentada. La evaluacién de la repetibilidad fue
establecida para dos concentraciones diferentes: 0,6 % y 16,7 % de CO,,

respectivamente.

Los tiempos de respuesta y recuperacién se obtienen midiendo la
luminiscencia de la membrana para atmdésferas alternantes desde concentracion
0 % de CO; a 100 % en ciclos consecutivos durante 2000 s. A partir de estos
datos se han calculado los valores de tiempos de respuesta y recuperacion para
atmosferas que oscilan entre el 10% y el 90% de CO,y desde el 90 % al 10% de

CO,, respectivamente.
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Para medir el tiempo de vida se prepararon un conjunto de membranas
gue se almacenaron en oscuridad y sin ninguna atmosfera especial durante un
tiempo que fue variable en funcion de la respuesta lio0— lp que se observaba. Se
llegé a medir hasta a 600 dias. El empleo de un diagrama Schwartz segun figura
3.21, nos permite establecer el tiempo de vida de la membrana. Se define el
tiempo de vida T1 como el tiempo en que la respuesta del sensor no sobrepasa
el nivel de alarma y el tiempo de vida T2 como el tiempo en el que el sensor
responde a CO,, esto es, origina valores diferentes de cero, aunque para su uso

haya que volver a calibrar.

200 - oH3s
C 1
1
160 + - - _: ______________________________ +2s
L ]
° 120 1 .. : ................................................................ Media
i R e
8 g | ! curado
N : ........... _25
40 1 !
r : ————— 3s
0 e
0 5 10 15 20 - - - .Tiempo de
T (dias) curado

Figura 3.21. Diagrama Schwartz.

Dentro de este diagrama se representan los valores de li00- lo a lo largo
del tiempo. La linea horizontal negra (____) representa el valor promedio de l00-
lo, una vez curadas las membranas. Las dos lineas (_ _ ) +3sy -3s representan
el valor promedio de las medidas una vez curadas las membranas mas 3 veces
la desviacion estandar y menos 3 veces la desviacion estandar de esas medidas,
respectivamente. Las dos lineas (....... ) +2s y -2s representan el valor promedio
de las medidas una vez curadas las membranas mas 2 veces la desviacion
estandar y menos 2 veces la desviacion estandar de esas medidas,
respectivamente. Por su parte, la vertical linea discontinua roja, nos marca el
tiempo al cual termina el curado de las membranas y a partir del que se va a

comienza a contar el tiempo de vida de las membranas.
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Estas son lineas de control de los valores, de modo que cuando los
valores medidos salen fuera de ellas podemos decir que han sobrepasado el

nivel alarmay por lo tanto el sensor va a necesitar un recalibrado.
3.4.1. Caracterizacion analitica del sensor B1

La precision obtenida en términos de desviacion estandar fue de 0,59 para
una concentracion del 0,60% de CO; y 0,39 para una concentracion de 16,70 %
CO..

El LOD es de 0,04 %, que es del orden de la concentracion de CO, en la

atmosfera (0,0387%) y el limite de cuantificacion de 0,5 %.

Los tiempos de recuperacion y respuesta del sensor B1 se pueden

calcular a partir de los datos experimentales mostrados en la figura 3.22.

250 N
£}
8
— 150 A
50 e S
0 500 1000 1500 2000
T(s)

Figura 3.22. Tiempos de recuperacion y respuesta
del sensor B1.

En este caso obtenemos un tiempo de respuesta de 24 s, para tdo_100 Y
un tiempo de recuperacion de 106 s, para tT100_0. Si se calcula para la variacion
10 a 90% y 90 a 10%, se obtiene para el tiempo de respuesta un valor de 19,3 s

para ty10_.90 y para el de recuperacion 85,3 s para tgo_.10.

Las membranas de este sensor fueron preservadas en todo momento en

recipiente cerrado y sin ningun tipo de atmésfera especial. Mejora afiadida sobre
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el sensor referencia que necesitaba una atmosfera humeda para su

conservacion.

Los valores de tiempo de vida del sensor B1 se pueden calcular a partir de
los datos mostrados en la tabla 3.12 y en la figura 3.17. En ellos se comprueba
gue los primeros dias el sensor muestra menores respuestas que se estabilizan
llegado el tercer dia, razon por la cual se considerd que el tiempo de curado es
de tres dias. A partir de ese momento es cuando se estudia el tiempo de vida
(tabla 3.16 y figura 3.23).

Tabla 3.16. Tiempo de
vida del sensor B1.

T (d iaS) |100'|0
0 102,0
1 90,0
2 103,5
3 128,3
4 131,8
6 120,6
7 100,7
8 90,6
10 70,2
14 20,2
16 8,7
20 0
200 :
|
L |
160 f - - e o o
............ S A PP PO
Lo
o120 § . :
S ° I .
- 80+ 1
I L]
|
40 1 :
I [ ]
0 1 . — —
0 5 10 15 20

T (dias)

Figura 3.23. Evolucion de la respuesta del sensor B1
con el tiempo.
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En la figura 3.23 se representan los valores de la sefal del sensor a lo
largo del tiempo. El tiempo de vida T1 de la membrana es de 4 dias contados
desde el tercer dia de curado. A partir del cuarto dia el valor I100-lp S€ sale de la
linea de control (3s) y disminuye hasta el dia 20 a partir del que ya no responde
a CO,. Por tanto, consideramos que el tiempo de vida T2 es de 17 dias. Esto
puede deberse a que la DBU es un liquido con un punto de ebullicion no
demasiado alto (80-83°C), con lo cual se va volatilizando lentamente y de ahi la

pérdida de la eficacia sensora de la membrana.

En la tabla 3.17 se recogen los parametros analiticos de caracterizacion

de la membrana preparada B1 conteniendo DBU.

Tabla 3.17. Parametros analiticos del sensor B1.

Pardmetros analiticos Valores
Limite superior rango dindmico (%CO5) 20
LOD (%COy,) 0,04
LDQ (%COy) 0,5
Intervalo de deteccion (%CO,) 0,04-0,5
Intervalo de cuantificacién (%CO,) 0,5-20
Precision (DER; n = 15) al 0,60 % CO, 0,59
Precision (DER; n = 15) al 16,70 % CO, 0,39
Tiempo de respuesta (t10.90)(S) 19,3+0,6
Tiempo de recuperacion (tgo.10)(S) 85+1
Tiempo de vida T1 (dias) 4
Tiempo de vida T2 (dias) 17
Almacenamiento En la oscuridad

3.4.2. Caracterizacion analitica del sensor B2.

La precision obtenida en términos de desviacion estandar fue de 0,34 para
una concentracion del 0,60% de CO, y 0,23 para una concentracion de 16,70 %

CO.. Valores mejores que los mostrados por la membrana B1.

El limite de deteccidén calculado es de 0,007 %, muy por debajo de la
concentracion de CO, atmosférico que es del 0,0387%. El limite de cuantificacion
es de 0,21 %, estando muy por debajo del valor del sensor de referencia que es
de 5,9 %.
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Los ciclos de tiempo de recuperacion y respuesta del sensor B2 se
muestran en la figura 3.24 a partir de la cual fue calculado el tiempo de
respuesta de 35 s, para tdo_100 Y uUn tiempo de recuperacién de 110 s para
tT1000. Para la variacion 10 a 90% y 90 a 10%, se obtiene para el tiempo de

respuesta un valor de 28,0 s para td19_90 Y para el de recuperacion 88 s para

td90_10-

200 1

I (a.u)

125 +

50 +—mM———
0 500 1000 1500 2000

T(s)

Figura 3.24. Tiempo de recuperacion y respuesta
del sensor B2.

Como en el caso anterior las membranas de este sensor fueron
preservadas en todo momento en recipiente cerrado y sin ningun tipo de

atmésfera especial.

Los valores obtenidos del estudio del tiempo de vida del sensor B2 se
recogen en la tabla 3.18 y observando la evolucion a lo largo del tiempo en las

figuras 3.25y 3.26.
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I100"0

250

200

150

100

50

Tabla 3.18. Seguimiento del
tiempo de vida del sensor B2.

T(dias) l100-lo
0 130,0

1 170,3

2 199,2

3 212,4

4 212,3

6 210,5

7 200,3

9 193,4

14 183,2
48 170,3
70 150,0
78 110,6
180 90,7
240 49,0
300 48,0
365 47,0
425 46,7
515 46,6

T
0 100 200 300 400 500

T (dias)

Figura 3.25. Evolucién general del tiempo de vida
del sensor B2.
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300 T

200 1 o, ° .

I100"0

100 +

0 ey
0 15 30 45
T (dias)

Figura 3.26. Evolucion del tiempo de vida
del sensor B2 hasta los 48 dias.

Observamos que el tiempo de vida T1 de la membrana B2 fue de 11
contados a partir de los tres dias de curado. Desde ese momento los valores
experimentales estan fuera de la linea de control -3s y hasta los 515 dias de
preparada la membrana B2 sigue dando sefial, aunque como se puede apreciar
va disminuyendo progresivamente el valor de ligo.lo, 10 que implica una
disminucién progresiva de la eficacia sensora. De todos modos, mientras el
sensor siga mostrando valores de l00- I mayores de 0, podemos decir que el
sensor se puede seguir utilizando, tras una adecuada recalibracién. Se puede

por tanto establecer el tiempo de vida T2 del sensor en 515 dias.

La alta estabilidad se debe a que al contrario que ocurre con el TOAOH, el
TMAOH aqui utilizado no sufre la degradacion de Hoffman, ya que no tiene
protones en la posicion B que puedan ser atacados por el hidroxilo y por lo tanto
no se va a ir degradando con la consiguiente destruccion del agente de
transferencia de fase. No obstante, la reduccion en la sefial originada por el

sensor se puede deber a una fotodegradacion del indicador &cido-base utilizado.

En la tabla 3.19 se recogen los parametros analiticos obtenidos a partir de

las medidas de intensidad de luminiscencia para la membrana B2.

117



Estrategias de mejora

Tabla 3.19. Parametros analiticos del sensor B2.

Parametros analiticos Valores
Limite superior del rango dinamico (%CO,) | 15
LOD (%COy) 0,007
LDQ (%CO,) 0,21
Intervalo de deteccion (%CO,) 0,007-0,21
Intervalo de cuantificacién (%CO.,) 0,21-15
Precision (DER; n = 15) al 0,60 % CO, 0,34
Precision (DER; n = 15) al 16,70 % CO, 0,23
Tiempo de respuesta tig.g0 (S) 28,0£0,3
Tiempo de recuperacion tgo.10(S) 88+1
Tiempo de vida T1 (dias) 11
Tiempo de vida T2 (dias) 512
Almacenamiento En la oscuridad

3.4.3. Caracterizaciéon analitica del sensor B3.

La precision calculada mediante la desviacion estandar relativa para las
dos concentraciones de CO; estudiadas con 15 réplicas para cada una esta por
debajo del 5% aunque es algo peor que la de la membrana B2. El limite de
deteccion del 0,08 %, superior al CO, atmosférico (0,0387%) mientras que el

l[imite de cuantificacion es de 0,32 %.

Los ciclos de tiempos de recuperacion y respuesta del sensor se recogen
en la figura 3.27, teniendo tiempos de respuesta de 69 s para tdo_100 y un tiempo
de recuperacion de 113 s para tT1g_0. Para la variacién de 10 a 90% y 90 a
10%, se obtiene para el tiempo de respuesta un valor de 55,4 s para td10_90 Y

para el de recuperacién 82 s para 49010
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Figura 3.27. Tiempo de recuperacién y respuesta

del sensor B3.

Capitulo 3

Los valores obtenidos en el estudio del tiempo de vida del sensor B3 se

recogen en la tabla 3.20 y figura 3.28.

Tabla 3.20. Seguimiento del
tiempo de vida del sensor B3.

T(dias) l100-1o
0 124,2
2 123,9
3 122,8
5 121,5
8 120,9

10 121,2
20 120,6
22 120,6
90 100,7
120 100,7
124 100,6
150 96,6
270 95,4
330 90,0
390 42,3
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Fig. 3.28. Evolucién del tiempo de vida del
sensor B3.

Este sensor mostrd desde el dia inicial medidas estables, no necesitando
tiempo de curado, por lo que a partir de su preparacion se empezo a hacer el

seguimiento del tiempo de vida.

El tiempo de vida T1 de la membrana B3 fue de 124 dias, a partir de los
cuales la sefal ligo—lp se sale de la linea de control -3s y va disminuyendo sin
llegar a hacerse cero hasta los 390 dias que dur6 el estudio. Por tanto, se puede

establecer que el tiempo de vida T2 del sensor B3 es de 390 dias.

Se observa que en este sensor el valor de l;90-lp va decayendo de forma
mucho mas lenta que la membrana B2, lo que puede deberse a que este
presenta ademas de las ventajas del uso de TMAOH, la ventaja afiadida del
emplear el polimero hidrofilico HPMC que reduce la pérdida de agua por
deshidratacion que presentan las matrices hidrofébicas como es el caso de la
etilcelulosa, con lo que nos puede alargar el tiempo de vida al mejorar la

estabilidad de la membrana.

En la tabla 3.21 se recogen los parametros analiticos que caracterizan la

membrana B3.
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Tabla 3.21. Parametros analiticos de sensor B3.

Parametros analiticos Valores
Limite superior rango dinamico (%CO,) 30
LOD (%CO,) 0,08
LDQ (%CO,) 0,32
Intervalo de deteccion (%CO.) 0,08-0,32
Intervalo de cuantificacion (%CO.,) 0,32-30
Precision (DER; n = 15) al 0,60 % CO, 0,6
Precision (DER; n = 15) al 16,70 % CO, 0,4
Tiempo de respuesta t(go)(S) 55,4+0,1
Tiempo de recuperacion tiy(s) 82+1
Tiempo de vida T1 (dias) 124
Tiempo de vida T2 (dias) 390

Almacenamiento

En la oscuridad

3.4.4. Caracterizacion analitica del sensor B4.

Capitulo 3

Al objeto de comprobar que la eleccion del Tween 20 como surfactante es

la mas adecuada para este sensor se van a mostrar los parametros de

calibraciéon del sensor con cada uno de los surfactantes estudiados.

En la tabla 3.22 se muestran las caracteristicas de cada uno de los

sensores optimizados con cada surfactante estudiado.

Tabla 3.22. Parametros analiticos de membranas /Metocel/ TMAOH/ surfactantes

Metocel /TMAOH y surfactantes
Parametros | agua /Tween 20 | agua/Highty PSD | agua/Brij 35 | agua/ CTAB | agua/ Melflux2651F
l100-lo 280+1,6 83,7+0,7 121+1,0 90,9+0,6 87+1,1
Pendiente 6,91 + 0,001 10,15+ 0,009 |4,83 0,007 |4,84 + 0,030 16,00 + 0,020
0. 0. 0,55 + 0,050 1,7 £0,100 1,32 £ 0,050 | 1,32 + 0,040 2,7+0,100
R’ 0,9694 0,9872 0,9723 0,9723 0,9872

De la tabla 3.22 se concluye que la membrana con el mayor li00-lp €S la

contiene Tween 20 como ya se ha comentado con anterioridad.
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Con todos ellos excepto con el Tween 20 se obtuvieron tiempos de
respuesta muy altos y muy poca sensibilidad a bajas concentraciones de CO..
Por otra parte, la pendiente de la recta de calibrado para el sensor con Tween 20
es menor que para el resto de las preparadas con los demas surfactantes, por lo
tanto es la que presenta mayor sensibilidad. Por otra parte, el limite de deteccion
para la membrana optimizada con Tween 20 resultd6 muy por debajo de las

demas membranas con los otros surfactantes.

La precision calculada como ya se dijo mediante la desviacion estandar
relativa para las dos concentraciones de CO, estudiadas con 15 réplicas para
cada una esta por debajo del 5% y es del mismo orden de magnitud de la

encontrada para la membrana B2.

El limite de deteccién del 0,04 %, es parecido a la concentracion del CO;

atmosférico (0,0387%) mientras que el limite de cuantificacién es de 0,31 %.

La figura 3.29 representa la variacion de sefal del sensor a atmosferas
alternativas lo que permite calcular los tiempos de recuperacién y respuesta de
la membrana. Se observa que los picos salen todos a la misma altura y
perfectamente reproducibles a lo largo de los 2000 s estudiados, con tiempos de
respuesta de 41 s para tdg_100 Yy un tiempo de recuperaciéon de 100 s para
tT000. Para la variacion de 10 a 90% y 90 a 10%, se obtiene para el tiempo de
respuesta un valor de 32,8 s para t10_9 y para el de recuperaciéon 80 s para

td 90 10.

750

500 ~

I (a.u)
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Figura 3.29. Tiempo de recuperacion y
respuesta del sensor B4.
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Se ha estudiado el tiempo de vida del sensor, midiendo la respuesta de la
membrana como lig0 — lo, la cual se representa frente al tiempo en dias (figura
3.30y 3.31, tabla 3.23).

Tabla 3.23. Seguimiento
del tiempo de vida del sensor B4.

0 124,5
2 130,9
3 150,7
4 167,7
7 166,9
9 165,8
12 164,5
20 163,7
26 162,5
31 164,5
100 154,7
160 97,0
228 62,4
400 40,4
600 29,7
L1
200 11
Ll e e e e e e e e oo
= S ® o ©
150 Fo 5 FEE TR o
o »
g 100 1!
L1
50 1,
L
[
0 +l—— ey
0 25 50 75 100
T (dias)

Figura 3.30. Seguimiento tiempo de vida del
sensor B4 hasta los 100 dias.
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Figura 3.31. Seguimiento tiempo de vida del sensor B4.

El tiempo de vida T1 de la membrana B3 fue de 96 contados a partir de
los cuatro dias de curado. A partir de T1 el pardmetro ligo-lo Se sale de la linea
de control -3s. Se puede decir, por lo tanto, que la membrana es muy estable en
condiciones de oscuridad y sin ningun tipo de atmosfera especial. A partir de ese
tiempo comienza a decrecer la sefial aunque sin llegar a hacerse nula. En
consecuencia, podemos establecer el tiempo de vida T2 del sensor B4 en al

menos 596 dias.

En la tabla 3.24 se recogen los pardmetros analiticos de caracterizacion

de la membrana B4 conteniendo Tween 20 y operando como ya se ha indicado.

Tabla 3.24. Parametros analiticos de la membrana B4.

Parametros analiticos Valores
Limite superior rango dindmico (%CO,) 35
LOD (%COy) 0,04
LDQ (%COy) 0,31
Intervalo de deteccion (%CO,) 0,04-0,31
Intervalo de cuantificacion (%CO,) 0,31-35
Precision (DER; n = 15) al 0,60 % CO, 0,34
Precision (DER; n = 15) al 16,70 % CO, 0,22
Tiempo de respuesta tig.q0(S) 32,8+0,8
Tiempo de recuperacion tgg 10(S) 801
Tiempo de vida T1 (dias) 96
Tiempo de vida T2 (dias) 596
Almacenamiento En la oscuridad
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3.5. Comparacion de los sensores estudiados

El trabajo que hemos desarrollado ha consistido en el disefio de nuevas
membranas sensoras de CO, basandonos el sensor de referencia previamente

estudiado.

En las tablas 3.25 y 3.26 recogemos los parametros de analiticos de cada
uno de los sensores que hemos ido investigando comparandolos con el de
referencia [1]. Pasando luego a comentar las caracteristicas de cada uno de los
sensores a partir de los los datos obtenidos para cada uno de ellos.

Tabla 3.25. Comparacion de parametros analiticos de los sensores estudiados.

Membrana sensora con
Membrana sensora

Parametros TMAOH y Metocel
analiticos ) Membrana Membrana Membrana | Membrana
Referencia [1]
B1l B2 B3 B4
l100-lo 268,7+1,3 131,8+1,2 212315 1242+1,0 | 280,0+0,6
Pendiente | 5,219 + 0,007 | 1,480 0,009 | 0,512 + 0,020 | 5,369 * 0,020 6,908 +
0. 0. 0,927 £ 0.090 | 1,226 + 0,100 | 0,963 + 0,100 | 0,837 + 0.009 0,553
R’ 0,9989 0,9867 0,9623 0,9977 0,9694
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Tabla 3.26. Comparacion de parametros analiticos de los sensores estudiados

Parametros analiticos

Membrana sensora

Membrana sensora con
TMAOH y Metocel

Referencia| Membrana | Membrana | Membrana Membrana
[1] B1 B2 B3 B4
Precision (DER; n = 15) 0,560 0,590 0,345 0,600 0,335
0,6 % CO,
Precision (DER; n = 15) 0.250 0,390 0,230 0,4 0,220
16,7 % CO,
Limite superior rango 20 15 30 35
dinamico (%CO,)
LOD (%CO)) 0,020 0,04 0,007 0,08 0,04
LOQ (%CO,) 5.9 05 0.21 0,32 0,31
Intervalo de deteccion 0,020-5,9 | 0,04-0,5 | 0,007-0,21 | 0,08-0,32 0,04-0,31
%CO,
Intervg_lo d_e 0,5-20 0,21-15 0,32-30 0,31-35
cuantificacion %CO,
Tiempo de respuestatio. | 93+0,5 | 19,3+06 | 28+0,3 55,4+ 0,4 32,8+0,8
90(8)
Tiempo de recuperacion | 115+ 2 85+1 88+1 82+0,1 80 +1
tg0-10 (S)
T1 (dias) 4 11 124 96
T2 (dias) 365 17 512 390 596
- Atmosfera . . ) )
Condiciones de hameday | Oscuridad | Oscuridad | Oscuridad Oscuridad
almacenamiento oscuridad

3.5.1. Sensor B1.

En general no tiene una mala respuesta al CO, aunque si analizamos

cada uno de los pardmetros analiticos con respecto al sensor de referencia,

podemos observar una serie de ventajas y desventajas:

Ventajas:

- El tiempo de recuperacidon es menor y consecuentemente posee una mas

rapida respuesta.
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- La mayor ventaja, es en lo que respecta al almacenamiento, pues se conserva

en recipiente cerrado, en oscuridad y sin ningun tipo de atmdsfera especial.

Desventajas:
- El parametro ligo-lo €s menor, por la tanto es menor la amplitud de variacion

de la sefial de la membrana con la variacion en la concentracion del gas.
- Es un poco menos preciso en términos de desviacion estandar relativa.
- Su limite de deteccion es mayor.
- El gran inconveniente es su corto tiempo de vida T2 de solo 17 dias, contados

a partir de los tres dias de curado.
3.5.2. Sensor B2.

Segun el funcionamiento del mismo podemos considerarlo como un buen
sensor de CO,. Analizando los pardmetros analiticos con respecto al sensor de

referencia, encontramos una serie de ventajas:
Ventajas
- La precision es mejor.
- Los limites de deteccién y de cuantificacibn son menores.

- Aunque es mayor el tiempo de respuesta, es menor el tiempo de

recuperacion que para el sensor de referencia.

- Presenta la gran ventaja, lo mismo que el anterior de poder conservarse en

recipiente cerrado sin ningun tipo de atmdsfera especial.

- Posee un gran tiempo de vida T2 hasta los 512, por lo menos, pues seguia

dando sefal.

Desventajas:

- El parametro l;00-lop €s menor que el de referencia pero mayor que el del

sensor B1.
3.5.3. Sensor B3.

En lineas generales no es un mal sensor, responde bien a las distintas

concentraciones de CO,, aunque no tan bueno como el B2.
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Ventajas

- El tiempo de recuperacion es menor que el de referencia por lo tanto posee

una rapida respuesta.

- Presenta la gran ventaja de poder conservarse en recipiente cerrado sin

ningun tipo de atmésfera especial.

- En cuanto al tiempo de vida, hasta los 390 dias de seguimiento, por lo

menos, sigue dando sefal.
Desventajas
- El pardmetro l1po-l, €s menor.
- Es menos preciso que el de referencia.
- Ellimite de deteccién es mayor.
- Ettiempo de respuesta de la membrana es mayor.
3.5.4. Sensor B4.

Podemos considerarlo como un sensor de CO,; muy bueno considerando

ventajas e inconvenientes:

Ventajas
- El pardmetro 1100-10 es mayor que el de referencia.
- Es mas preciso que el de referencia.
- Posee un menor limite de cuantificacion.

- El tiempo de recuperaciéon es mejor que el del sensor de referencia, por lo

gue posee una rapida respuesta.

- Presenta la gran ventaja de poder preservarse en recipiente cerrado sin

ningun tipo de atmadsfera especial.

- En lo que respecta al tiempo de vida T2 sigue dando sefial hasta los 596

dias de seguimiento, por lo menos.
- Desventajas
- EIl limite de deteccion es mayor.
- Eltiempo de respuesta es mayor.
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4. Conclusiones

Con las estrategias presentadas en este capitulo se ha logrado en general
una mejora en los sensores Opticos para CO, gaseoso basado en la medida de
la intensidad de fosforescencia del complejo PtOEP incluido en las membranas
PVCD debido al desplazamiento del equilibrio acido-base de a-naftolftaleina. El
uso de TMAOH en lugar de TOAOH ofrece resultados similares en selectividad y
precision, mejora la estabilidad y el tiempo de vida sin necesidad de ser

conservado en atmdsfera especial.

El uso de HPMC en lugar de etilcelulosa ofrece resultados similares en
selectividad y precision haciendo innecesario preservar las membranas en

condiciones atmosféricas especiales.

Los sensores B2 y B4 son mas sensibles, presentando el B2 un limite de
deteccién inferior al del sensor de referencia. Ambos presentan un tiempo de

respuesta superior al del sensor de referencia.

Ademas para el sensor B4 de los datos los datos recogidos en la tabla 18
podemos decir que:

1. La precision en términos de desviacién estandar relativa para las dos
concentraciones de CO,, con 15 réplicas fue muy buena, muy por debajo
del 5%.

2. El limite de deteccion es de orden del porcentaje de CO, atmosférico.
3. El limite de cuantificacion es inferior al del sensor de referencia.
4. El tiempo de recuperacion fue rapido (80 s).

Las ventajas afiadidas del B4, sobre todo en cuento a tiempos de vida
y almacenamiento, se deben a que por una parte al agente de transferencia
de fase TMA, no sufre la degradacion de Hoffmam y al polimero hidréfilico
HPMC por su capacidad para retener agua y evitar de esta forma la

deshidratacion de las membranas.

Otra de las ventajas de este ultimo es que entramos en el campo de la
guimica verde por prepararse a partir de un coctel en base agua. De esta
manera se pueden preparar sensores Opticos de CO, de manera sencilla y

con bajo coste.
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1. Introduccién

El dioxido de carbono es el principal gas de efecto invernadero resultante
de actividades humanas como es el uso de combustibles fosiles para obtencion
de energia, el transporte y los procesos industriales, por lo que la monitorizacién
de los niveles de CO; en la atmosfera es de vital importancia debido a su efecto

sobre el calentamiento global [1].

El caracter acido de la molécula de didxido de carbono, ya utilizado en el
anterior capitulo, es la base fundamental de los métodos analiticos para su
determinacién. Normalmente, un sensor Optico para determinar el dioxido de
carbono gas estd constituido por una membrana de deteccién que contiene
como elemento esencial un indicador de pH o bien un indicador de pH y un
luminoforo. [2-5].

La mayoria de estos sensores oOpticos tienen tiempos de vida de
almacenamiento limitado y tienen que ser almacenados bajo condiciones
atmosféricas especiales, debido a procesos como fotooxidacion del colorante,
evaporacion del agua contenida en la membrana y degradacion del hidroxido de
amonio cuaternario presente [6]. En el capitulo anterior se han estudiado
diversas modificaciones de la membrana tendentes a mejorar la estabilidad y la
vida util concluyendo que con ellas no se necesita conservar la membrana en
condiciones atmosféricas especiales [7]. Sin embargo, creemos que es posible
preparar sensores Opticos para determinar diéxido de carbono gaseoso con un

mejor rendimiento.

Los liquidos i6nicos son fluidos constituidos exclusivamente por iones,
considerandose como tales a las sales con una temperatura de fusion por debajo
del punto de ebullicion del aguay que frecuentemente son hidroliticamente

estables.

Estos liquidos son de gran interés debido principalmente a las buenas
propiedades solvatantes que presentan, alta conductividad, baja volatilidad, baja
toxicidad, gran ventana electroquimica, buena estabilidad electroquimica y alta

solubilidad en una amplia variedad de disolventes [8,9]. Los liquidos i6nicos
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presentan un punto de fusién cercano o inferior a la temperatura ambiente y se
componen de dos iones asimétricos de carga opuesta que solo presentan
interacciones electrostaticas y que normalmente son cationes organicos
voluminosos (por ejemplo, amonios cuaternarios sustituidos con alquilo,
imidazolio, pirrolidinio, acetato, etc.) y aniones mas pequefios (por ejemplo, iones
haluro, tetrafluorobarato, hexafluorofosfato, etc.), lo que da como resultado que
algunas de estas sales permanezcan liquidas a temperatura ambiente. La
principal aplicacion de los liquidos ionicos es para el desarrollo de estrategias
eficientes para capturar CO, minimizando su acumulacion en la atmésfera, asi
como para convertirlo en productos quimicos de alto valor. Esta es un area de
investigacion de interés actual tanto desde el punto de vista ambiental como
econémico [10,11]. Estas tecnologias separan el CO, de los gases de
combustion industrial procedentes, por ejemplo, de plantas quimicas para
prevenir su emision al ambiente usando liquidos i6nicos como absorbentes
[12,13].

En este contexto se han determinado diferentes parametros de interés
para el dioxido de carbono gas, como es se coeficiente de difusion en la bis
[(trifluorometil) sulfonil] amida de 1-etil-3-metilimidizolio (EMIM NTf2) basandose
en las mediciones FTIR resueltas en el tiempo [14], la solubilidad en una serie de
liquidos ionicos basados en 1-(2-hidroxietil)-3-metilimidazolio ([EMIM]*) con
diferentes aniones, como hexafluorofosfato ([PF¢])]) [15] y bis (trifluoro-
metilsulfonil) imida de 1-metoxietil-3-metilimidazolio ([EOM-mim] [Tf2N]) por el

método del peso isométrico [16].

Las aplicaciones de los liquidos i6nicos en quimica analitica se
encuentran en tres areas: preparacion de muestras, separaciones por
cromatografia y electroforesis capilar y deteccién [17]. Asi se han utilizado como
fase estacionaria o como aditivos en cromatografia gas-liquido [18] Yy
electroforesis capilar [19]. También se han utilizado en sensores electroquimicos
para analitos gaseosos [20, 21]. Otra aplicaciéon de interés es la determinacion
de dioxido de carbono gas por medida de electroquimioluminiscencia (ECL)
basado en el sistema luminol-O, en una disolucion de dipropilamina en N, N-
dimetilformamida en el que se induce la formacion de un liquido i6nico tipo

carbamato por reaccion entre CO, y dipropilamina. Este método de deteccion
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ECL muestra entre otras ventajas, seguridad, selectividad, amplio rango de

respuesta lineal y buena sensibilidad [22].

Asi mismo se han utlizado en biosensores para la deteccién de
biomoléculas tales como acidos nucleicos, proteinas y enzimas porque elimina la
necesidad de afadir electrolito soporte, mostrando conductividad intrinseca y
presidon de vapor despreciable [23] y en un sensor Optico de gas de tipo
luminiscente basado en la formacion del par i6nico entre el 1-hidroxi-3,6,8-
pirenotrisulfonato (HPTS) en presencia del liquido iénico tetrafluoroborato de 1-
etil-3-metilimidazolio (EMIMBF4) en una matriz de etilcelulosa. Equilibrio que
esta gobernado por el CO, gaseoso presente [24]. Este sensor presenta un largo
tiempo de almacenamiento y un microambiente muy estable para la molécula
HPTS [25]. Adicionalmente, el tetrafluoroborato de 1-metil-3- butilimidazolio
(RTIL-1) y el bromuro de 1-metil-3-butilimidazolio (RTIL-II) se han utilizado junto
con HPTS en un sensor 6ptico de CO,. Hay que tener en cuenta que la
solubilidad del CO; en liquidos i6nicos miscibles en agua es aproximadamente
10 a 20 veces mayor que en disolventes convencionales [26]. En este caso se ha
utilizado un haz de fibra Optica para la deteccion de CO, gas, utilizando una
membrana de materiales nanofibrosos preparados por la técnica de electrospun
conteniendo la quimica de reconocimiento. La medida se basa en el cambio en
la intensidad de fluorescencia del par i6nico que forma el HPTS con el liquido
i6bnico. El procedimiento muestra una alta sensibilidad debido a la elevada
relacion superficie-volumen de las estructuras de las nanofibras, un tiempo de

respuesta corto y una sefial completamente reversible [27].

Los liquidos i6nicos pueden confinarse en sol-gel, los llamados ionogeles
y pueden aplicarse en membranas electroliticas, dispositivos Opticos,
catalizadores y sensores [28]. Asi, se puede utilizar para la determinaciéon
semicuantitativa de CO, una emulsion del liquido i6nico 1-butil-3-metilimidazolio
en una matriz de silicona conteniendo el indicador de pH azul de timol o azul de
bromotimol o bien el HPTS utilizando como referencia el colorante fluorescente
inerte  4-dicianometilen-2-metil-6-(4-(dimetilamino)estiril)-4H-pirano  para la
determinacion ratiométrica de CO, [29]. También se ha desarrollado un sensor
de CO, gas basado en el liquido i6nico tetrafluoroborato de 1-etil-3-
metilimidazolio (BMIM BF4) situado en una fibra de cristal foténico (PCF) [30].
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La sensibilidad de las membranas sensoras a CO, viene determina por
varios factores: el pKa del indicador; la naturaleza del contraion en el liquido
i6nico y la naturaleza de la base utilizada en el tampo6n interno. Los nuevos
materiales muestran una fotoestabilidad moderada. Cuando se usa para
medidas en ambiente acuoso, el sensor se deteriora rapidamente a menos que
se aplique una capa protectora de silicona. Los materiales fluorescentes a base
de tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio sufren  dependencia
irreproducible de la temperatura y, por lo tanto, no son adecuados para

aplicaciones en el mundo real.

En este capitulo vamos utilizar liquidos i6nicos para el desarrollo de
nuevos sensores para CO,. Para ello, se han elegido una serie de liquidos
iGnicos miscibles en agua, de forma que las membranas sensoras que se van a

estudiar van ser de base acuosa.

2. Mecanismo de sensado

El sensor que va a servir de base para el presente trabajo, ha sido ya
comentado en el capitulo 3. El funcionamiento del sensor se basa en la
atenuacion de luminiscencia de un luminéforo por una de las formas de un
indicador de pH no fluorescente, a-naftolftaleina, presente en la membrana que
ademas contiene el hidréxido de amonio cuaternario TMAOH que actia como
tampodn interno. ElI cambio en la posicion del equilibrio acido-base por parte del
CO; y el concomitante cambio de color se traduce en un cambio de emisién
luminiscente debido al solapamiento del espectro de absorcién de la forma
basica del indicador de pH y el de emisién del luminéforo de alto tiempo de vida,
octaetilporfirina de platino (PtOEP). La presencia de CO, desplaza
paulatinamente el equilibrio del indicador hacia su forma &cida con el

consiguiente aumento de la emision fosforescente del luminéforo.

El solapamiento espectral de los a-naftolftaleina y octaetilporfirina de
platino permite a través de un proceso de filtro interno la transferencia de energia
entre las dos especies de forma que se produzca un aumento de la intensidad de

fosforescencia proporcional a la concentracion de CO; [5].
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Para el disefio de este sensor se van a preparar membranas que
contengan todos los reactivos necesarios incluyendo liquidos i6nicos para que

dicho sensor reaccione ante los cambios de concentracion de CO.».

El sensor para CO, se prepara sobre un soporte tipo Mylar Gpticamente
transparente y no luminiscente, con dos membranas dispuestas en caras
opuestas, preparadas a partir de disoluciones (A y B) conteniendo los reactivos
necesarios usando la técnica de spin-coating. La disolucion A contiene la
ocetaetilporfirina de platino como lumindéforo y polivinil-co-polivideno (PVCD)
como polimero de membrana disueltos en tetrahidrofurano, polimero usado para

evitar la interferencia del oxigeno.

La disolucion B contiene el indicador de pH (a-naftoltaleina), el agente de
transferencia de fase (TMAOH), el polimero hidrofilico hidroxipropil metilcelulosa

(HPMC) y Tween 20 como surfactante, todos ellos en una mezcla agua/etanol.

A continuacion se van a describir la composicidon de los cocteles
empleados y la forma de preparacién del sensor anterior al que llamaremos
sensor de referencia, asi como las membranas sensoras ensayadas con

distintos liquidos idnicos partiendo del sensor de referencia.
2.1. Preparacion de las membranas sensoras.
2.1.1. Preparacion la membrana de referencia.

Coctel A (referencia)

En un vial se disuelven 100 mg PVCD en 1 mL de THF recién destilado
usando un bafio de ultrasonidos y una vez totalmente disuelto se le afiaden 0,5
mg de PtOEP.

Coctel B (referencia)

En un vial de 4 ml se adiciona 1 ml de HPMC (previamente disuelto al 1%
en agua), 320 uL de solucién de a-naftoltaleina (2,2 mg en 2 ml de etanol), 12,1
mg de TMAOH disuelto en 200 pL de metanol y, finalmente, 5 pL del surfactante
Tween 20.

Para la formacion de las membranas se ha utilizado la técnica del spin-
coating, depositando sobre soporte tipo Mylar de (35 x12 mm) 20 uL del céctel A

en una de las caras del mismo, dejandose secar en el interior de un recipiente
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herméticamente cerrado conteniendo un vaso con el disolvente THF para
asegurarnos de que la atmosfera en el interior del recipiente esta saturada en el

disolvente produciendo un lento secado del sensor.

Después se toma el soporte de Mylar que tiene por una de las caras el
sensor del luminoforo (coctel A), y con la misma técnica de spin-coating se
depositan 25 pl del céctel B, formandose membrana en la cara opuesta del
soporte ya que el espesor del soporte nos permite que la distancia sea suficiente
como para que se produzca el proceso de filtro interno. Como se ha comentado
con anterioridad no fue factible preparar las dos membranas en la misma cara (la
B sobre la A), porque aun siendo el céctel B en base agua y no disolver a la
membrana A ya formada, se puede depositar el B sobre el A sin que se
disuelvan. Lo que acurre es que al cabo de unos tres dias se produce una
migracion de los reactivos de una membrana a otra, ennegreciéndose la

membrana y dejando de funcionar.
2.2.2. Preparacion y ensayo de membranas conteniendo liquidos i6nicos.

Para el ensayo de dichos sensores, el coctel A, va a seguir siendo el
mismo, el que contiene la octaetilporfirna de platino (PtOEP) como luminéforo,
mientras que el céctel para la membrana de la cara opuesta al que llamaremos
coctel C, a partir de ahora, va a seguir teniendo el mismo indicador acido-base
(a-naftoltaleina), con lo que va seguir siendo el mismo tipo de sensor que el de
referencia basado en el mecanismo de filtro interno. Como agente de
transferencia se utilizard el TMAOH y como polimero de membrana el HPMC,
con las mejoras afadidas que han aportado ambos componentes ya estudiados
en el capitulo anterior [7].

En esta Memoria se ha llevado a cabo el estudio de ocho liquidos i6nicos
para formar membranas en las que se dé la reaccion de reconocimiento ya
dicha.

Los liquidos ionicos (LIs) ensayados fueron:
- LI-I: Tetrafluoroborato de 1-etil-3-metilimidazolio
- LI-ll: Cloruro de 1-etil-3-metilimidazolio.

- LI-llI; Tetrafluoroborato de 1-dodecil-3-metilimidazolio
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- LI-IV: Cloruro de 1-decil-3-metilimidazolio

- LI-V: Cloruro de 1-dodecil-3-metilimidazolio

- LI-VI: Tetrafluoroborato de 1-hexil-3-metilimidazolio

- LI-VII:1-etil-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imida.
- LI-VIII: Cloruro de 1- metil- 3- octilimidazolio

En la figura 4.1 se muestran las estructuras moleculares de cada uno de

los liquidos i6nicos probados.
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Figura 4.1. Estructuras moleculares de los Lls estudiados

En consecuencia, para el coctel C se han ensayado ocho variantes: C1,
C2, C3, C4, C5, C6, C7 y C8, conteniendo cada uno ademés de los reactivos
comunes, los liquidos iénicos LI-1, LI-II, LI-IlI, LI-IV, LI-V, LI-VI, LI-VIl y LI-VIII.
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2.2.3. Metodologia de medida de las membranas

Para el estudio de estas membranas se han registrado medidas de
intensidad de fluorescencia en el espectrofluorimetro a las longitudes de onda
de excitacion y emision de 525 y 650 nm, respectivamente trabajando con
rendijas 2,5:5.

2.2.4. Preparacion de los cocteles tipo C

En un vial de 4 ml se adiciona 320 yL de solucién de a-naftoltaleina (2,2
mg en 2 ml de etanol), 12,1 mg de TMAOH disuelto en 200 pL de metanol, la
correspondiente cantidad de LI, 5 pL del surfactante Tween 20 vy, finalmente, 1

ml de HPMC al 1% disuelto en agua.

De esta forma se han preparado 8 cocteles para el estudio de sus

respectivas membranas con los distintos liquidos ibénicos, con las

correspondientes composiciones recogidas en las tablas 4.1, 4.2, 4,3, 4.4, 4.5,
4.6,.7y4.8.

Tabla 4.1. Composicion del céctel C1. Tabla 4.2. Composicién del coctel C2.

Tabla 4.3. Composicién del céctel C3.
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Componentes | Concentracion Componentes | Concentracion
C1 % en peso Cc2 % en peso

a-naftoltaleina 0,024 a-naftoltaleina 0,024
TMAOH 0.841 TMAOH 0,840
LI-I 0.0695 LI-1I 0,139
Tween 20 0,382 Tween 20 0,382
Metanol 10,98 Metanol 10,97
agua 69,5 agua 69,4
HPMC 0,695 HPMC 0,694
Metanol 175 Metanol 17,5

Tabla 4.4. Composicion del céctel C4.

Componentes | Concentracion Componentes | Concentracion
C3 % en peso Cca % en peso
a-naftoltaleina 0,024 a-naftoltaleina 0,024
TMAOH 0,841 TMAOH 0,841
LI-1I 0,0695 LI-IV 0,0348
Tween 20 0,382 Tween 20 0,382
Metanol 10,98 Metanol 10,98
agua 69,5 agua 69,5
HPMC 0,695 HPMC 0,695
Metanol 17,5 Metanol 17,5




Tabla 4.5. Composicion del céctel C5

Capitulo 4

Tabla 4.6. Composicion del coctel C6

Componentes | Concentracion Componentes | Concentracion
C5 % en peso C6 % en peso
a-naftoltaleina 0,024 a-naftoltaleina 0,024
TMAOH 0,841 TMAOH 0,841
LI-V 0,0695 LI-VI 0,0695
Tween 20 0,382 Tween 20 0,382
Metanol 10,98 Metanol 10,98
agua 69,5 agua 69,5
HPMC 0,695 HPMC 0,695
Metanol 17,5 Metanol 17,5

Tabla 4.7. Composicion del céctel C7

Tabla 4.8. Composicion del céctel C8

Componentes | Concentracion Componentes | Concentracion
c7 % en peso c8 % en peso
a-naftoltaleina 0,024 a-naftoltaleina 0,024
TMAOH 0,841 TMAOH 0,841
LI-VII 0,0695 LI-VIHI 0,0348
Tween 20 0,382 Tween 20 0,382
Metanol 10,98 Metanol 10,98
agua 69,5 agua 69,5
HPMC 0,695 HPMC 0,695
Metanol 17,5 Metanol 17,5

3. Resultados y discusién

3.1. Optimizacién de los componentes de membrana

Para estudiar todos los componentes de membrana, excepto para la
cantidad de liquido i6nico afiadida, se eligi6 como parametro de optimizacién l;0o
- lp, ya que se consider6 el mas apropiado como indicaciéon de la amplitud de la
medida de la membrana, donde |y e l190 representan las medidas de intensidad
de fosforescencia de la pelicula sensora expuesta al 100 % de nitrégeno y al 100
% de CO,, respectivamente.

Para llevar a cabo la optimizacién de la cantidad de liquido i6nico afiadida
se utilizé como criterio un compromiso entre los valores de 1100-lp, l0S tiempos de

recuperacion y respuesta y la estabilidad en el tiempo.

Para todos los cocteles se utilizé la misma cantidad de indicador de pH, a-

naftoltaleina, que para el sensor de referencia.
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El uso de un tensioactivo ha sido necesario para mejorar la tension
superficial de las membranas y para aumentar la respuesta del sensor, el
surfactante seleccionado es el Tween 20, como se vio en el capitulo anterior,
porque fue el que dio mejores resultados. Para el estudio aqui descrito se
combind la presencia de liquido i6nico con la de Tween 20, en concreto se
prepararon membranas conteniendo los diferentes liquidos i6nicos antes
sefialadas y cantidades variables de Tween 20 de 1 a 75 mg. Midiendo para
cada una de las membranas ensayadas el parametro de optimizacion ligo-lo, la
cantidad optima para todas ellas fue de 5 pl, afiadidos al céctel C. El estudio del
Tween 20 se tratara a continuacion en las optimizaciones llevadas a cabo para

cada uno de los cocteles.
3.1.1. Optimizacion de los componentes de coctel C1 conteniendo LI-I

Como parametro de optimizacion se utilizé la medida de la diferencia l1q -

lp resultante utilizando 5 réplicas de la membrana para cada cantidad ensayada.

Optimizacion de TMAOH

Se probaron las siguientes cantidades expresadas en relaciébn molar
TMAOH/In recogidas en la tabla 4.9. y representadas en la figura 4.2 frente al

parametro de optimizacion.

Tabla 4.9. Influencia de la concentracién
de TMAOH en la membrana C1.

TMAOH/IN [~
(moles) 100770
75,7 80,0
76,5 120,0
79,6 286,5
83,6 230,0
85,2 188,0
87,6 124,0
89,2 84,5
91,6 65,3
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400

300

200

I100"0

100

0-""I""I' *
70 80 90 100

TMAOH/In (moles)

Figura 4.2. Influencia de la concentracion
de TMAOH en la membrana C1.

A la vista de los resultados, la cantidad que origin6 el mayor valor de ligo-lo
medido en membrana fue la relacion molar (TMAOH/In) de 79,6 que corresponde
a 12,1 mg de TMAOH afiadidos al coctel.

Optimizacion del polimero HPMC

Se estudiaron a continuacion distintas disoluciones de polimero

previamente preparadas en agua, de entre 0,25% y 2% de HPMC.

Después de afiadir 1 ml de cada una a los respectivos cécteles para
formar distintas membranas, se midié el parAmetro de optimizacién para cada
una de ellas. De este modo se recogen tanto en la tabla 4.10 como en la figura
4.3 los valores medidos de l1p0-lp €n funcién de las distintas concentraciones en

tanto % en peso de HPMC sobre el total del coctel.

La concentraciéon de HPMC en el cActel dio el mayor valor de I190.lo medido
en membrana fue de 0,695 % en peso, que se corresponde a 1 ml de disolucion
HPMC acuosa al 1% afadida al cActel. Concentraciones superiores a esta
daban lugar a membranas opacas por la precipitacion de este polimero y
cantidades inferiores daban lugar a membranas muy delgadas y poco

homogéneas.
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Tabla 4.10. Influencia de la
concentracion de HPMC
en la membrana C1.

[HPMC] ||
(%peSO) 100710
1,389 [150,0
1,042 2250
0,695 |2865
0,521 |244,0
0,347 |188.0
0,174 |124.0
310
_g 210 -
110 4——o e v e
0 0.5 1 1.5

[HPMC] (% peso)

Figura 4.3. Influencia de la concentracion
de LI-I para membrana C1.

Optimizacion del LI-|

Para llevar a cabo a optimizacion de este liquido iénico (tetrafluoroborato
de 1-etil-3-metilimidazolio, se ensayaron cantidades comprendidas entre 0,1 y
2,5 mg en el céctel. Se prepararon las respectivas membranas, midiéndose para
cada una el parametro de optimizacion ligo-lo. En la tabla 4.11 y figura 4.4 quedan

representados estos valores expresados en tanto por ciento en peso.

Como nos muestran los resultados, la concentracion de LI-I que origino el
mayor valor para ligo-lo, fue de 0,0695 % en peso, que es lo que se corresponde

a 1 mg de LI-I afiadido al coctel.
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Tabla 4.11. Influencia de la
concentracion de LI-I en
la membrana C1.

o 1,
(% peSO) 100710
0,0069 | 240,0
0,0174 | 260,0
0,0347 | 280,7
0,0694 | 2864
0,1389 | 266,0
01737 | 2550
310
200 |
8 270 {
250 |
230
0 0.05 0.1 0.15 0.2

[LI-1] (% peso)

Figura 4.4. Influencia de la concentracion
de LI-I en la membrana C1.

Se eligi6 esta como cantidad 6ptima porque dando el valor maximo de
l100-lo, 10S tiempos de recuperacion y respuesta fueron del mismo orden para
todas las cantidades y la mayor estabilidad temporal se consiguié con esta

cantidad.

Optimizacion del surfactante Tween 20

Se probaron cantidades comprendidas entre 0,019 % y 1,147 % en peso
sobre el total del coctel. En la tabla 4.12 y en la figura 4.5 se recogen estas

cantidades frente a l1ggp-lo.
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Tabla 4.12. Efecto de la
Concentracién de Tween 20
en la membrana C1.

[Tween20] loo-lo

(% peso)
0,019 60,0
0,038 80,0
0,076 120,0
0,229 254,0
0,382 286,5
0,764 137,0
0,917 80,0
1,147 65,0

Figura 4.5. Influencia de la concentracion
de Tween 20 en la membrana C2.

Como se puede ver, la concentracion de Tween 20 que dio los mejores

resultados fue la de 0,382% en peso sobre el total del coctel.
3.1.2. Optimizacion de los componentes de coctel C2 conteniendo LI-II

Optimizacion de TMAOH

Se ensayaron las siguientes cantidades expresadas en relacion molar
TMAOH/In recogidas en la tabla 4.13 y representadas en la figura 4.5 frente al

parametro de optimizacion.
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Tabla 4.13. Influencia de
la concentraciéon de TMAOH
en la membrana C2

TMAOH/IN |
(moles) 10070
75,7 80
76,5 145
79,6 303,7
83,6 250
85,2 198
87,6 125
89,2 87
91,6 66

N

o

o
I

70 75 80 85 90 95
TMAOH/In (moles)

Figura 4.6. Influencia de la concentracién de
TMAOH en la membrana C2.

Como se puede apreciar en las representaciones, la cantidad que dio el
mayor valor de l;00-lp medido en membrana fue la relacién molar TMAOH/In 79,6

gue corresponde a 12,1 mg de TMAOH afiadidos al cOctel.

Optimizacion del polimero HPMC

Se ensayaron distintas disoluciones polimero previamente disueltas en
agua. Las concentraciones de dichas disoluciones acuosas fueron del 0,25% al
2% en peso. Después de afiadir 1 ml de cada una a los respectivos cocteles
para formar distintas membranas, se midi6 el parAmetro de optimizaciéon. La
tabla 4.14 y la figura 4.7 muestran los valores medidos de I190-lo €n funcion de las
distintas concentraciones porcentuales de HPMC presentes en el céctel.
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Tabla 4.14. Influencia de la
concentracion de HPMC
en la membrana C2.

[HPMC] Lo
(%peSO) 100710
1,389 160,0
1,042 245,0
0,694 303,7
0,521 258,0
0,347 190,0
0,174 125,0
310 §
g 210 ¢
110 +———
0 0.5 1 15

[HPMC] (% peso)

Figura 4.7. Influencia de la concentracion
de HPMC en la membrana C2.

Tal y como nos revelan los resultados la concentracion de HPMC que
originé el mayor valor del pardmetro de optimizacion l;o0-lp fue la de 0,694 % en
peso, que se corresponde a 1 ml de disoluciéon acuosa de HPMC del 1% afiadida
al céctel. Para concentraciones superiores a esta se producian precipitaciones
del polimero una vez formada la membrana y para concentraciones inferiores se

obtenian membranas heterogéneas y con malas propiedades 6pticas.

Optimizacion de la cantidad de LI-II

Para llevar a cabo a optimizacion de este liquido i6nico (cloruro de 1-etil-3-
metilimidazolio) se probaron cantidades comprendidas entre 0,1 y 2,5 mg

afiadidos al coctel. Se prepararon las respectivas membranas, midiéndose para
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cada una el parametro de optimizacion ligo-lo. En la tabla 4.15 y figura 4.8 quedan
representados estos valores expresados en tanto por ciento en peso.
Tabla 4.15. Influencia de

la concentracion de LI-II
en la membrana C2.

e [,
(% peSO) 100710
0,0069 | 2450
00174 | 2600
00347 | 279.9
0,0694 | 3037
01389 | 247.0
01737 | 2050

330

280 +

= 230 4
180 +—— . N . -
0 0.05 01 0.15 0.2

[LI-11] (% peso)

Figura 4.8. Influencia de la concentracion
de LI-ll en la membrana C2.

Como se puede apreciar en las representaciones la concentracion de LI-II
que origino la membrana de mayor valor para lipo-lp, fue de 0,0694 % en peso,
gue es lo que se corresponde a 1 mg de LI-ll afladido al céctel. Sin embargo se
eligi6 como oOptima la de 0,1389 % en peso que corresponde a 2 mg afiadidos al
céctel, porque incluso teniendo tiempos de recuperacion y respuesta muy
parecidos, dio mejores resultados en cuanto a estabilidad en el tiempo, como se

vera mas adelante.
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Optimizacion de surfactante Tween 20

Fueron ensayadas cantidades comprendidas entre 0,019 % y 1,149 % en
peso sobre el total del coctel. En la tabla 4.16 y en la figura 4.9 se recogen estas

cantidades frente l1go-lo.

Tabla 4.16. Influencia de
la concentracion de Tween 20
en la membrana C2.

[Tween 20] loo-lo

(% peso)
0,019 76,0
0,038 95.0
0,076 130.0
0,229 264,0
0,382 303,7
0,764 130,0
0,917 90,0
1,149 70,0

300 |

I100"0

150 +

0 0.4 0.8 1.2
[Tween] % peso

Figura 4.9. Influencia de la concentracion
de Tween 20 en la membrana C2

Como se puede ver, la concentracion que proporcion6 el mayor valor de

l100-l0, fue la 0,382 % de Tween 20 sobre el total del coctel.
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3.1.3. Optimizacién de los componentes de coctel C3 conteniendo LI-1lI

Optimizacion de TMAOH

Se probaron las distintas cantidades expresadas en relacion molar

TMAOH/In recogidas en la tabla 4.17 y representadas en la figura 4.10 frente al

parametro de optimizacion.

Tabla 4.17. Influencia de
la concentracién de TMAOH
en la membrana C3.

TMAOH/In | |

(moles) 10070

75,7 60,0

765 | 90,0

796 | 2807

836 | 2200

852 | 1750

87,6 | 1150

89,2 90,0

91,6 67,0
300 1
o 200 1
100 1

0O —V———t
70 75 80 85 90 95

TMAOH/In (moles)

Figura 4.10. Influencia de la concentracion de
TMAOH en el coctel C3.

Viendo los resultados después de hacer las correspondientes medidas, el

coctel cuyas membranas originaron el mayor valor de l1po-lp fue aquel con una
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relacion molar (TMAOH/In) de 79,6 que corresponde a 12,1 mg de TMAOH

anadidos al total del mismo.

Optimizacion de polimero del HPMC

Fueron preparadas disoluciones de polimero disuelto en agua. Las
concentraciones de dichas disoluciones acuosas fueron del 0,25% al 2% de
HPMC. Después de afadir 1 ml de cada una a los respectivos cocteles para
formar distintas membranas, se midi6é el parAmetro de optimizacion para cada
una de ellas. En la tabla 4.18 y en la figura 4.11 se muestran los valores medidos

de l190-lp en funcion de las distintas concentraciones de HPMC estudiadas.

Tabla 4.18. Influencia de
la concentracion de HPMC
en la membrana C3.

[HPMC] [ |
(%peSO) 100710
1,389 155,0
1,043 235,0
0,695 280,7
0,521 245,0
0,347 180,0
0,174 110,0
300
_'§ 200 -
100 e A .
0 0.5 1 1.5

[HPMC] ( % peso)

Figura 4.11. Influencia de la concentracion
de HPMC en la membrana C3.

Como se puede observar la concentracion de HPMC que arrojé el mejor
valor de lipo-lo fue la de 0,695 % en peso, que se corresponde a 1 ml de

disolucién acuosa de HPMC 1% previamente preparada. Para concentraciones
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superiores a esta se producian, como en anteriores ocasiones, precipitaciones
del polimero una vez formada la membrana y para concentraciones inferiores se

obtenian membranas heterogéneas y con malas propiedades opticas.

Optimizacion del LI-1lI

Para llevar a cabo a optimizacion de este liquido iénico (tetrafluoroborato
de 1-dodecil-3-metilimidazolio), se ensayaron cantidades comprendidas entre
0,1y 2,5 mg en el coctel. Se prepararon las respectivas membranas, midiéndose
el parametro de optimizacion para cada una de ellas. En la tabla 4.19 y figura
4.12 quedan representados estos valores expresados en tanto por ciento en

peso.

Tabla 4.19. Influencia de
la concentracion de LI-IlI
en la membrana C3.

[LI-11] ool
(% peso)

0,0069 | 140,0
0,0174 | 200,0
0,0347 | 280,7
0,0694 | 176,9
0,1389 | 178,2
0,1737 | 170,0

325

250

I100"0

175 4

100

0 0.05 0.1 0.15 0.2
[LI-11] % w

Figura 4.12. Influencia de la concentracion de
LI-Ill en la membrana C3.

A la vista de los resultados la concentracion de LI-lll que dio lugar en la

membrana al mayor valor de li00-lo fue de 0,0347 % en peso, que es lo que se

155



Sensor CO, con liquidos idnicos

corresponde a 0,5 mg de LI-lll afiadido al coctel. Sin embargo se obtuvieron
mejores tiempos de recuperacion y respuesta para la membrana preparada con
0,0694 % de LI-Ill sobre la composicidn del coctel, es decir la correspondiente a
1 mg afadido.

Optimizacion de surfactante Tween 2

Se ensayaron concentraciones comprendidas entre 0,019 % y 1,147 % en
peso sobre el total del coctel. En la tabla 4.20 y en la figura 4.13 se recogen
estas cantidades frente 1100-lo.

Tabla 4.20. Influencia de
la concentracién de Tween 20
en la membrana C3

[Tween 20] loo-lo

(% peso)
0,019 74,0
0,038 85,0
0,076 125,0
0,229 254.0
0,382 280,7
0,764 125,0
0,917 88,0
1,147 65,0

300 +

0 0.4 0.8 1.2 1.6
[Tween 20] (% peso)

Figura 4.13. Influencia de la concentracion
de Tween 20 en la membrana C3.
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Como se puede ver, la concentracion de Tween 20 en % peso que aporta

una mayor valor de l1go-lp @ la membrana es la de 0,382 % en peso en el coctel.

El sensor C3 no se llegd a caracterizar por no aportar una mejora en

tiempos de vida, ya que a los tres dias el valor de ligo-lo experimentd un

descenso del 20%.
3.1.4. Optimizacién de los componentes de coctel C4 conteniendo LI-IV.

Optimizacion de TMAOH

Se ensayaron las siguientes cantidades expresadas en relaciébn molar
TMAOH/In recogidas en la tabla 4.21 y representadas en la figura 4.14 frente al

parametro de optimizacion.

Tabla 4.21. Influencia de
la concentracion de TMAOH
en la membrana C4.

IlOO_IO

400

TMAOH/In ool
(moles)
75,7 87,0
76,5 150,0
79,6 305,9
83,6 245,0
85,2 200,0
87,6 130,0
89,2 85,0
91,6 70,0

300
200 +

100

85

TMAOH/In (moles)

Figura 4.14. Influencia de la concentracion
de TMAOH en la membrana C4.
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Segun muestran las representaciones, la concentracion que origind el
mayor valor de lip0-lp en membrana fue la relacion molar TMAOH/In de 79,6 que

corresponde a 12,1 mg de TMAOH afadidos al coctel.

Optimizacion de la concentracion de polimero HPMC

Fueron ensayadas distintas disoluciones polimero previamente disuelto en
agua. Las concentraciones de dichas disoluciones acuosas se encontraron
comprendidas entre el 0,25% y el 2% de HPMC. Después de afiadir 1 ml de
cada una a los respectivos coOcteles para formar distintas membranas, se midi6 el

parametro de optimizacion.

De este modo se recogen tanto en la tabla 4.22 como en la figura 4.15 los
valores medidos de l1go-lg €n funcidn de las distintas concentraciones en tanto %

e peso de HPMC sobre el total del céctel.

Los resultados indican que la concentracion de HPMC que dio el mayor
valor del parametro de optimizacion fue la de 0,695 % en peso, que se

corresponde a 1 ml de disolucion HPMC al 1% en agua, afiadida al coctel.

Para cantidades superiores a la 6éptima se producian, como en anteriores
ocasiones, precipitaciones del polimero en la membrana y concentraciones
inferiores originaban membranas heterogéneas y con malas propiedades

Opticas.

Tabla 4.22. Influencia de
la concentracién de HPMC
en la membrana C4.

[HPMC] Lo |
(% peso) | 10070
1,390 165,0
1,043 250,0
0,695 305,9
0,521 255,0
0,348 195,0
0,174 150,0
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310 +

110 +———
0 0.5 1 15

[HPMC] ( % peso)

Figura 4.15. Influencia de la concentracion de HPMC
en la membrana C4.

Optimizacion del LI-IV

Para llevar a cabo a optimizacién de este liquido iénico (cloruro de 1-
decil-3-metilimidazolio) se probaron cantidades comprendidas entre 0,1y 2,5 mg

en el coctel.

Se prepararon las respectivas membranas, midiéndose para cada una el
parametro de optimizacion mostrandose en la tabla 4.23 y figura 4.16 los

resultados obtenidos.

Tabla 4.23. Influencia de
la concentracion de LIV
en la membrana C4.

LI-IV -
(% Peso) 10070
0,0069 215,0
0,0174 250,0
0,0347 305,9
0,0694 297,3
0,1389 249,7
0,1737 220,0

159



Sensor CO, con liquidos idnicos

Segun muestran los resultados la concentracion de LI-IV que dio en la
membrana el mayor valor para l,00-lo, fue de 0,0347 % en peso, que es lo que se

corresponde a 0,5 mg de LI-IV afadido al céctel.

300 +

IIOO_IO

250 +

200 e
0 0.05 0.1 0.15 0.2

[LI-IV] (% peso)

Figura 4.16. Influencia de la concentracion
de LI-IV en la membrana C4.

Optimizacion de surfactante Tween 20

Se probaron varias concentraciones comprendidas entre 0,019 % y 1,147
% en peso sobre el total del coctel. En la tabla 4.24 y en la figura 4.17 se

recogen estas cantidades frente I1g0-lo.

Tabla 4.24. Influencia de
la concentracion de Tween 20
en la membrana C4.

[Tween 20] Ll
(% peso) 100710
0,019 84,0
0,038 95,0
0,076 130,0
0,229 250,0
0,382 305,9,0
0,765 128,0
0,918 91,0
1,147 73,0
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Se obiene que la concentracion de Tween 20 que aporta a la membrana el

mayor valor de l;00-lo €s de 0,382 % en peso en el céctel.

300 +

I100"0

150 +

0 0.4 0.8 1.2
[Tween 20] (% peso)

Figura 4.17. Influencia de la concentracion
de Tween 20 en la membrana C4.

El sensor C4 aportd buenos tiempos de respuesta, tiempos de
recuperacion muy lentos (del orden de 2,5 min) sin aportar mejoras en cuanto a
estabilidad en el tiempo (a las 24 horas l100-lo €xperiment6 un descenso de 15 %)

de ahi que no se llegara a caracterizar.
3.1.5. Optimizacion de los componentes de coctel C5 conteniendo LI-V

Optimizacion de TMAOH

Se estudiaron las cantidades recogidas a continuacion en la tabla 4.25 y
representadas en la figura 4.18, expresadas en relacion molar TMAOH/In
recogidas frente al parametro de optimizacion lygo-lo.

Segun nos aportan los resultados, la cantidad que dio el mayor valor de
l100-lo medido en membrana fue la relacion molar (TMAOH/In) de 79,6 que

corresponde a 12,1 mg de TMAOH afadidos al coctel.
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Tabla 4.25. Influencia de
la concentracién de TMAOH
en la membrana C5.

TMAOH/In | |
(moles) 100770
75,7 88,0
76,5 120,0
79,6 305,0
83,6 270,0
85,2 230,0
87,6 150,0
89,2 86,0
91,6 72,0
400
300 +
5 200 1
100 +
0-""I""I""I
75 80 85 90

TMAOH/In (moles)

Figura 4.18. Influencia de la concentracién de TMAOH
en la membrana C5.

Optimizacion de polimero del HPMC

Se probaron distintas disoluciones polimero previamente disuelto en agua
comprendidas entre 0,25 y 2% de HPMC. Después de afadir 1 ml de cada una
de dichas disoluciones a los respectivos coécteles para formar distintas
membranas, se midio el parametro de optimizacion mostrandose los valores de

l100-1o Obtenidos para cada caso en la tabla 4.26 y en la figura 4.19.
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Tabla 4.26. Influencia de
la concentracién de HPMC
En la membrana C5.

[HPMC] Lol
(% peSO) 100710
1,389 200,0
1,042 225,0
0,695 305,0
0,521 300,0
0,347 282,0
0,174 250,0
325
g 250 1
175 44—
0 0.5 1 1.5

[HPMC] (% peso)

Figura 4.19. Influencia de la concentracion de
HPMC en la membrana C5.

Como se observa en las representaciones, la concentracion de HPMC que
dio el mayor valor del parametro de optimizacion fue la de 0,695 % en peso, que
se corresponde a 1 ml de disolucion HPMC al 1% en agua, afadida al céctel.
Concentraciones superiores a esta se producian precipitaciones del polimero en
la membrana y concentraciones inferiores originaban membranas heterogéneas

y con malas propiedades épticas.

Optimizacion del LI-V

Para llevar a cabo la optimizacion de este liquido ionico (cloruro de 1-
dodecil-3-metilimidazolio) se ensayaron cantidades comprendidas entre 0,1y 2,5

mg en el coctel. Se prepararon las respectivas membranas, midiéndose para
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cada una el parametro de optimizacion lip0-lp. En la tabla 4.27 y figura 4.20

guedan representados estos valores encontrados.

Tabla 4.27. Influencia de
la concentraciéon de LI-V
en la membrana C5

[LI-V] Lol
(% peSO) 100”710
0,0069 140,0
0,0174 201,0
0,0347 282,9
0,0695 305,0
0,1389 220,0
0,1737 170,0
300 +
& 200 -
100 +————r4—————
0 0.05 0.1 0.15 0.2

[LI-V] (% peso)

Figura 4.20. Influencia de la concentracion
de LI-V en la membrana C5

Como nos muestran los resultados la concentracion de LI-V que
proporcioné a la membrana el mayor valor de li00-lp fue de 0,0695 % en peso,

gue se corresponde a 1 mg de LI-V en el céctel.

Optimizacion de surfactante Tween 20

Se probaron concentraciones comprendidas entre 0,019 % y 1,147 % en
peso sobre el total del coctel. En la tabla 4.28 y en la figura 4.21 se recogen

estas cantidades frente l1go-lo.
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Tabla 4.28. Influencia de
la concentracién de Tween 20
en la membrana C5.

[Tween20] Lo
(% peso) 100710
0,019 60,0
0,038 76,0
0,076 110,0
0,229 240,0
0,382 305,0
0,764 119,0
0,917 83,0
1,147 61,0

300 -

I100_|O

150 -

0 0.4 0.8 1.2
[Tween 20] (% peso)

Figura 4.21. Influencia de la concentracion
de Tween 20 en la membrana C5.

Viendo los datos representados se determind que la concentracién optima

de Tween 20 para el coctel de esta membrana fue de 0,382 % en peso.

Estas membranas dieron tiempos de respuesta y recuperacion altos (de 1
y 3 minutos respectivamente), asi como membranas poco homogéneas y con
cierta opacidad, no aportando mejoras a los tiempos de vida ya que a las 24
horas el valor de ligo-lo experimenté un descenso del 16%. Dicho lo cual, el

sensor C4 tampoco se llego a caracterizar.
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3.1.6. Optimizacién de los componentes de coctel C6 conteniendo LI-VI

Optimizacion de TMAOH

Se probaron las siguientes cantidades expresadas en relacidon molar
TMAOH/In recogidas en la tabla 4.29 y representadas en la figura 4.22 frente al

parametro de optimizacion.

Tabla 4.29. Influencia de
la concentracién de TMAOH
en la membrana C6.

TMAOH/In | | |

(moles) 10070

75,7 79,0

76,5 139,0

79,6 302,0

83,6 240,0

85,2 185,0

87,6 115,0

89,2 87,0

91,6 68,0

400
300
g 200 1
100 +
04—t
72 77 82 87 92

TMAOH/In (moles)

Figura 4.22. Influencia de la concentracion
de TMAOH en la membrana C6.

A la vista de los resultados, la cantidad que dio el mayor valor de I190-lo
medido en membrana fue la relacion molar (TMAOH/In) de 79,6 que corresponde
a 12,1 mg de TMAOH en el céctel.
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Optimizacion de la concentracion de polimero HPMC

Se estudiaron distintas disoluciones acuosas de polimero, desde 0,25%,
al 2% de HPMC. Después de afiadir 1 ml de cada una a los respectivos cécteles
se prepararon las distintas membranas y se midio el parametro de optimizacion.
Se recogen tanto en la tabla 4.30 como en la figura 4.23 los valores medidos de

l100-lo €n funcién de las distintas concentraciones ensayadas.

Tabla 4.30. Influencia de
la concentraciéon de TMAOH
en la membrana C6.

[HPMC] o
(%peso) 100710
1,389 200,0
1,042 2250
0,695 305,0
0,521 300,0
0,347 282.0
0,174 250,0
330
280
230 4
8+
0 0.5 1 15

[HPMC] (% peso)

Figura 4.23. Influencia de la concentracion
de HPMC en la membrana C6.
Los resultados indican que la concentracion de HPMC que origina el
mayor valor del parametro de optimizacion ligo-lp fue la de 0,695 % en peso, que
se corresponde a la adicion de 1 ml de disolucion HPMC al 1% en agua en el

coctel.
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Optimizacion del LI-VI

Para llevar a cabo la optimizacion del liquido ionico tetrafluoroborato de 1-
hexil-3-metilimidazolio se estudiaron las cantidades comprendidas entre 0,1y 2,5
mg en el coctel. Se prepararon las respectivas membranas, midiéndose para
cada una el parametro de optimizacion lipo-lp. En la tabla 4.31 figura 4.24 quedan

representados los resultados obtenidos.

Tabla 4.31. Influencia de
la concentracion de LI-VI
en la membrana C6.

v T,
(% peso) | 10070
0,0069 | 240,0
0,0174 | 250,0
0,0347 | 269,0
0,0695 | 294,5
0,1042 | 302,0
0,1389 236,0
0,1737 170,0

340

290 -

I100"0

240 -

190 A

140 +——————— e
0.04 0.08 0.12 0.16 0.2

o

[LI-VI] (% peso)

Figura 4.24. Influencia de la concentracion
de LI-VI en la membrana C6.

Segun nos muestran los resultados, la concentracion de LI-VI que origino
la membrana de mayor valor para ligo-lo, fue de 0,1042 % en peso, que es lo que

se corresponde a 1,5 mg de LI-VI en el céctel. Sin embargo se eligi6 como
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cantidad 6ptima de LI-VI la de 0,0695 % en peso, que corresponde a 1 mg de LI-
VI, porque aunque los tiempos de recuperacion eran del mismo orden que el
para el resto de las cantidades, mostraba mejor estabilidad en el tiempo, como

se vera mas adelante.

Optimizacion de surfactante Tween 20

Se probaron concentraciones comprendidas entre 0,019 % y 1,147 % en
peso sobre el total del coctel. En la tabla 4.32 y en la figura 4.25 se recogen

estas cantidades frente l1go-lo.

Tabla 4.32. Influencia de
la concentracién de Tween 20
en la membrana C6.

[Tween 20] loo-o

(% peso)
0,019 66,0
0,038 79,0
0,076 105,0
0,229 238,0
0,382 302,0
0,764 117,0
0,917 74,0
1,147 53,0

300

0 0.4 0.8 1.2

[Tween 20] (% peso)

Figura 4.25. Influencia de la concentracion
de Tween 20 en la membrana C6.
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Después de representados los datos medidos podemos ver que la
concentracion en el coctel que aportd a la membrana el mayor valor de I100- o fue

la de 0,382 % en peso.
3.1.7. Optimizacion de los componentes de coctel C7 conteniendo LI-VII

Optimizacion de TMAOH

Se probaron las siguientes cantidades expresadas en relacion molar
TMAOH/In recogidas en la tabla 4.33 y representadas en la figura 4.26 frente al

parametro de optimizacion.

Tabla 4.33. Influencia de
la concentracion de TMAOH
en la membrana C7

TMAOH/IN | |

(moles) 10070

75,7 80,0

76,5 160,0

79,6 345,4

83,6 265,0

85,2 200,0

87,6 130,0

89,2 86,0

91,6 67,0
400 T
300 1
g 200
100 1

0 - t : : : i : : : : T : : : : T : : : :
75 80 85 90 95

TMAOH/In (moles)

Figura 4.26. Influencia de la concentracion
de TMAOH en la membrana C7.
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A la vista de los resultados, la cantidad que proporcioné el mayor valor de
l100-lo fue la relacibn molar TMAOH/In 79,6 que corresponde a 12,1 mg de
TMAOH en el coctel.

Optimizacion de la concentracion de polimero HPMC

Se probaron distintas disoluciones de polimero en agua desde 0,25% a
2% de HPMC. Una vez afiadido 1 ml de cada una de las disoluciones a los
respectivos cécteles para formar las membranas, se midi6 el parametro de
optimizacion para todas ellas. Se recoge tanto en la tabla 4.28 como en la figura
4.34 los valores medidos de l;00-lp €n funcion de las distintas concentraciones

ensayadas.

Tabla 4.34. Influencia de
la concentracion de HPMC
en la membrana C7

[HPMC] -
(% peso) 100710
1,389 150,0
1,042 260,0
0,695 3454
0,521 270,0
0,347 188,0
0,174 140,0
410
310
. [
= I
210 +
10 v v v
0 0.5 1 15

[HPMC] (% peso)

Figura 4.27. Influencia de la concentracion
de HPMC en la membrana C7.

Los resultados nos muestran que la concentracion de HPMC que mostré

el mayor valor del parametro de optimizacion l,90-lg fue la de 0,695 % en peso,
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gue se corresponde a 1 ml de disolucién acuosa de HPMC al 1% afadida al

coctel.

Optimizacion del LI-VII

Para llevar a cabo la optimizacién del liquido i6nico 1-etil-3-metilimidazolio
bis (trifluorometilsulfonil) imida se ensayaron cantidades comprendidas entre 0,1
y 2,5 mg en el coctel. Se prepararon las respectivas membranas, midiéndose
para cada una el parametro de optimizacion lgo-lo. En la tabla 4.35 y figura 4.28
guedan representados los valores encontrados.

Tabla 4.35. Influencia de
la concentraciéon de LI-VII
en la membrana C7.

[LI-VII] o
(% peso) 100710
0,0069 220,0
0,0174 250,0
0,0347 291,5
0,0695 3454
0,1042 262.0
0,1389 260,0
0,1737 250,0
360
310
. [
S
T 260 4
210 4+ . NP . s
0 0.05 0.1 0.15 0.2

[LI-VI] (% peso)

Figura 4.28. Influencia de la concentracion de
LI-VIl en la membrana C7.

A la vista de los resultados la concentraciéon de LI-VII que dio en la

membrana el mayor valor para lipo-lp fue de 0,0695 % en peso, que es lo que se
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corresponde a 1 mg de LI-VII en el céctel. Se us6 esta cantidad como Optima
para formar la membrana, porque ademas aportd tiempos de respuesta y

recuperacion muy buenos y una extraordinaria estabilidad en el tiempo.

Optimizacion de surfactante Tween 20

Se ensayaron concentraciones comprendidas entre 0,019 % y 1,147 % en
peso sobre el total del coctel. En la tabla 4.36 y en la figura 4.29 las cantidades

frente a l1gg-lo.

Tabla 4.36. Influencia de
la concentracion de Tween
20 en la membrana C7.

[Tween 20] loo-lo

(% peso)
0,019 75,0
0,038 89,0
0,076 117,0
0,229 255,0
0,382 345,4
0,764 115,0
0,917 80,0
1,147 73,0

0 0.4 0.8 1.2
[Tween 20] (% peso)

Tabla 4.29. Influencia de la concentracion
de Tween 20 en la membrana C7.
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A la vista de los datos, la concentracion de Tween 20 en el céctel que

origind un mayor valor de l1g0- lo fue la de 0,382 % en peso.

3.1.8. Optimizacion de los componentes de coctel C8 conteniendo LI-VIII

Optimizacion de TMAOH

Se emplearon las siguientes cantidades expresadas en relacion molar
TMAOH/In recogidas en la tabla 4.37 y representadas en la figura 4.30 frente al

parametro de optimizacion.

Tabla 4.37. Influencia de
la concentracién de TMAOH
en la membrana C8.

TMAOH/In |

(moles) 100770

75,7 77,0

76,5 150,0

79.6 342,4

83,6 260,0

85,2 200,0

87,6 130,0

89,2 88,0

91,6 70,0

450
300 |
|§ :
150 -+
0-'""""l""l""""'
70 75 80 85 20 95

TMAOH/In (moles)

Figura 4.30. Influencia de la concentracion
de TMAOH en la membrana C8.
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Los resultados nos muestran que la cantidad que dio el mayor valor de
l100-lo medido en membrana fue la relacion molar (TMAOH/In) de 79,6 que

corresponde a 12,1 mg de TMAOH en el coctel.

Optimizacion de la concentracion del polimero HPMC

Se probaron distintas disoluciones acuosas de polimero, desde el 0,1% a
2,5 % de HPMC. Tras afiadir 1 ml de cada una a los respectivos cOcteles para
formar las membranas, se midio el parametro de optimizacion. Se muestran en la
tabla 4.38 y en la figura 4.31 los valores medidos de I00-lp €n funcion de las

concentraciones estudiadas.

Tabla 4.38. Influencia de
la concentracién de HPMC
en la membrana C8.

[HPMC] .
(% peSO) 100710
1,390 165
1,043 260
0,695 342,4
0,521 277
0,348 197
0,174 145
410
o L
S 260 1
10 4 e e
0 0.5 1 1.5

[HPMC](% peso)

Figura 4.31. Influencia de la concentracion
de HPMC en la membrana C8.
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La concentracion de HPMC que proporcioné el mayor valor del parametro
de optimizacion l00-lo fue la de 0,695 % en peso, que se corresponde a 1 ml de

disoluciéon HPMC al 1% en el céctel.

Optimizacion del LI-VIII

Para llevar a cabo la optimizacion del liquido iénico cloruro de 1- metil- 3-
octilimidazolio se estudiaron cantidades comprendidas entre 0,1 y 2,5 mg en el
coctel. Tras preparar las respectivas membranas, se midid el pardmetro de
optimizacion ligo-lo. En la tabla 4.39 y figura 4.32 quedan representados los

valores obtenidos.

Tabla 4.39. Influencia de
la concentracion de LI-VIII
en la membrana C8.

LI-VII Ll
(% peSO) 100710
0,0069 190,0
0,0174 250,0
0,0348 334,0
0,0695 342,4
0,1043 320,0
0,1390 260,0
0,1734 210,0
380
g 280 -
180 —————4———
0 0.05 0.1 0.15 0.2

[LI-VIIN] (% peso)

Figura 4.32. Influencia de la concentracion
de LI-VIII en la membrana C8.
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Los resultados nos muestran que la concentracion de LI-VIII que origind el
mayor valor para ligo-lp fue de 0,0695 % en peso, lo que se corresponde a 1 mg
de LI-VIII en el coctel. Sin embargo la que se tomd como cantidad Optima de LI-
VIII para esta membrana fue la de 0,0348 % en peso, que corresponde a 0,5 mg,

porque se obtiene una membrana mas estable.

Optimizacion de surfactante Tween 20

Se probaron concentraciones comprendidas entre 0,019 % y 1,147 % en
peso sobre el total del coctel. En la tabla 4.40 y en la figura 4.33 se recogen

estas cantidades frente 11go-lo.

Tabla 4.40. Influencia de la
concentracion de Tween
20 en la membrana CS8.

[Tween 20] Lol
(% peso) 100710
0,019 74,0
0,038 90,0
0,076 118,0
0,229 270,0
0,382 342,4
0,764 140,0
0,917 90,0
1,147 81,0

Como muestran las representaciones, la concentracion de Tween 20 en el
coctel que arroj6 los mejores valores de l1go- lo€n la membrana fue la de 0,382 %

en peso.
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300 +

I1OO_IO

150 +

0 0.5 1
[Tween 20] (% peso)

Figura 4.33. Influencia de la concentracién
de Tween 20 en la membrana C8.

3.2.Respuesta de las membranas sensoras a CO;

Para estudiar la respuesta de cada sensor se ha utilizado la funcién
respuesta obtenida al representar frente a concentraciones conocidas de CO; la
respuesta lioo-lp, siendo | la intensidad de fosforescencia medida a una
concentracion de CO; conocida e |y la intensidad de fosforescencia a 100% de
CO.. Esta funcion de respuesta se linealiza de la misma manera empleada en el
capitulo anterior de acuerdo con la ecuacion propuesta por Nakurama y Amao
[31] (ec. 2.6).

Como se ha justificado en la optimizacién se descartaron los sensores C3,
C4 y C5. Se ha medido la respuesta a aquellos sensores de membrana que han
aportado el mejor compromiso entre el pardmetro de optimizacién ligo-lg, los
tiempos de respuesta y recuperacion y estabilidad en el tiempo. Estos son los
sensores de membrana C1, C2, C6, C7 y C8, con unos espesores de membrana

calculados de 5,1um, 5,3 um, 5,1 um y 5,0 um respectivamente.
3.2.1. Respuesta del sensor de membrana C1

En la figura 4.34 se representa la respuesta de la membrana optimizada
registrando los valores de intensidades de fosforescencia en el rango 0-100% de
CO,. Se trata de una curva con un rango dindmico hasta el 30% de CO;
aproximadamente, a partir del cual la sefial se independiza de la concentracion
de CO..
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0 25 50 75 100
[CO,] %

Figura 4.34. Curva de respuesta del
sensor de membrana C1

En la figura 4.35 se muestra la correspondiente linealizacion de la

respuesta del sensor, segun ecuacion ya indicada con un buen ajuste
(R?=0,9979).

4.5
y = 1.6288x + 1.0335
~ 3 R2 = 0.9979
815 -
0 T t t T t t t t i t t t t
0 0.5 1 15 2

1/[CO,1%

Fig. 4.35. Linealizacion de la respuesta del sensor
de membrana C1.

Se muestran a continuacion en la tabla 4.41 los pardmetros de calibracion
del sensor C1.

Tabla 4.41. Parametros analiticos de calibracion
del sensor C1

Parametros analiticos | Resultados
l100- lo 286+1,6
Pendiente 1,629 £ 0,001
0. 0. 1,03 £0,04
R’ 0,9979
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3.2.2. Respuesta del sensor de membrana C2.

En la figura 4.36 se puede ver representada la respuesta de la membrana
tras medir los valores de intensidad de fosforescencia en el rango de medida de
0 a 100% de CO,. Se puede observar una curva con un rango dinamico hasta el
40% aproximadamente de CO partir del cual la sefial se hace independiente de

la concentracion de CO..

/100

03
0 30 60 90 120
[CO,] %

Figura 4.36. Curva de respuesta del sensor
de membrana C2.

En la figura 4.37 se muestra la correspondiente linealizacion de la

respuesta del sensor con ajuste muy bueno (R?=0,9999).

12

©
I

y =5,1135x + 0,9938
R2 =0,9999

(l100710)/(11-1)

0 0.5 1 1.5 2
1/[CO,]%

Fig. 4.37. Linealizacién de la respuesta
del sensor de membrana C2.
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En la tabla 4.42 se recogen los parametros analiticos de calibracion de

este sensor.

Tabla 4.42. Parametros analiticos de
calibracion del sensor C2.

Parametros analiticos | Resultados
l100- lo 281+1,3
Pendiente 5,113 £ 0,001
0. 0. 0,99 + 0,04
R 0,9999

3.2.3. Respuesta del sensor de membrana C6.

En la figura 4.38 se puede ver la respuesta de la membrana C6. Se trata

de una curva con un rango dinamico entre el 0% y el 30 % aproximadamente de

CO,, a partir del cual la sefial se vuelve independiente de la concentracion de

CO:s.

En la la figura 4.39 se representa la correspondiente linealizacion de la

respuesta del sensor con un buen ajuste (R*=0,9977), recogiéndose en la tabla

4.43 los parametros analiticos de calibracion de este sensor.

02 ey
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Figura 4.38. Curva de respuesta del sensor
de membrana C6.

6 1 y = 3,3092x + 0,9855
- R2=0,9977

(|100-|0)/(|-|0)

0 0.5 1 15 2
1/[CO,] %

Figura 4.39. Linealizacion de la respuesta del
sensor de membrana C6.

Tabla 4.43. Parametros analiticos de
calibracion del sensor C6.

Parametros analiticos | Resultados
l100- lo 294 +1,3
Pendiente 3,309 £ 0,001
0. 0. 0,99 + 0,05
R* 0,9977

3.2.4. Respuesta del sensor de membrana C7

En la figura 4.40 se muestra la respuesta de la membrana C7 al registrar
los valores de intensidad de fosforescencia en el rango de medida de 0-100% de
CO,. Se trata de una curva con un rango dindmico entre el 0 y el 70 %
aproximadamente de CO..

Asi como en la figura 4.41 se muestra la correspondiente linealizacion de
la respuesta del sensor que presenta un buen ajuste (R*= 0,9993), recogiéndose

en la tabla 4.44 los parametros analiticos de calibracion de este sensor.
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[CO,] %

Figura 4.40. Curva de respuesta del sensor
de membrana C7.

7.5

R2 =0.9993

25 -

y =3.2782x + 1.0218

1.5 2
1/[CO,] %

Figura 4.41. Linealizacion de la respuesta
del sensor de membrana C7.

Tabla 4.44. Parametros analiticos de calibracion
del sensor C7

Parametros
. Resultados
analiticos
l100- lo 345+1,3
Pendiente 3,278 + 0,001
0. 0. 1,02 + 0,001
R’ 0,9993
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3.2.5. Respuesta del sensor de membrana C8

La figura 4.42 muestra la dependencia de las intensidades de
fosforescencia de la membrana C8 con la concentracion de CO,. Se trata de una

curva con un rango dinamico hasta el 50% aproximadamente de CO..

0.2-""I""I""I
0 30 60 90

[CO,%

Figura 4.42. Curva de respuesta del sensor
de membrana C8.

La linealizacién de la respuesta del sensor se muestra en la figura 4.35
con un buen ajuste (R?=0,9995) y la tabla 4.45 recoge los parametros analiticos

de calibraciéon de este sensor.

7.5
y = 3.4295x + 1.0048

~ R2 = 0.9995

= S 1

=

S [
< 25+

0 . T . . . . T . . . . T . . . .
0 0.5 1 1.5 2
1/ [CO,]%

Figura 4.43. Linealizacion de la respuesta
del sensor de membrana C8.
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Tabla 4.45. Parametros analiticos
de calibracién de la membrana C8.

Parametros
i Resultados
analiticos
l100- lo 335+1,3
Pendiente 3,429 £ 0,001
0. 0. 1,00 + 0,001
R” 0,9995

3.3. Caracterizacién analitica de los sensores

Para la caracterizacion analitica de estos sensores se han recogido los
valores calculados a partir de la obtencion de la informacion derivada de la
respuesta de los sensores ante las distintas concentraciones de CO,, y que, por
lo tanto, nos van a aportar los parametros que hemos establecido como objetivo
y como indicadores de calidad.

A continuacién, se describen los parametros analiticos elegidos y
obtenidos para cada una de las membranas: limites de deteccion vy

cuantificacion, precision, tiempos de vida y tiempo de recuperacion y respuesta,

El limite de deteccién, se obtuvo , como en el capitulo anterior, a partir de
datos experimentales brutos exponenciales utilizando los tres o cuatro primeros
puntos obtenidos con baja concentracion de CO,, ya que se pueden ajustar a una

recta aplicando la ecuacion 3.1 [32,33], y como ya fue indicado en el Capitulo 2.

Para determinar el limite de cuantificacion se hizo de la misma forma que
en el capitulo 3, segun a ecuacion 3.2 y utilizando para ello la recta calculada a

partir de los tres primeros puntos de los datos experimentales brutos.

La precision se calcul6 mediante la desviacién estandar relativa de las
Intensidades medidas de 15 réplicas para 0,6 % de CO, y 16,7 % de CO,,

respectivamente.

Los tiempos de respuesta y recuperacion se obtienen midiendo la
luminiscencia de la membrana para atmdésferas alternantes desde concentracion
0 % de CO, a 100 % en ciclos consecutivos durante 2000 s. De la misma forma

gue la descrita en el capitulo 3, a partir de estos datos se han calculado los
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valores de tiempos de respuesta y recuperacion para atmosferas oscilantes entre
el 10% y el 90% de CO,y desde el 90 % al 10% de CO,, respectivamente.

Las membranas también se han preservado en todo momento en un

recipiente cerrado en la oscuridad y sin ningun tipo de atmdsfera especial.

Se le ha seguido el tiempo de vida, midiendo la respuesta sensora de las
membranas y representando los valores medidos l1go— lo €n funcion del tiempo
en dias, calculando a partir de la gréfica de Schwartz T1 y T2. Donde T1 es el
tiempo a partir del cual el sensor se sale de la linea de control y T2 el tiempo de

vida del sensor a tiempo 0 hasta que el sensor no da respuesta alguna.
3.3.1. Caracterizacion analitica del sensor C1 (LI-1)

En la tabla 4.46 se recogen los parametros analiticos de caracterizacién
de la membrana preparada con cada uno de sus componentes optimizados

calculados a parir del método analitico aplicado.

Tabla 4.46. Parametros analiticos del sensor C1.

Parametros analiticos C1 (LI-I) Resultado
Limite superior rango dindmico (%CO,) 0-30
Precision (DER; n=15) al 0,6 CO, 0,208
Precision (DER; n = 15) al 16,7 % CO, 0,153
LOD (%CO,) 0,008
LOQ (%CO,) 0,16
Intervalo de deteccion (%CO,) 0,08-0,16
Intervalo de cuantificacién (%CO,) 0,16-30
Tiempo de respuesta tig.g9 (S) 10,4 +0,9
Tiempo de recuperacion tgg.1o (S) 48 +1
T1(dias) 223
T2 (dias) 223
Condiciones de almacenamiento Oscuridad
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La precision calculada para ambas concentraciones de CO, es muy
buena, encontrandose muy por debajo del 5 %. Por otra parte, el limite de
deteccion calculado es de 0,008 %, inferior a la concentracion de CO,
atmosférico que es del 0,0387% y el limite de cuantificacion de 0,16 es inferior al

obtenido para el sensor de referencia.

Los ciclos de tiempo de recuperacion y respuesta del sensor se recogen la
figura 4.44.

Con se puede ver se trata de un sensor con un tiempo de respuesta muy
rapido. A la vez muestra una extraordinaria y rapida reversibilidad, segun se

puede apreciar en los datos del tiempo de recuperacion.

En la figura 4.44 se puede ver que durante 2000 segundos se pueden
obtener experimentalmente con este sensor 27 ciclos de recuperacion y
respuesta al someterlo a concentraciones de CO, alternantes de 0%-100% Yy
del100%-0% respectivamente, habiéndose calculado, como se ha comentado
anteriormente, los respectivos limites de deteccion y cuantificacion a

concentraciones de CO; del 10%-90% y del 90%-10% respectivamente.
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T(s)

Figura 4.44. Gréfica de tiempos de recuperacion
y respuesta del sensor C1

Se ha estudiado el tiempo de vida del sensor, midiendo la respuesta de la
membrana como lig0 — lo, la cual se representa frente al tiempo en dias (figura
4.45 y tabla 4.47).
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Tabla 4.47. Seguimiento
del tiempo de vida del sensor C1.

T (dias) l100-lo

1 320

6 320

7 320

8 319.9

19 322

25 319

29 317

33 320

43 315

50 320

60 323

103 318

182 319

223 315
350 T
320 pe—tve—— s v -
290 +
260 +———————— e

0 50 100 150 200 250

T (dias)

Figura 4.45. Seguimiento del tiempo de vida del
sensor C1.

El tiempo de vida T1 de la membrana C1 fue al menos de 223 dias,
tiempo méaximo del estudio, pues observamos a lo largo de estos dias de
seguimiento el parametro l;00-lp No se ha salido de la linea de control -3s. Se
puede decir, por lo tanto, que la membrana es muy estable en condiciones de
oscuridad y sin ningun tipo de atmosfera especial. Hasta ahora podemos de
decir que T2=T1.
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3.3.2. Caracterizacion analitica del sensor C2 (LI-I1)

En la tabla 4.48 se recogen los parametros analiticos de caracterizacion

de la membrana preparada con cada uno de sus componentes optimizados.

Tabla 4.48. Parametros analiticos del sensor C2 (LI-I).

Parametros analiticos C2 (LI-II) Resultados
Limite superior rango dinamico (%CO.,) 0-40
Precision (DER; n = 15) al 0,6 % CO, 0,359
Precision (DER; n = 15) al 16,7 % CO, 0,231
LOD (%COy) 0,054
LOQ (%COy,) 0,24
Intervalo de deteccion (%CO,) 0,054-0,24
Intervalo de cuantificacion (%CO,) 0,24-40
Tiempo de respuesta (s) 2115
Tiempo de recuperacion (s) 70+2,1
T1 (dias) 120
T2 (dias) 209
Condiciones de almacenamiento Oscuridad

Es de destacar que la precision calculada en términos de desviacién
estandar relativa con 15 réplicas para ambas concentraciones de CO, es muy
buena e inferior del 5 %. Se le ha calculado un limite de deteccion de 0,054 %,
inferior a la concentracién de CO, atmosférico que es del 0,0387% y un limite de

cuantificacion de 0,24%, inferior al obtenido para el sensor de referencia.

Con se puede ver se trata de un sensor con un tiempo de respuesta
rapido. A la vez que presenta una alta y rapida reversibilidad, segun se puede
apreciar en los datos del tiempo de recuperacion. No responde ni se recupera de

forma tan rapida como el anterior pero si mejor que el sensor de referencia.

En la figura 4.46 se puede ver que durante 2000 segundos se pueden
obtener con este sensor 19 ciclos de recuperacion y respuesta al someterlo a
concentraciones alternantes de CO, del 0 a 100 % y de 100 a 0%,
respectivamente. A partir de estos se han calculado los correspondientes
tiempos de 10 a 90% y 90 a 10% de CO,, siendo estos de 20,9 y 69,9,

respectivamente.
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Figura 4.46. Grafica de tiempos de recuperacion
y respuesta del sensor C2.

Se ha estudiado el tiempo de vida del sensor, midiendo la respuesta de la
membrana como lig0 — lo, la cual se representa frente al tiempo en dias (figura
4.47 y tabla 4.49).

Tabla 4.49. Seguimiento
del tiempo de vida del sensor C2.

T(dias) l100-lo

0 279,9

1 276,0

6 279,0

11 268,3

70 250,0

120 240,0

162 225,0
209 198
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Figura 4.47. Seguimiento tiempo de vida del
sensor C2.

Observamos que el tiempo de vida T1 de la membrana C2 fue de 120 dias
a partir de los cuales los puntos estan fuera de la linea de control -3s y hasta los
162 dias de preparada la membrana C2 sigue dando sefal, aunque como se
puede apreciar va disminuyendo progresivamente el valor de 1100.lp, 10 que implica
una disminucion progresiva de la eficacia sensora. Se puede por tanto establecer
el tiempo de vida T2 del sensor es de 209 dias hasta el momento.

3.3.3. Caracterizacion analitica del sensor C6 (LI-VI)

En la tabla 4.50 se recogen los parametros analiticos de caracterizacion

de la membrana de este sensor de membrana.

Tabla 4.50. Pardmetros analiticos del sensor C6 (LI-VI).

Parametros analiticos (LI-6) Resultados
Limite superior rango dinamico 0-30
Precision (DER; n = 15) al 0,6 % 0,360
Precision (DER; n = 15) al 16,7 % 0,153
LOD (%CO,) 0,055
LOQ (%CO.,) 0,25
Intervalo de deteccion (%CO,) 0,055-0,25
Intervalo de cuantificacion (%CO5,) 0,25-30
Tiempo de respuesta tig.g9 (S) 209+1,2
Tiempo de recuperacion tgp-10(S) 699+15
T1 (dias) 189
T2 (dias) 189
Condiciones de almacenamiento Oscuridad
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Observamos que la precision calculada para ambas concentraciones de
CO, es muy buena. El limite de deteccion calculado es de 0,055%, inferior a la
concentracion de CO, atmosférico. Por otra parte, el limite de cuantificacion es

inferior 0,25 % al obtenido para el sensor de referencia.

Se trata de un sensor con un tiempo de respuesta rapido, a la vez que
posee una alta y rapida reversibilidad, segun se puede apreciar en los datos del
tiempo de recuperacion. Es muy parecido al sensor C2 en cuanto a estos

parametros.

En la figura 4.48 se puede ver que durante 2000 segundos se pueden
obtener con este sensor 18 ciclos de recuperacion y respuesta al someterlo a
concentraciones alternantes de CO; del 0-100 % y de 100-0%, respectivamente.
Habiéndose calculado a partir de estos los correspondientes tiempos del0-90%
y 90-10% de CO,, de 20,9y 69,9.

450

400

350 A

I (a.u)

300 +

250 +

200

0 500 1000 1500 2000

Tiempo (s)

Figura 4.48. Grafica tiempos de recuperacién
y respuesta del sensor C6.

Se ha estudiado el tiempo de vida del sensor, midiendo la respuesta de la
membrana como lig0 — lo, la cual se representa frente al tiempo en dias (figura
4.49 y tabla 4.51).
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Tabla 4.51. Seguimiento
del tiempo de vida del sensor C6.

T(dias) l1go-lo
0 294,5

6 300,0

20 299,0
60 298,0
120 297,9
130 295,0
147 290,0
189 287,0

El tiempo de vida Tl de la membrana C6 fue de 189 dias pues
observamos en la figura 4.51 que a lo largo de estos dias de seguimiento el
parametro lipo-lo No se ha salido de la linea de control -3s. Se puede decir, por lo
tanto, que la membrana es muy estable en condiciones de oscuridad y sin

ningun tipo de atmésfera especial. Hasta ahora podemos de decir que T2=T1.

320
300 f¢ . . o
8280 I
260
240-""i""i""i""i""
0 40 80 120 160 200
T (dias)

Figura 4.49. Seguimiento tiempo de vida del
sensor C6.

3.3.4. Caracterizacion analitica del sensor C7 (LI-VII)

En la tabla 4.52 se recogen los parametros analiticos de caracterizacion

de la membrana preparada con cada uno de sus componentes optimizados.
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Tabla 4.52. Parametros analiticos del sensor C7 (LI-VII)

Parametros analiticos C7 (LI-VII) Resultados
Limite superior rango dinamico (%CO,) 0-70
Precision (DER; n = 15) al 0,6 % CO, 0,100
Precision (DER; n = 15) al 16,7 % CO2 0,058
LOD (%COy) 0,020
LOQ (%CO.,) 0,15
Intervalo de deteccion (%CO,) 0,02-0,15
Intervalo de cuantificacién (%CO.) 0,15-70
Tiempo de respuesta tig.g0 (S) 11,9+2,0
Tiempo de recuperacion tyg.go(S) 479+7,6
T1 (dias) 182
T2 (dias) 182
Condiciones de almacenamiento Oscuridad

Nuevamente observamos una buena precisibon para ambas
concentraciones de CO,. El limite de deteccion de 0,020 %, al igual que en
anteriores ocasiones, es inferior a la concentracion de CO, atmosférico y el limite
de cuantificacion calculado fue de 0,15 % inferior al obtenido para el sensor de

referencia.

Se trata de un sensor con un tiempo de respuesta muy rpido, a la vez
gue posee muy buena reversibilidad, segin se puede apreciar en los datos del

tiempo de recuperacion.

En la figura 4.50 se puede ver que durante 2000 segundos se pueden
obtener con este sensor 27 ciclos de recuperacién y respuesta al someterlo a
concentraciones alternantes de CO; del 0-100 % y de 100-0%, respectivamente.
Habiéndose calculado a partir de estos los correspondientes tiempos de 10-90%
y 90-10% de CO, 11,9 sy 47,9 s, respectivamente.
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Figura 4.50. Gréfica tiempos de recuperacion
y respuesta del sensor C7
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Se ha estudiado el tiempo de vida del sensor, midiendo la respuesta de la

membrana como ligo-lo, la cual se representa frente al tiempo en dias (figura 4.51

y tabla 4.53).

El tiempo de vida Tl de la membrana C7 fue de 182 dias pues

observamos a lo largo de estos dias de seguimiento el parametro lipo-lp no se

ha salido de la linea de control -3s. Se puede decir, por lo tanto, que la

membrana es muy estable en condiciones de oscuridad y sin ningun tipo de

atmosfera especial. Hasta ahora se puede decir que T2=T1.

Tabla 4.53. Seguimiento
del tiempo de vida del sensor C7.

T (dfas) loo-lo
0 365
1 366
2 366
19 368
64 367
100 366
110 365
120 366
135 361
182 360
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Figura 4.51. Seguimiento tiempo de vida del

sensor C7.

3.3.5. Caracterizacion analitica del sensor C8 (LI-VIII)

Coomo en anteriores ocasiones fueron calculados los parameros analiicos

de caracerizacion del sensor y que se muestran a continuacién recogidos en la

tabla 4.46.

Tabla 4.46. Parametros analiticos del sensor C8 (LI-VIII)

Pardmetros analiticos C8 (LI-VIII) Resultados
Limite superior rango dinamico (%CO,) 0-50
Precision (DER; n = 15) al 0,6 % CO, 0,493
Precision (DER; n = 15) al 16,7 % CO, 0,208
LOD (%COy) 0,025
LOQ (%CO,) 0,20
Intervalo de deteccién (%CO.,) 0,025-0,2
Intervalo de cuantificacion (%CO,) 0,2-50
Tiempo de respuesta typ.g0 (S) 19,2+0,1
Tiempo de recuperacion tyg.go (S) 98+1,8
T1(dias) 181
T2 (dias) 181
Condiciones de almacenamiento Oscuridad

Como antes, la precision calculada para ambas concentraciones de CO

es buena. El limite de deteccién calculado fue de 0,025 %, inferior a la
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concentracion de CO, atmosférico y el limite de cuantificacion fue de 0,20 %,

inferior al obtenido para el sensor de referencia.

Se trata de un sensor con un tiempo de respuesta bastante rapido de 19,2
segundos, a la vez que posee buena reversibilidad, segin se puede apreciar en

los datos del tiempo de recuperacion.

En la figura 4.52 se puede ver que durante 2000 segundos se pueden
obtener con este sensor casi 16 ciclos completos de respuesta y recuperacion al
someterlo alternativamente a concentraciones de CO, del 0-100%. Calculados
para concentraciones alternantes de 0-90% y de 90-0%, fueron de 19,2 sy de
98,0 s. Se obtuvieron menos ciclos que en el sensor anterior debido que tarda

casi el doble en recuperarse.

500
400 4
= 300 4
200 +—— .
0 500 1000 1500 2000
T (s)

Figura 4.52. Grafica de Tiempos de recuperacion
y respuesta del sensor C8

Se ha estudiado el tiempo de vida del sensor, midiendo la respuesta de la
membrana como |00 — lo, la cual se representa frente al tiempo en dias como se

muestra en la tabla 4.47.

Al sensor se le hizo un seguimieno de 181 dias como muestra la tabla
4.47 y comentandose a continuacién su comporamiento a lo largo del tiempo en

la figura 4.53.

197



Sensor CO, con liquidos idnicos

Tabla 4.47. Seguimiento
del tiempo de vida del sensor C8.

T (dias) l100-lo
0 334
3 336
4 337
20 336
40 337
80 334
100 332
135 325
181 325
360
340 +
° 4 ° i
320 o e o e e
300-"":"":"":"'
0 50 100 150
T (dias)

Figura 4.53. Seguimiento tiempo de vida del
sensor C8.

El tiempo de vida Tl de la membrana C8 fue de 181 dias pues
observamos que a lo largo de estos dias de seguimiento el parametro lig0-lp NO
se ha salido de la linea de control -3s. Se puede decir, por lo tanto, que la
membrana es muy estable en condiciones de oscuridad y sin ningun tipo de

atmésfera especial. Hasta el momento se observa que T2=T1.

4. Comparacién de los sensores

El trabajo que hemos desarrollado ha consistido en el disefio de nuevas
membranas sensoras de CO, basandonos el sensor de referencia previamente

estudiado.
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En la tabla 4.48 recogemos los parametros de analiticos de cada uno de

los sensores que hemos ido estudiando comparandolos con el de referencia [7] y

pasando a comentar poseriormente cada uno de los resulados de los sensores

sometidos a esudio con respecto a dicho sensor de referencia.

Tabla 4.48. Comparacion de los parametros de cada uno de los sensores
con el sensor de referencia

Parametros Ref. C1 Cc2 C6 C7 Cc8
analiticos [7] (L1-1 (Li1-1my (LI-V1) (LI-VIN) (LI-viy
l100-lo 280,0+ 0,6 320+1,6 281+1 294 +1 365+ 1 335+1
. 5113 +
Pendiente 6,91+0,04 (1,628 +0,001 0.001 3,309 +£ 0,001 | 3,278 +0.001 | 3,429 + 0.001
0. 0. 0,553+0,002 | 1,04+0,04 | 0,99+0,04 | 0,986 +0,005 [ 1,022 +0,001 | 1,005+ 0.001
R? 0,969 0,997 0,999 0,998 0,999 0,999
Limite superior rango
L 0-35 0-30 0-40 0-30 0-70 0-50
dinamico (%COy)
Precision (DER; n =
0,335 0,208 0,359 0,360 0,100 0,493
15) al 0.6 % CO-
Precision (DER; n =
0,220 0,153 0,231 0,153 0,058 0,208
15) al 16.7 % CO;
LOD (%COy) 0,04 0,008 0,054 0,055 0,020 0,025
LOQ (%COy) 0,31 0,16 0,24 0,25 0,15 0,20
Intervalo de
» 0,04-0,31 0,008-0,16 0,054-0,24 0,055-0,25 0,020-0,15 0,025-0,20
deteccién (%CO,)
Intervalo
cuantificacién de 0,31-35 0,16-30 0,24-40 0,25-30 0,15-70 0,20-50
(%CO,)
Tiempo de respuesta
(s) 41 +0,50 104+1 209+15 185+1,5 119+2 19,2+0,1
S
Tiempo de
100 + 2 485 +1 69,9+2,1 65,1+2 479+7,6 98,0+1,8
recuperacion (s)
T1 (dias) 100 223 120 189 182 181
T2 (dias) 600 223 209 189 182 181
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A la vista de los resultados tenemos que la amplitud de media I100- lo, para
todos los sensores es mayor que para el sensor de referencia. Las pendientes
de las rectas de calibracién son menores, excepto para el sensor C2 que es muy
parecida, al ser menores las pendientes para la mayoria de los sensores

significa que son mas sensibles.

Para las rectas de calibracion se han obtenido muy buenos ajustes de los
puntos de las rectas de calibracién, al igual que en el sensor de referencia, como

nos muestran los coeficientes de correlacion.

Se trata de sensores muy precisos, puesto que las precisiones medidas
en términos de desviacion estandar relativa calculadas para 15 réplicas al 0,6 %
y a 16,7 % de COy, son inferiores al 5%, tanto para los nuevos sensores como

para el sensor de referencia.

En cuanto a los limites de limites observamos que son algo superiores al
del sensor de referencia pero siguen siendo inferiores al porcentaje de CO,

ambiental, siendo los limites de cuantificacion algo menores.

Una de las grandes ventajas que se han conseguido en estos sensores
con respecto al de referencia son los tiempos de respuesta y recuperacion,
siendo los mejores para los sensores C1 y C7 con tiempos de respuesta de 10,4
y 11,9 segundos respectivamente y tiempos de recuperacién de 48,5 y 47,9

segundos respectivamente.

Otra de las ventajas muy importantes es que se ha conseguido alargar el
tiempo de vida T1 para los cinco sensores caracterizados. Segun se ve en la en
la tendencia de los puntos de las graficas los sensores C1, C7, y C8 que en el
tiempo que llevamos de estudio, ningun punto se ha salido de las barras +2s vy -
2s, lo que puede significar que la prevision de estabilidad puede ser ain mejor si

les seguimos haciendo medidas durante mas tiempo.

5. Aplicacion de los sensores a empaquetado inteligente

El sensor de CO, gaseoso puede utilizarse para monitorizacién de calidad
o frescura en productos alimenticios y en agricultura, especialmente en

tecnologias de empaquetado inteligente donde el envase contiene un sensor

200



Capitulo 4

interno o externo para proporcionar informacion de la historia del envase y / o la
calidad del alimento, porque tiene un gran potencial para mejorar la vida atil y la
seguridad de los productos alimenticios ademés de sus funciones basicas de
mantener limpios los productos y protegerlos contra cambios fisicos y quimicos
no deseados. [34]. La concentracion de CO, en el espacio superior de los
productos alimenticios se puede considerar como un indicador de calidad dentro
de los productos, generalmente, el CO, se purga en el envase porque los altos
niveles de CO, en el espacio superior puede reducir las tasas metabdlicas
microbianas, incluso en presencia de oxigeno, por lo que una reduccién del nivel
original de CO;, en el paquete purificado con CO, se considera como un signo de
fuga de paquete, junto a la determinacion del nivel de CO; dentro de un paquete
puede usarse como un método para detectar la maduracién o deterioro de
productos agricolas y alimentarios porque el CO, se genera continuamente
durante el crecimiento de microorganismos alimentarios o con la fermentacion y
el deterioro. Recientemente, se ha aplicado un sensor de CO, fotoluminiscente
basado en el pigmento Pt-porfirina (PtTFPP) y proceso FRET para aplicaciones
de envasado agricola y alimentario, junto con un indicador de pH colorimétrico,
a-naftolftaleina en una matriz plastica con un agente de transferencia de fase
como tetraoctil o cetiltrimetilammonio, el sensor conservo la sensibilidad al CO,
durante 21 dias a 4°C dentro del envase [35]. Este sensor presenta un tiempo de
respuesta y un tiempo de recuperaciéon de 1 y 4 min respectivamente y a
temperatura ambiente se observa que se deterioran en 7 dias perdiendo color y
sensibilidad a CO,, aunque en condiciones de almacenamiento fue estable al
menos 14 dias a 4 °C y 50 dias a -20°C. Existen estudios previos en los que un
sensor Optico de CO, basado en una emulsion de sales liquidas i6nicas (RTILS) -
1-butil-3metilimidazolio a temperatura ambiente en una matriz de silicona [29] en
este trabajo los autores afirmaron que el material basado en RTIL, tosilato de 1-
butil-3-metilimidazolio tiene aplicaciones potenciales en varios campos, como la
tecnologia de envasado de alimentos, mostrando entre sus propiedades un

tiempo de respuesta tgs estimado de 50 s y un tiempo de recuperacion de 320 s.

En los envases inteligentes desempefia un papel crucial la sefial analitica
y su transformacion en control de la calidad y frescura de los productos agricolas

y alimentarios, a través del sistema de envasado inteligente.
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Recientemente se ha publicado una membrana inteligente indicadora de
pH utilizando tintes naturales que podrian utilizarse como herramienta de
diagnéstico para la deteccién de descomposicion de alimentos [36], donde se
establece una correlacion entre el cambio de pH y el pardmetro de color (L, ay
b).

En este estudio se ha realizado una prueba de aplicacion de las
membranas indicadoras de CO, gas para correlacionar los cambios de color con
la concentracibn de CO, gas basada membrana sensora usando LI-I, que
seleccionamos porque ha sido una de las que ha mostrado mejores

caracteristicas.
5.1. Recogida del color con camara digital de la membrana C1

Para obtener las imagenes de la membrana de la que se extraeran las
coordenadas cromaticas como parametro de medida. Se coloca la membrana en
el interior de la caja de luces de fabricacion casera, con una iluminacion
constante proporcionada por dos LEDs, para que todas las fotografias se hagan
en las mismas condiciones de iluminacion de la caja. Como se explico en el

capitulo 2 y segun imagen 2.5.

Las distintas fotografias captadas a las diferentes concentraciones de
CO,, se muestran en a figura 4.54, en las cuales se puede observar que a
medida que aumenamos la concenracion de CO; la intesidad del color azul de la
membrana va disminuyendo hasa volverse transparente a partir de

aproximadamente el 70 % de CO..
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Figura 4.54. Fotos de la membrana C1 a distintas concentraciones de CO,
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5.2. Respuesta colorimétrica de la membrana C1

Con el programa Image J, se trata cada una las imagenes obtenidas
mediante la camara fotografica seleccionado en primer lugar el ROI del que para
esta membrana se han calculado los valores modales de las coordenadas
tonales R, G, B, escala de grises y S. De modo que se podra comprobar el
comportamiento de cada una de las coordenadas tonales ante las variaciones

de la concentracion de CO,.

A continuacién se muestran los distintos calibrados que se han hecho del
sensor C1 representando cada una de la coordenada tonal en funcion de la

concentracion de CO»,
5.2.1. Calibracion del sensor C1 con la coordenada tonal R

Los valores modales de esta coordenada se representaron en funcion de
la concentracion de CO,, y haciéndole un ajuste exponencial quedaron
representados 4.55. Como vemos se trata de una curva con un rango dinamico
hasta el 30 % de CO, aproximadamante, a partir del cual se independiza de la

concentracion de CO..
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Figura 4.55. Curva respuesta de la coordenada tonal R
del sensor Clen funcién de la concentracién CO,

Dicha curva se ha podido linealizar segun la ecuacion de Nakaruma Y.

Amao, representada en la figura 4.56. donde Rjp Y Ro representan los valores
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modales de la coordenada R a 100% de CO, y 0% de CO, respectivamente,
obteniendo un buen ajuste (R?=0,9939).

y = 5.7855x + 0.8595 °
R2 =0.9839

0 I —
0 0.5 [CO,]% 1

Figura 4.56. Linealizacion de la respuesta
de la coordenada tonal R del sensor C1
en funcién de la concentracién de CO,

5.2.2. Calibracion del sensor C1 con la coordenada tonal G

La variacion de estos valores se ajusta a la una curva (figura 4.57) con un

rango dinamico hasta el 30 % de CO, aproximadamante, a partir del cual los
valores se independizan.
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0 40 80 120
[CO,] %

Figura 4.57. Curva respuesta de la coordenada tonal G
del sensor Clen funcién de la concentracion CO,.

La curva se ha podido linealizar segun la ecuacion de Nakarama Y. Amao,
representada en la figura 4.58. donde G0y Go representan los valores modales

de la coordenada R a 100% de CO, y 0% de CO, respectivamente, obteniendo
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un ajuste peor al obtenido para la coordenada tonal R, como indica el valor de
R?=0,9089.

60

(IDO i

® 401 y=21121x-03705 .

< | R2 = 0.9089

QO i

g 20 |

s 1

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 t 1 1 1 1
0 05 1 15 2

1/[CO,]%

Figura 4.58. Linealizacion de la respuesta de la coordenada
tonal G del sensor Clen funcion de la concentraciéon de CO,

5.2.3. Calibracion del sensor C1 con escala de grises

Los valores de la escala de grises en funcion de la concentracién de CO

se agustan segun la figura 4.59 a una curva de rango dindmico hasta 30 % de
CO..

140

120 A

100 A

Escala Grises

0o+rH——mmmr"-—+———
0 40 80 120
[CO,] %

Figura 4.59. Curva respuesta de la escala de grises
del sensor Clen funcion de la concentraciéon CO,

La linealizacion de a curva segun Nakamura Y. Amao queda representada
en la figura 4.60, con un buen ajuste (R?=0,9755).
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16

12 1 y=13.628x + 0.5545 .

R2=0.9755

(Grigo-Gro)/(Gr-Gry)
0]

0 02 04 06 08 1
1/[CO2]%

Figura 4.60. Linealizacion de la respuesta de la escala de grises
del sensor Clen funcion de la concentracion de CO,

5.2.4. Calibracion del sensor C1 con la coordenadatonal S

La variacion de los valores de esta coordenada en fucion de la
concencentracion de CO,, se ajustan a la una curva de tipo exponencial

representada en la figura 4.61., con un rango dinamico de hasta el 20%
aproximadamente.

0.8 1
0.6 A

0.4 A

Coordenada S

—
0 T T T T T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120
[CO,1%

Figura 4.61. Curva respuesta de la coordenada tonal S
del sensor Clen funcién de la concentracién CO,

207



Sensor CO, con liquidos idnicos

La respuesta de la coordenada tonal S se ajusta a la ecuacion de

Nakaruma Y. Amao como se puede ver en la figura 4.62.
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? 301 y=17.912x-0.0645

& i R? = 0.9521
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@ r
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@ 101

o —
0 0.5 1 1.5 2
1/[CO,]%

Figura 4.62. Linealizacion de la respuesta de la coordenada
tonal G del sensor Clen funcion de la concentracion de CO,

5.3. Caracterizaciéon analitica de la membrana C1

En la tabla 4.49 quedan recogidos los parametros anliticos de la
membrana C1l derivados de sus medidas colorimétricas en funcién de la

concentracion de CO..
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Tabla 4.49. Parametros analicos de membrana C1 de
de valoracion colorimétrica

Parametros .

analiticos C1 (LI-I) R G Grises S
Limite superior

rango dinamico 0-40 0-30 0-30 0-20
(%COy)

Pendiente 56+0,5 21+1 13,6 £1,3 17,915
0.0. 0,85+ 0,10 0,37 £ 0,02 0,55+ 0,04 0,065 + 0,004
R? 0,9521 0,9089 0,9755 0,9521
LOD (%CO,) 0,48 4,2 1,9 0,25
LOQ (%CO,) 1,6 13,6 5,6 0,44
Intervalo de

deteccion (%CO,) 0,87-5,8 4,2-13,6 1,9-5,6 0,25-0,44
Intervalo de

cuantificacion 5,8-40 13,6-30 5,6-30 0,44-20
(%CO,)

Segun se puede obserbar en la tabla de las cuatro coordenadas tonales
estudias para el sensor C1, la que present6 mayor sensibilidad fue la
coordenada R por aportar la menor pendiente en la recta de calibracion con un
valor de 5,6. Por lo tanto se ha elegido esta como método de determinacién

posible de CO, en empaquetado de alimentos.

6. Conclusiones

Se ha observado una mejora aun mayor para los sensores Opticos de CO;
gaseoso basandose en la medicion de la intensidad de fosforescencia del
complejo PtOEP incluido en las membranas PVCD debido al desplazamiento del
equilibrio acido-base de a-naftolftaleina y TMAOH como agente de transferencia

de fase y HPMC, Incluyendo en el sensor LlIs con diferentes grupos de cationes y
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aniones en sus moléculas. En todos los casos ha sido posible mejorar
espectacularmente la respuesta y los tiempos de recuperacion del sensor si se
utiliza LI-1 y IL-VII donde el tiempo de respuesta disminuye hasta cuatro veces en
presencia de estos Lls. El tiempo de recuperacion disminuye en estos casos
hasta aproximadamente la mitad del tiempo requerido para el mismo sensor sin

estos liquidos idnicos.

Se ha visto tambien una mejoria considerable en los tiempos de vida de
los sensores, especialemente cuando se han utilizado los LiIs | y VII.

Podemos referenciar sensores de CO2 utilizando como liquido i6nico 1-
etil- 3-metilimidazolio tetrafluoroborato [27], en los que un ciclo completo de
recuperacion y respuesta se encuentra entre 1 y 5 minutos mientras que para los
distintos  sensores esnsayados en este capitulo un ciclo completo de

recuperacion y respuesta se encuentra entre 1y 2 minutos.

Ademas se ha hecho una breve experiencia para demostrar las
posibilidades de este sensor para ser utilizado en el embalaje inteligente
medidante medicion de coordenadas de color de como parametro analitico,

eligiendo como método de determinacién la coordenada tonal R.

Estudiado el tiempo de vida de este sensor T1=182 dias, a temperatura
ambiente supera a otros sensores encontrados en bibliografia para
empaquetado integente de alimentos [35], en los cuales se produce un deterioro

de la sensibilidad a los 7 dias.

Segun [37], disefiaron distintas tiras reactivas que cambiaban de color a
concentraciones de CO, por debajo de 25%, 20%, 15%, 10% o 5%
respectivamente. La concentracion de CO, se indica mediante un cambio de

color en una o mas de las tiras.

Otra forma de hacerlo seria mediante la medida de las coordenadas

tonales del sensor en funcion de la concentracion de CO5

Como se ha podido comprobar la medida de la coordenada tonal R del
sensor Clen funcién de la concentracion de CO,, nos da una curva de rango
dindmico hasta el 30% lo que significa que se pueden detectar concentraciones
de CO; inferiores a este porcentaje hasta llegar a su limite de deteccion del
0,48%.

210



Capitulo 4

7. Bibliografia
1. M. Songolzadeh, World. Acad. Snci. 6 (2012) 213-20.

2. Y. Amao, N. Nakamura, Sens. Actuators B 100 (2004) 347.
3. C. Mallins, B.D. MacCraith, Analyst 123 (1998) 2373.
4. C.S. Chu, Y.L. Lo, Sens. Actuators B B129 (2008)120.

5. ILM. Pérez de Vargas-Sansalvador, M.A. Carvajal, O.M. Roldan-
Mufoz, J. Banqueri, M.D. Fernandez Ramos, L.F. Capitan-Vallvey,
Analytica Chimica Acta, 655 (2009) 66-74.

6. K. Ertekin, I. Klimant, G. Neurauter, O.S.Wolfbeis, Talanta 59 (2003)
261: G. Neurauter, I. Klimant, O.S.Wolfbeis, Fresenius J. Anal. Chem.
366 (2000) 481.

7. M.L. Aguayo-Lépez, L.F. Capitan-Vallvey, M.D. Ferndndez-Ramos,
Talanta 126 (2014)196.

8. S. Zhang, N. Sun, X. He, X. Lu, X. Zhang, J. Phys. Chem. Ref. 35
(2006) 1475-1517.

9. T.L Greaves, C.J. Drummond, Chem. Rev. 108 (2008) 206-237.

10.P. Kumar, M. Varyanib, P. Khatrib, S. Paula, S. L. Jainb, Journal of
Industr. Engineer. Chemi. 49 (2017) 152-157.

11.L. Gomez-Coma, A. Garea, A. Irabien, Internat. Jour. Greenhouse Gas
Control 52 (2016) 401-409.

12.L.C. Tomé, D. Mecerreyes, C. S. R. Freire, L. Paulo, N. Rebelo, Jour.
Membr. Scien. 428 (2013) 260-266.

13.F. L. Bernard, D.M. Rodrigues, B. B. Polesso, A. J. Donato, M. Seferin,
V. V. Chaband, F.D. Vecchia, S. Einloft, Fuel Process. Technol., 149
(2016) 131-138.

14.K. Kortenbruck, B. Pohrer, E. Schluecker, F. Friedel, I. Ivanovic-
Burmazovic, J. Chem. Thermodynamics 47 (2012) 76—80.

15.A. H. Jalili, A. Mehdizadeh, M. Shokouhi, H. Sakhaeinia, V.
Taghikhani, J. Chem. Thermod. 42 (2010) 787-791.

16.L. Zhou, X. Shang, J. Fan, J. Wanga, J. Chem. Thermod. 103 (2016)
292-298.

17.J. Liu, J. A. Johnsson, G. Jiang, Tr. Anal. Chem., 24 (2005).
18.J.F. Peng, J.F. Liu, X.L. Hu, G.B. Jiang, J. Chromatogr. A 1139 (2007)
165.

211



Sensor CO, con liquidos idnicos
19.D. A. El-Hady, H. M. Albishri, R. Rengarajan, S. El Deeb, H. Watzig,
Electrophor. 36 (2015) 3080-3087.
20.H. Wan, H. Yin, A. J. Mason, Sens. Act. B 242 (2017) 658-666.

21.A. Abo-Hamada, M. A. H. AlSaadia, M. Hayyana, I. Juneidia, M. A.
Hashima, Electroch. Acta 193 (2016) 321-343.

22.L. Chen, D. Huang, S. Ren, Y. Chi, Guonan, Chen, Anal. Chem. 83
(2011) 6862-6867.

23.X. Wang, J. Hao, Sci. Bull. 61 (2016) 1281-1295.

24.J. Wang, Z. Wen, B. Yang, X. Yang, Resul. Physics 7 (2017) 323-
326; O. Oter, K. Ertekin, D. Topkaya, S. Alp, Sens. Act. B 117 (2006)
295-301.

25.0. Oter, K. Ertekin, S. Derinkuyu, Talanta 76 (2008) 557-563.

26.0. Oter, K. Ertekin, D. Topkaya. S. Alp, Anal. Bioanal. Chem. 386
(2006) 1225-1234.

27.S. Aydogdu, K. Ertekin, A. Suslu, M. Ozdemir, E. Celik, Umit Cocen, J.
Fluoresc. 21 (2011) 607-613.

28.A. Vioux, L. Viau, S. Volland, J. Bideau, C. R. Chimie 13 (2010) 242—
255.

29.S. M. Borisov, M. Ch. Waldhier, I. Klimant, O. S. Wolfbeis, Chem.
Mater. 19 (2007) 6187-6194.

30.S. Doganata, S. Coskun, Y. Oztiirk, M. Celikoglu, Optoelectr. Advanc.
materials-rapid communic. 10 (2016) 354 — 357.

31.N. Nakamura, Y. Amao, Anal. Bioanal. Chem. 376 (2003) 642.

32.1.M. Pérez de Vargas-Sansalvador, C. Fay, T. Phelanb, M.D.
Fernandez-Ramos, L.F. Capitan-Vallvey, D. Diamond, F. Benito-
Lopez. Anal. Chimi. Acta 699 (2011) 216—-222

33.1S0, International standard, 1ISO (2008) 11843-5.

34.Robertson GL (2012) In food packaging principle and practice (2" ed.)
CRC press, UK.

35.Borchert NB, Kerry JP, Papkovsky DB, Sensor and Actuators B, 176
(2013)157-65.

36.Inyoung Choi, Jun Young Lee, Monique Lacroix, Jaejoon Han, Food
Chemistry 218 (2017) 122-128.

212



Capitulo 4

37.M. Smolander, M. Hurme, E. Ahvenainers, R. Trends Food Scien.
Technology,8(1997)101-106.

213






Capitulo 5
Sensor optico NIR para determinar

dioxido de carbono gaseoso




Sensor NIR para CO, Capitulo 5
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1. Introduccién

En este trabajo de investigacion se han conseguido algunos logros a
partir de una membrana simple para determinar diéxido de carbono gaseoso
basada en a-naftolftaleina como indicador acido-base e hidroxido de
tetraoctilamonio (TOAOH) como agente de transferencia de fase [1]. Los
principales han sido conseguir aumentar el tiempo de vida, disminuir la
velocidad de respuesta y mejorar las condiciones de almacenamiento de las
membranas sensoras, al no ser necesario conservarlas en una atmosfera

especial [2].

Ahora se ha pretendido dar un paso mas con el empleo de fluoréforos
que presenten su respuesta en la region del infrarrojo, en concreto en el
infrarrojo cercano (NIR), tratando de alcanzar las ventajas que aporta trabajar
en esta region del espectro como son: baja interferencia por dispersibn Raman,
coeficientes de absorcion molar altos, altos rendimientos cuénticos de
fluorescencia, estabilidad frente a la fotodescomposicion y degradacion
quimica, presentar una buena solubilidad, en general, ser resistentes frente a la
autoagregacion, presentar rutas sintéticas directas y ser razonablemente faciles
de funcionalizar [3]. Por otra parte, los sensores épticos de CO, también
presentan gran interés en aplicaciones bioldgicas donde se prefiere el empleo
de indicadores que operen en esta zona del espectro, siempre que presenten
valores de pKa adecuados [4] originar menor sefial de fondo que los que
absorben en el visible y ultravioleta. Los azaBODIPYs son interesantes debido
a que sus espectros de absorcién/emision estan en gran parte desplazados al
rojo con respecto a BODIPYs convencionales, presentan bandas espectrales
estrechas, rendimientos cuanticos de fluorescencia elevados y buena
estabilidad [5]. Ello los convierte en colorantes apropiados para bioimagen, la
generacion de oxigeno singlete u optica no lineal en el rango del infrarrojo

cercano [6].

Otra ventaja de su empleo en tejidos vivos es su alto poder de
penetracion, originando una alta relacion sefal/ruido, lo que permite una

deteccion altamente sensible en estos medios [7].

Recientemente, se han utilizado en sensores de CO-, indicadores de

ftalocianina sensibles al pH que emiten en el infrarrojo [8]; sin embargo, los
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tiempos de respuesta y recuperacion son bastante largos y muy similares al
clasico sensor de CO, de Severinghaus [9].

Como ya hemos dicho un grupo de compuestos muy interesantes que
cumplen con estas caracteristicas son los colorantes tipo azaBODIPY [10,11].
Los compuestos denominados abreviadamente azaBODIPY presentan una
estructura 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenos y son compuestos
organicos versatiles que se pueden funcionalizar con facilidad para ajustar sus
propiedades redox y caracteristicas opticas pues presentan unos coeficientes
de extincién molar grandes (80.000 L-mol™*.cm™) y altos rendimientos cuanticos
de fluorescencia. Si los sustituyentes dan lugar a una conjugacion adicional,
tanto los espectros de absorcion como los de emisién se desplazan de forma
significativa a mayores longitudes de onda, con maximos de emisiébn mayores
de 750 nm. Se han utilizados gran numero de derivados para originar
conjugados fluorescentes de anticuerpos, péptidos, proteinas y marcadores

para marcado celular, imagen y deteccion.

Se trata de colorantes derivados de AZABODIPYs con el atomo de
carbono meso reemplazado por un a&omo de nitrogeno del tipo imina. Los
colorantes 1,3,5,7-tetraaril azaBODIPY se sintetizan mediante reaccion de un
pirrol con un nitrosopirrol, que se prepara bien en una etapa previa o in situ. La
reaccion de adicion entre las chalconas y el nitrometano, o cianuro, seguido de
una reaccibn de condensacion con acetato de amonio, origina
azadipirrometenos, y la posterior complejacion con BF3-Et,O da como resultado

los azaBODIPY correspondientes.

Especificamente, varios colorantes tipo azaBODIPY con sustituyentes
amino o hidroxilo se han usado como indicadores fluorescentes de pH [10], asi
la 4-anilina boro-dipirrometano se ha propuesto para la deteccion de pH y CO,
gas con un valor de pKa de 3,24 [12]. Existe un especial interés en el desarrollo
de indicadores de pH Iluminiscente que puedan usarse in vivo y con la
caracteristica de ser 6pticamente activos en una regién NIR relativamente
estrecha (700-900 nm) y poseer un pKa fisiolégicamente relevante,
aproximadamente entre 4,8 y 7,8 [13]. Por ello, se han sintetizado nuevos
azaBODIPY funcionales sensibles al pH con la ventaja de ser estables durante

un largo periodo de tiempo [7]. Sin embargo, para algunos de estos
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azaBODIPYs la formacién de pares de iones fue irreversible y el indicador no
se pudo protonar incluso a un 100% de CO; [14]. Con el fin de eliminar este
inconveniente se han sintetizado otros azaBODIPYs como indicadores

sensibles al pH para diéxido de carbono como son los di-OH-azaBODIPY [15].

Haciendo uso de la técnica de referencia de tiempo de vida dual, se ha
empleado un azaBODIPY y purpura de m-cresol como indicador de pH en
sensores de pH y CO,, respectivamente, empleando como referencia un
fosforo inorganico, en concreto un borato de aluminio e itrio y un borato de

aluminio y gadolinio activados ambos con Cr(lll) [14-17].

Los fosforos inorganicos son compuestos que emiten radiacion por
luminiscencia y que constan de una red de naturaleza inorganica (vanadato,
oxido, oxihaluro, borato, etc.) que actla como receptora de algun ion que
origina inhomogeneidades en la estructura. Estas heterogeneidades en la
estructura cristalina se crean normalmente por adicion de una cantidad traza de
dopantes, que son impurezas llamadas activadores. La longitud de onda
emitida por el centro de emision depende del atomo en si y de la estructura

cristalina circundante.

El proceso de emision en materiales inorganicos se debe a la estructura
de la banda electronica que presenta el compuesto. Un foton incidente puede
excitar un electron de la banda de valencia bien a la banda de conduccion o
bien a la banda del exciton. Un exciton es una cuasiparticula en soélidos
semiconductores y aislantes formada por un electron y un hueco ligados a
través de interaccion coulombiana. El sistema que resulta de la interaccion del
electrén con el hueco que deja, que es de carga opuesta, posee una energia

ligeramente menor que la de un electrén y un hueco libres.

Las impurezas presentes crean niveles electronicos en la banda
prohibida. Los excitones presentes se mueven por la red cristalina hasta que
son capturados por centros de impurezas. Como resultado los excitones se
relajan rapidamente emitiendo luminiscencia (componente rapido). Por otra
parte, los huecos asociados con electrones en la banda de conduccién son
independientes de estos ultimos. Esos huecos y electrones son capturados de

forma sucesiva por los centros de impureza que excitan ciertos estados
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metaestables que no son accesibles a los excitones. La relajacion retardada de
esos estados metastables de las impurezas, origina una nueva emision

luminiscente (componente lento) [18].

En este capitulo se estudian y proponen sensores Opticos para
determinar el CO, gas basado en procesos de fluorescencia por transferencia
de energia de resonancia (FRET) entre azaBODIPYs fluorescentes sencillos,
faciles de sintetizar, que actian como indicadores de pH en el rango fisiolégico
y un fésforo, en concreto el borato de aluminio y gadolinio dopado con Cr(lll)
(GAB) como polvo microcristalino formando una Gnica membrana sélida sobre

un soporte inerte de Mylar.

2. Experimental
2.1. Sintesis y caracterizacion (GAB) microcristalino.

Fue sintetizado de acuerdo con el procedimiento propuesto por Borisov
utiizando el método de combustion en disolucion usando urea como
combustible [19].

En una sintesis habitual se emplearon 5 mmol (1,915 g) de nitrato de
gadolinio hexahidratado, 13,5 mmol (5,064 g) de nitrato de aluminio
nonahidratado, 0,25 mmol (0,100 g) de nitrato de cromo nonahidrato, 20 mmol
(1,236 g) de acido borico y 100 mmol (6 g) de urea en 10 mL de agua
purificada. La disolucion se calent6é en un horno hasta 500°C con una rampa de
20 °C/min, manteniendo esta temperatura durante 15 minutos. El producto
obtenido se molié en un mortero de agata y se sinterizé a continuaciéon en un
crisol de porcelana durante 24 h a 1100 °C en mufla al aire. Por ultimo, el
resultante se moli6 en un molino de bolas dando lugar a particulas

microcristalinas.
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Figura 5.1. Patrones de difraccion de rayos X de GAB.
a) obtenido por el método propuesto en bibliografia;
b) obtenido experimentalmente en el laboratorio.

Se caracterizaron mediante andlisis por difraccion de rayos X de polvo
(XRD). La Figura 5.1 muestra la comparacion entre los patrones de difraccion
publicados en bibliografia a) y los obtenidos por nosotros de forma
experimental (b) [19]. Como se puede observar, después de analizar los
espectros, podemos concluir que estos compuestos son materiales
isoestructurales. El refinamiento de Le Bail se realiz6 y encontr6 valores
similares de celda unitaria para el grupo espacial R32 (a = 9,348 A, ¢ = 7,312

A) con un desplazamiento de la muestra de 0,29 mm.

El tamarfio de los microcristales se calculé como la media de 10 medidas

utilizando un microscopio de fluorescencia con un filtro TRITC (Figura 5.2).

Figura 5.2.Imagen de las microparticulas de GAB.

En la Tabla 5.1, se recogen los valores del tamafio de las particulas medidas

de GAB, junto con el valor de la desviacion estandar obtenida.
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Tabla 5.1, Medidas hechas con el microscopio de fluorescencia.

Tamafio particula (um)

0,64 ‘ 0,51 ‘ 0,52 | 0,52 ] 0,5 | 0,64 | 0,52 ’ 0,5 ’ 0,51 ‘ 0,52
DER (%) 10

A partir de los valores de la tabla se determing el tamafio promedio de

los microcristales de GAB, siendo este de 0,54 + 0,05 pum.

En la Figura 5.3 se observan de excitacion y de emision de fluorescencia
de las microparticulas de GAB, observandose que la longitud de onda de

excitacion se encuentra a 642 nm y una longitud de emisién de 718 nm.

600

400 500 600 700 800 900
A (nm)

Figura 5.3. Espectros de luminiscencia de GAB.
a) Espectro de excitacion; b) Espectro de emision.

2.2. Sintesis de azaBODIPYs

Se han disefiado y sintetizado los azaBODIPYs estudiados en esta
memoria con la colaboracién del grupo de Investigacién de Carbohidratos
dirigido por el Prof. Santoyo Gonzalez del Departamento de Quimica Orgéanica
de la Universidad de Granada (FQM-208). Para la sintesis de estos
compuestos se siguieron las mismas rutas seguidas en bibliografia,

obteniéndose rendimientos muy parecidos a los descritos [14,20].

Las estructuras moleculares de los tres azaBODIPYs son las que se

muestran en la figura 5.4.
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azaBODIPY | azaBODIPY Il azaBODIPY IlI

Figura 5.4 Estructura quimica de los azaBODIPYs estudiados.

2.2.1. Sintesis de AzaBODIPY |
- (1) Sintesis de (E)-3-(fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona

En un matraz de fondo redondo se disolvieron 5300 mg de acetofenona
(0,05 moles) con 20 mL de EtOH. Una vez disuelto, se afiadié gota a gota una
disolucién de 6000 mg (0,056 mol) de benzaldehido y 400 mg de NaOH en
otros 20 mL de EtOH. La mezcla se calento a reflujo durante unas 24 horas. Se
redujo el volumen de disolvente a baja presion y se recogié un precipitado
amarillo brillante mediante filtracién. El precipitado se purificé en columna de
silica gel empleando éter:hexano (1:2) como eluyente. Se obtienen 2660 mg

del producto (1).

O O

: J-l NaOH/EtOH e
-
Reflujo. 24H G G

1

L 4

Figura 5.5. Reaccion de obtencién de (E)-3-(fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona

- (2) Sintesis de 3-fenil-4-nitro-1-fenilbutan-1-ona
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Se disolvieron los 2660 mg obtenidos en la reaccion anterior en 19 mL
de metanol junto con 874 mg de metoxido sédico y 947 mg de nitrometano. La
reaccion se mantuvo 12 horas a temperatura ambiente. Tras acidificar se hizo

una extraccion liquido—liquido con Cl,CH5:HO0.

La fase orgénica se evaporOd obteniéndose el nitroderivado que se
purificd en columna de gel de silice, con una mezcla acetato de etilo/hexano
(1:4).

¢ U
MeONa/MeOH

1 2

Figura 5.6. Reaccion de obtencion de 3-fenil-4-nitro-1-fenilbutan-1-ona

- (3) Sintesis de (2)-4-(2-(3-fenil)-5-fenil-1H-pirrol-2-il)imino)-5-fenil-2H-pirrol-3-
ifenol

Los 580 mg obtenidos del nitroderivado se pusieron con 5,8 g de acetato
sédico en 29 mL de etanol a reflujo durante 24 horas. A continuacion, se
agregaron 20 mL de H,O y se hicieron tres extracciones sucesivas con 20 mL
de acetato de etilo cada una. La fase organica se evapor6 a presion reducida,
obteniéndose un precipitado de color azul intenso que se dejé en el desecador
sobre sulfato sédico. Se obtuvieron 166 mg del producto que se empleé en la

siguiente etapa sintética sin mayor purificacion.

NO
0 M o O

ACONH,

O .
EtOH, Reflujo 24 h N MH N=
2
3
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Figura 5.7. Reaccion de obtencién de Z)-4-(2-(3-fenil)-5-fenil-1H-pirrol-2-il)

imino)-5-fenil-2H-pirrol-3-il)fenol.

- (4) Sintesis de 1,3,5,7-tetrafenil-(bora triazaindaceno)

Se tomaron los 166 mg del producto anterior y se disolvieron bajo
atmosfera de argén en 24 mL de CI,CH, anhidro adicionado con una jeringa a
través de un septum. Del mismo modo se afadieron 0,26 mL de
diisopropietilamina y 0,27 mL de BF3- (Et;0),. Se dejaron en agitacion con
burbujeo de argdén y tras 24 horas de reaccién desaparecié el producto de
partida. Se purificO en columna de gel de silice empleando CH,Cl, como

eluyente, obteniéndose 178 mg del producto final.

N BF3(Et;0)s
S e “\
N _NH  N= DIPEA, CH,Cl,, 2dh{Ar‘]
o . O

Figura 5.8. Reaccion de obtencion de 1,3,5,7-tetrafenil-(bora triazaindaceno).

2.2.2. Sintesis de AzaBODIPY Il

- (5) Sintesis de (E)-3-(4-hidroxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona

En un matraz de fondo redondo se disolvieron 1000 mg de acetofenona
(8,3 mmol, 1 eq) con 20 mL de EtOH. Una vez disuelto, se afiadié gota a gota
una disolucion de 980 mg (8,3 mmol, 1 eq) de p-hidroxibenzaldehido y 400 mg
de NaOH en otros 20 mL de EtOH. La mezcla se calento a reflujo durante 24
horas. Se redujo el volumen de disolvente a baja presién y se recogié un
precipitado amarillo brillante mediante filtracion. El precipitado se purificd en

columna de gel de silice empleando como eluyente éter: hexano (1: 2).
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O 0
: Jl NaOH/EtOH e
* L
Reflujo. 24H C C OH

OH

Figura 5.9. Reaccion de obtencion de (E)-3-(4-hidroxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona.

- (6) Sintesis de 3-(4-hidroxifenil)-4-nitro-1-fenilbutan-1-ona

En un matraz de fondo redondo con 20 mL de MeOH anhidro, se
disolvieron 965 mg (4,32 mmol, 1 eq) de (5). Se afadieron 1316 mg (21,58
mmol, 5 eq) de nitrometano y 1316 mg (21,58 mmol, 5 eq) de dietilamina
calentando a reflujo durante 48 h. Tras esto, se dej6 que la reaccion alcanzase
temperatura ambiente, se neutralizé con una disolucién acuosa de HCI al 5%
hasta pH neutro y se afiadieron 20 mL mas de agua. Al crudo se le hicieron 3
extracciones sucesivas con 20 mL de acetato de etilo cada una y los extractos
organicos separados por decantacion fueron secados sobre sulfato sédico. A
continuacion, se elimind el disolvente a presion reducida. Se obtuvo el producto
como un sirupo pardo que se empled sin mayor purificacién en el siguiente

paso de sintesis.

o o NO,

¢ (70
OH Et;MH/MeOH Reflujo, 48h OH

Figura 5.10. Reaccion de obtencion de 3-(4-hidroxifenil)-4-nitro-1-fenilbutan-1-ona.

- (7) Sintesis de (2)-4-(2-((3-(4-hidroxifenil)-5-fenil-1H-pirrol-2-il)imino)-5-fenil-
2H-pirrol-3-il)fenol.

En un matraz de fondo redondo se disolvi6 todo el producto obtenido en
la etapa anterior (6) en unos 40 mL de EtOH, y se agregaron 9 g de acetato
amonico (120 mmol, 30 eq). La mezcla de reaccion se calento a reflujo durante
48 h. A continuacion, se agregaron 20 mL de H,O y se le hicieron tres
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extracciones sucesivas con 20 mL de acetato de etilo cada vez. Se seco la fase
organica sobre sulfato sodico y el disolvente se eliminé a presion reducida,
obteniendo 1200 mg de un so6lido azul verdoso que se empled en la siguiente

etapa sintética sin mayor purificacion.

He OH
o o O
AGONH, N
0, e (LA
OH EtOH, Reflujo 24 h W, NH N=
6 W, -
© 7

Figura 5.11. Reaccion de obtencién de (Z)-4-(2-((3-(4-hidroxifenil)-5-fenil-1H-pirrol-2-
il imino)-5-fenil-2H-pirrol-3-il)fenol.

- (8) 1,7-bis(4-hidroxifenil)-3,5-bisfenil-(bora triazaindaceno)

El producto (7) obtenido en la etapa sintética anterior se disolvié en unos
30 mL de CH,Cl, y se agregaron 2060 mg de diisopropiletilamina y 2830 mL de
BF3- (Et,0),. Tras dejar reaccionar durante 2h a temperatura ambiente, se
redujo el volumen de disolvente y el crudo se purific6 en columna de gel de

siice empleando CH,Cl, como eluyente, obteniendo el producto puro (8).

OH OH
BF4{Et,0), N
—_—— S RSN
DIPEA, CH,Cly, R.T. 2h
N___N=
~p-
o O
7 8

Figura 5.12. Reaccion de obtencion de 1,7-bis(4-hidroxifenil)-3,5-bisfenil-
(bora triazaindaceno).
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2.2.3. Sintesis de AzaBODIPY llI
- (9) Sintesis de (E)-1-(3-cloro-4-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona

En un matraz de fondo redondo se disolvieron 801 mg de 2-cloro-3-
hidroxiacetofenona (4,7 mmol, 1 eq) en 15 mL de EtOH. Una vez disuelto, se
afadioé gota a gota una disolucion de 500 mg (4,7 mmol, 1 eq) de benzaldehido
y 200 mg de NaOH en otros 20 mL de EtOH. La mezcla se calent6 a reflujo
durante 24 horas. Se redujo el volumen de disolvente a baja presion y se
recogid un precipitado amarillo brillante mediante filtracion. El precipitado se
purificé en columna de silica gel empleando como eluyente éter:hexano (1:2).

j@)j\ NaOH/EtOH cl P
Reflupj 24H OH C G

Figura 5.13. Reaccion de obtencion de (E)-1-(3-cloro-4-hidroxifenil)-3-
fenilprop-2-en-1-ona.

- (10) Sintesis de 1-(3-cloro-4-hidroxifenil)-4-nitro-3-fenilbutan-1-ona

En un matraz de fondo redondo con 15 mL de MeOH se disolvieron 650
mg (2,5 mmol, 1 eq) de (9). Se agregaron 769 mg (12,5 mmol, 5 eq) de
nitrometano y 900 mg (12,5 mmol, 5 eq) de dietilamina calentando a reflujo 48
h. Tras esto, neutralizamos con una disolucion con HCI al 5% hasta pH neutro,
y agregamos 20 mL de agua. Se hicieron tres extracciones sucesivas con 20
mL de acetato de etilo cada vez, se seco la fase organica sobre sulfato sédico y
se elimind el disolvente a presion reducida. El producto se obtuvo como un
sirupo pardo y se empledé sin mayor purificacion en el siguiente paso de

sintesis.
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NO,
cl

(70 e ¢
OH Et;NH/MeOH Reflujo, 48h OH

10

Figura 5.14. Reaccion de obtencion de 1-(3-cloro-4-hidroxifenil)-4-nitro-3-fenilbutan-1-
ona.

- (11) Sintesis de (2)-2-cloro-4-(2-((5-(3-cloro-4-hidroxifenil)-3-fenil-1H-pirrol-2-
il)imino)-3-fenil-2H-pirrol-5-il)fenol

En un matraz de fondo redondo se disolvieron 500 mg de (10) en 20 mL
de EtOH, y se agregaron 4200 mg de acetato amédnico (55 mmol, 35 eq). La
mezcla de reaccion se calent6 a reflujo durante 48 h y a continuacion, se
agregaron 20 mL de H,O y se extrajo con 3 veces con 20 mL de acetato de
etilo cada una. Se seco la fase organica sobre sulfato sodico y el disolvente se
elimin6 a presion reducida. El producto se empled sin mayor purificacion para

la etapa sintética siguiente.

o O

Cl AcONH,
N
0 e 50
OH EtOH, Reflujo 48 h A MH =
Cl
10 o~ ) -
OH OH
11

Figura 5.15. Reaccion de obtencion de (Z)-2-cloro-4-(2-((5-(3-cloro-4-hidroxifenil)-3-fenil-1H-
pirrol-2-il)imino)-3-fenil-2H-pirrol-5-il)fenol.

- (12) Sintesis 1,7-bisfenil-3,5-bis(3-cloro-4-hidroxifenil)-(bora triazaindaceno).

El producto (11) obtenido en la etapa sintética anterior se disolvié en
unos 25 mL de CH,Cl, y se agregaron 1160 mg de diisopropiletilamina y 2,14
mL de BFj3(Et,0),. Tras dejar reaccionar durante 2h, el crudo se purificé en
columna de gel de silice empleando CH,Cl, como eluyente, obteniendo asi el

producto puro.
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N
R Ty
YonH N=
o~ O
OH OH

11

DIPEA, CH,Clp RT. 2 CH,Cly, R.T. 2h

BF {EtZO]z

B

Figura 5.16. Reaccion de obtencion de 1,7-bisfenil-3,5-bis(3-cloro-4-

hidroxifenil)-(bora triazaindaceno).

Caracterizacion de los azaBODIPYs mediante espectrometria de masas

- azaBODIPY |

17_10633 Bodipy-1
17_05_25_10833 Bodipy-1
100
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1: TOF MS ES+
48,1083 1.1426
407 1045
4001002
5002015
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o | sps512 6281855 | 7182704 BDD.EL{ 37 24018547402 008 2629
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Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis

Tolerance =50PPM | DBE: min=-50.0, max = 50.0
Element prediction: Off

Mumber of isotope peaks used for i-FIT =3

Monaisatopic Mass. Even Electron lons

478 formulale) evaluated with 3 results within limits {all results (up to 1000 for each mass)
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Elemental Composition Report

Single Mass Analysis
Tolerance = 5.0 PPM /
Element prediction: Off
Mumber of isotope peaks used for i-FIT =3

DBE: min = -50.0, max = 50.0

Monoisotopic Mass. Even Electron lens

5048 formulale) evaluated with 14 results within limits (all results {up to 1000) for each mass)
Elements Used:
C:10-50 H: D-200
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Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis
Tolerance =50 FPPM [ DBE: min = -50.0, max = 50.0
Element prediction: Off

Mumber of isotope peaks used for i-FIT =3

Monoisctopic Mass, Even Electron lons

1317 formulafe) evaluated with 5 results within limits (all results (up to 1000) for 2ach mass)
Elements Used:

C:25-35 H:0-200 MB:0-1 MN:0-5 0O:2-5 F:0-2 CL2-2

17_10635 Bodipy-3
17_05_25_10635 Bodipy-3 1051 (4 555) Cm (1053:1087) 1: TOF MS ES+
3.10e+0042
) . 5984077 E00.1048 e —
oy smegusy AL gpgpey  SREOSE ) . S124595 5124538 §1pari3615Sad4ErIeITS  B20.4375  £304368 637 400D GADSSE] 6444357
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Dadas las caracteristicas de la técnica los tres productos salen
protonados, asi que en los tres casos cada molécula sale un atomo de

hidrégeno mas de lo que deberia segun su estructura molecular original.

En la tabla 5.2 se recogen las masas calculadas para cada una de las
moléculas con un proton mas segun su formula molecular y la obtenida en el

espectro, viendo que que la coincidencia para cada una de ellas inmejorable.

Tabla 5.2. Masas calculadas de los azaBODIPYs comparadas con las obtenidas por

espectrometria.
Férmula Masa Masa
Producto Estructura molecular + H* calculada obtenida
azaBODIPY-| C3oH,3BF,N; 498,1953 498,1963
azaBODIPY-II C3,Hy3BF>N30, 530,1851 530,1859
azaBODIPY-III C3,H»1BCl,F,N30, 598,1072 598,1077
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2.3.Determinacion de las propiedades de los azaBODIPYs.

En este apartado se va a describir las principales propiedades fisicas y
quimicas para los tres azaBodipys sintetizados y que son el calculo de su
coeficiente de extincion molar, el valor de su rendimiento cuantico de
fluorescencia y las caracteristicas de su comportamiento 4cido base, mediante
el célculo experimental del valor de su pKa. Para realizar este estudio en primer
lugar se realizaron los espectros en la region del visible para los compuestos

sintetizados, asi como sus espectros de fluorescencia.

En las siguientes figuras: figura 5.17, figura 5.18 y figura 5.19, se
muestra el espectro de absorcion del azaBODIPY |, azaBodipy Il y azaBodipy
[Il, con méximos de absorcién a la longitud de onda de 655 nm, 662 nm, y 690

nm respectivamente.

12 1

o
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I

Absorbancia
=
N
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A (nm)

Figura 5.17. Espectro de absorciéon de azaBODIPY I.
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Figura 5.18. Espectro de absorcién de azaBODIPY II.
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Absorbancia

500 600 700 800 900
A (nm)
Figura 5.19. Espectro de absorcién de azaBODIPY IlI.

En la figuras 5.20, 5.21 y 5.22, se muestran los espectro de excitacion y
de emisién de fluorescencia para el azaBodipy I, en una disolucién de tolueno,
y para el aza Bodipy Il y azaBodipy Il en una disolucién en etanol, con
maximos de emision de 674 nm (Aexe= 662 Nm), 710 Nnm (Aexc= 662 NM) y 718

nm (Aexc= 662 NM) respectivamente.

600 1
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Figura 5.20. a) Espectro de excitacion y b) emisién de
fluorescencia de azaBODIPY I.
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Figura 5.21. Espectro de excitaciéon a) y de emision de
fluorescencia b) de azaBODIPY IlI.

550 650 750 A (nm) 850

Figura 5.22. a) Espectro de excitacion y b) emisiéon de
fluorescencia de azaBODIPY Il

2.3.1. Coeficientes de extincién molar de los azaBODIPYs
Con el fin de determinar el coeficiente de extincidbn molar, se utilizo la ley

de Lambert-Beer (ecuacion 5.1).
A=¢e-l-c (Ec. 5.1)
Donde A es la absorbancia, [ la longitud de paso de la cubeta, € la

absortividad molar o coeficiente de extincion molar y c la concentracion.

Para ello, se prepararon varias disoluciones de cada azaBODIPY, se
midioé con ayuda de un espectrofotémetro la absorbancia de cada una de estas
disoluciones a su longitud onda maxima de absorcion, representando las
absorbancias medidas en funcién de sus respectivas concentraciones, siendo

la pendiente de la recta de calibrado el coeficiente de extincion molar e.

Determinacion del coeficiente de extincion molar de azaBODIPY |

Se pesaron 0,2 mg de azaBODIPY | que se disolvieron en 10 mL de
tolueno, obteniéndose una disolucién madre de concentraciéon 4,04-10° M. A
partir de esa disolucion madre, se prepararon sucesivas diluciones resultando
concentraciones entre 2-10° y 8,02:10° M. En la tabla 5.3 se recogen las
absorbancias medidas a una longitud de onda de 655 nm y en la figura 5.23 la
recta de calibrado de las absorbancias en funcion de las respectivas
concentraciones molares. La pendiente de la recta de calibrado resultante que

es el coeficiente de extincién molar, presenta un valor de 60.650 M*cm™.

236



Capitulo 5

Tabla 5.3. Absorbancias medidas
para azaBODIPY I.

C A (655nm)
2,00-10° 1,110
1,01-10° 0,600
5,01-10° 0,287
7,52:10° 0,407
6,02:10° 0,342
8,02-10° 0,449

0.9
i y = 60650x - 0.0278
.g 06 + R2=0.9839
o L
a
2 .
O -
8 03+
2 L
0 L L L T L L T
4.00E-06 7.00E-06 1.00E-05

[azaBodipy 1] (molar)
Figura 5.23. Recta de calibrado para

el calculo del coeficiente de extinciéon molar
de azaBODIPY I.

Determinacion del coeficiente de extincion molar de azaBODIPY |l

Se pesaron 0,15 mg de azaBODIPY Il que se disolvieron en 10 mL de
etanol, obteniéndose una disolucién madre de concentracion 4,04:10° M. Al
igual que antes se prepararon diluciones sucesivas obteniéndose
concentraciones de 8,4-10° a 2,6:10° M. En la tabla 5.4 se recogen las
absorbancias medidas a 662 nm. Como se puede ver la pendiente de la recta
de calibracion de la figura 5.24 tiene un valor de 17.207, que corresponde al

coeficiente de extincién molar de azaBODIPY |II.
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Tabla 5.4. Absorbancias medidas
para azaBODIPY II.

M A(662 nm)
8,4-10° 1,448
4,5-10° 0,719
1,78-10° 0,332
3,4-10° 0,529
2,6:10° 0,429
2
g 151 y=17207x - 0.0203
= - R2=0.9935
2 1-
o
[%2]
o]
< 0.5 -
0

0.00E+00 4.00E-05 8.00E-05 1.20E-04
[azBODIPY-II] (molar)

Figura 5.24. Recta de calibrado para
el célculo coeficiente de extinciébn molar
de azaBODIPY II.

Determinacion del coeficiente de extincion molar de azaBODIPY Il

Se pesaron 0,5 mg de azaBODIPY Il que disolvieron en 10 mL de
etanol, obteniéndose una disolucion madre de concentracion 7,54-10° M, a
partir de la cual se hicieron diluciones sucesivas con etanol obteniendo
concentraciones del producto entre 7,54-10° y 1,88:10° M. Se midieron las
correspondientes absorbancias para construir la recta de calibrado, recogiendo
los datos en la tabla 5.5 y representandolos en la figura 5.25, de las que se
deduce que el coeficiente de extincion molar de azaBODIPY lll es de 10.983 M

Lem™,
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Tabla 5.5. Absorbancias medidas
de azaBODIPY IIl.

M A (690 nm)
7,54-10° 0,822
5,65-107 0,579
3,95.10° 0,404
188-10° 0,196

0.9

© y = 10983x - 0.022

5 067 R2 = 0.9961

©

2

8 L

o 03~

< L
O-""i""i""

0.00E+00  3.00E-05 6.00E-05 9.00E-05
[azaBODIPY lII] (molar)

Figura 5.25. Recta de calibrado para
el célculo coeficiente de extinciéon
molar de azaBODIPY III.

2.3.2. Rendimiento cuantico de fluorescencia de los azaBODIPYs.

Los rendimientos cuanticos para los tres azaBODIPYs sintetizados
fueron estimados por el método descrito por Williams et al. [21] usando la

ecuacion 5.2.

(M)z (ec.5.2)

_ mry
(DFV - (pR
m UR

R

En ella ®ry es el rendimiento cuéntico del fluorocromo problema, ®r es
el rendimiento cuantico del fluorocromo patron, pry es el indice de refraccion
del disolvente utilizado en las disoluciones de la muestra problema y pr es el
indice de refraccion del disolvente utilizado en las disoluciones del fluorocromo

patrén.
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Por su parte, mgy Y mg son las respectivas pendientes de las rectas
obtenidas al representar las absorbancias medidas a una longitud de onda
determinada para distintas concentraciones de fluorocromo en funcién del area
bajo la curva de la emision de fluorescencia a esa misma longitud de onda de

excitacion.

Como fluorocromo patrén se utilizé el tetra-(terc-butil)-ftalocianina, cuyo
£=181,970 M™*.cm™ [22]. Se prepararon disoluciones del fluorocromo patrén en
benceno de 6,86-10®% a 6,8:10% M, concentraciones cuyas absorbancias
medidas dieron valores menores de 0,1 a la longitud de onda méaxima de
absorcion (662 nm). A continuacién, se midieron las intensidades de emision de
fluorescencia de dichas disoluciones excitando a esa misma longitud de onda

de absorcion.

Se calcularon las areas de los picos de emision, representandose frente
a las absorbancias medidas. En la tabla 5.6 se recogen las absorbancias
medidas y las integrales de los picos de emisién de fluorescencia calculados
para las correspondientes concentraciones de fluorocromo patrén preparado.

Las intensidades de fluorescencia de emision se registraron a 675 nm.

Tabla 5.6. Absorbancias del patrén y areas bajo a curva del patrén.

A (662 nm) [Patron] (M) Irwor. (Area bajo la curva)
1,44-10" 6,86-10° 2,30-10"
4,00-10° 3,40-10°° 3,00-10"
3,70-107 1,30-10°® 2,35-10"
1,23-10° 6,8-10° 6,80-10°

En la figura 5.26 se representan las areas bajo la curva de los picos de
emision de fluorescencia del fluorocromo patrén en funcién de las absorbancia.
La pendiente de esta recta de calibrado es la que corresponde a la ecuacion de
Willian, donde mg= 2-10*°.
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3E+14
2E+14 | y = 2E+15x - 2E+13
3 R2=0.9709
1E+14 |
0 . S— : :
0 0.05 0.1 0.15

Absorbancia

Figura 5.26. Recta de calibrado del fluorocromo

patrén para el calculo de mg.
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Determinacién del rendimiento cuantico de fluorescencia del azaBODIPY |

Se prepararon disoluciones de azaBODIPY | comprendidas entre

1,06-10° M y 5,30-10" M en tolueno, midiendo sus absorbancias a 662 nm y

luego las intensidades de emisidén excitando a esa misma longitud de onda. Las

intensidades de fluorescencia se registraron a 674 nm con unas rendijas de

2,5:5. En la tabla 5.7 se recogen los valores medidos.

Tabla 5.7. Absorbancias de azaBODIPY | y

areas bajo la curva.

IFluor.

A(662 nm) (area bajo la curva)
0,075 2,20-10°
0,085 3,04-10°7
0,070 2,0010°
0,050 1,00-10°
0,040 3,80-10
0,027 1,90-10°

En la figura 5.27 se representa el calibrado de las absorbancias medidas

en funcion de las areas bajo la curva de las intensidades de emision

correspondientes.

corresponde a la ecuacién de Willian, Mazasopiey 1 = 2-10™.
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4E+13 T
= r
c r
3 3SE+13 ¢ °
© [y =5E+14x - 2E+13
% 2E+13 + Rz = 0.9854
= l
© i
&) l
® 1E+13 +
2 ;
- o+t
0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

Absorbancia

Figura 5.27. Recta de calibrado de azaBODIPY |
para el calculo de mg,

Sabiendo que ®r =0,44; p (benceno)= 1,496; Hpenceno)=1,505; Mazagopipy 1=
210 y mg= 2-10" al aplicar la ecuacién 5.3, se obtiene un valor de

rendimiento cuantico ®g,. del 11 %.

Determinacién del rendimiento cuantico de fluorescencia de azaBODIPY |l

Como en el caso anterior se prepararon disoluciones del azaBODIPY |I
entre 3-10° y 1-10° M, midiendo sus absorbancias a 662 nm y luego las
intensidades de fluorescencia de emisién excitando a esa misma longitud de
onda de absorcion y midiendo a 710 nm con rendijas de 2,5:5. En la tabla 5.8
se recogen las absorbancias medidas a 662 nm y las areas calculadas bajo a

curva de las respectivas intensidades de emisién para cada concentracion.

Tabla 5.8. Absorbancias de azaBODIPY Il
y areas bajo la curva.

IFluor.

A (662 nm) (area bajo la curva)
0,228 7,2:10°
0,200 6,0-10"
0,160 455 -10"
0,140 35107
0,121 20107
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En la figura 5.28 se muestra la recta de calibrado de las integrales de los
picos de emision de fluorescencia en funcién de las absorbancias medidas para

cada concentracion.

8E+13

6E+13 | y=5E+14x - 3E+13

<

c

>

o

‘_5 r R2 =0.9897

T 4E+13 |

o] L

s i

@ 2E+13 *E

_L_% 0 : : : ; : : T : : T : : : :
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Absorbancia

Figura 5.28. Recta de calibrado de azaBODIPY II
para el calculo de myzas0piPy 11,

Como resultado sabemos que ®r =0,44; W (etanol)= 1,361; H(benceno)=1,505;
Mazagopipy 1= 510 y mg= 210" con lo que aplicando la ecuacién 5.3 se

obtiene un rendimiento cuantico de fluorescencia ®a,agopipy 1 del 9 %.

Determinacién del rendimiento cuantico de fluorescencia de azaBODIPY
I

Para ello se prepararon disoluciones de azaBODIPY Il en etanol de
entre 8:10° y 2:10° M y se midieron sus absorbancias a 662 nm y a
continuacion las intensidades de fluorescencia de emision excitando a esa
misma longitud de onda registrando a 718 nm con rendijas de 2,5:5. En la tabla
5.9 se recogen los datos obtenidos para cada una de las concentraciones
estudiadas.

Tabla 5.9. Absorbancias de azaBODIPY Il
y &reas bajo la curva.

Ifluor.

A(662 nm) (4rea bajo la curva)
0,093 1,35-10°
0,087 1,20-10°
0,070 7,82:10”
0,054 3,81-10°
0,040 5,60-10"
0,038 1,40-10™
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En la figura 5.29 se representa la recta de calibrado de las integrales de
los picos de emision de fluorescencia en funcién de da las absorbancias

medidas para cada concentracion.

1.6E+13

<

b i

> 1

o L2131y - op+14x - 9E+12

- 7 Rz=0.9998

F 8E+12 |

s i

(03] N

(O] |

8 4E+12

‘ i

& 0
0.035 0.055 0.075 0.095

Absorbancia

Figura 5.29. Recta de calibrado del B-llI
para el calculo de mgg..

Como resultados sabemos que ®r =0,44; U (etanol)= 1,361; Hpenceno)=1,505;
Mazasopiey = 2-:10*; mg= 2-10'. Al aplicar la ecuacién 5.3 se obtiene un

rendimiento cuantico ®P4zagopipy i1 del 3,6 %.
2.4.Comportamiento 4cido-base de los azaBODIPYs.

Para estimar el comportamiento &cido-base de los azaBODIPYs que
sera clave para poder usarlos en sensores de CO,, se hard a través de una

valoracion acido-base de cada uno de ellos.
2.4.1. Comportamiento acido-base de azaBODIPY |

Se pesaron 0,13 mg de azaBODIPY | (Pm 497 g/mol) que se disolvieron
en 24 mL de una mezcla dimetilsulfoxido (DMSO): H,O (3:1) con lo que su
concentracion resultd de 1,09-10 M. Se valoré con disolucién de NaOH 10 M
dispensada con una microbureta. Tras cada adicion se midio el valor de pH
aparente registrandose el espectro de absorcién y en un experimento similar se
registro el espectro de emisién excitando la longitud de onda del maximo de

absorcion.
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En la figuras 5.30 se muestran los espectros de absorcion que como
vemos disminuyen a medida que aumenta el pH y en la figura 5.31 los

espectros de emision que también disminuyen con el pH.

0.8 -
o
Q
c
3]
=
204 A
<
0 — . e
550 600 650 700
A (nm)
Figura 5.30. Influencia del pH en los espectros
de absorcién de azaBODIPY |.
pH=6,8
| pH=7.9
150 1 pH=9.2
pH=9.5
= pH=9.6
o
= 75 A
0 A ey 1
620 660 700 740

A (n.m)

Figura 5.31. Influencia del pH en los espectros
de emision de fluorescencia de azaBODIPY 1.

2.4.2. Comportamiento acido-base de azaBODIPY II

En esta ocasion se pesaron 0,19 mg de azaBODIPY Il (Pm 529 g/mol)
que se disolvieron en 8 mL una mezcla DMSO: H,0 (3:1) de donde resulta una
concentraciéon de 4,7-10° M. Operando de la misma forma anteriormente
indicada se registran los espectros de absorcién mostrados en la figura 5.32 y
los de emisibn en la figura 5.33 que muestran la misma pauta de

comportamiento que para azaBODIPY I.
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Figura 5.32. Influencia del pH en los espectros
de absorcion de azaBODIPY II.
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Figura 5.33. Influencia del pH en los espectros
de emision de fluorescencia de azaBODIPY II.

2.4.3. Comportamiento acido-base de azaBODIPY Il

En este caso se pesaron 1,46 mg de AZABODIPY Il (Pm 597 g/mol)
que se disolvieron en 8 mL de DMSO: H,O 3:1) con lo que resultd una
concentracién de 2,75-10* M. Trabajando de forma similar a las ocasiones
anteriores se registraron los espectros de absorcion (figura 5.34) y los de
emision de fluorescencia (figura 5.35) observdndose un comportamiento

similar.
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Figura 5.34. Influencia del pH en los espectros
de absorcion de azaBODIPY lll.

600
pH=5,15
pH=5,28
pH=5,63
pH=6,25
pH=7,35

670 710 750 790
A (n.m)

Figura 5.35. Influencia del pH en los espectros
de emision de fluorescencia de azaBODIPY lll.

De los resultados obtenidos se estimaron unos valores promedio de pKa

para cada uno de los azaBODIPYs, valores que se recogen en la tabla 5.10.

Tabla 5.10. Valores de pKa calculados para los azaBODIPYs.

azaBODIPY | pK, absorcién | pK, fluorescencia

| 7,9 7,9
Il 8,5 8,4
11 6,8 6,9

Como resumen se recogen en la siguiente tabla 5.11 las caracteristicas

espectrales de los azaBODIPYs en estudio.
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Tabla 5.11. Propiedades fotofisicas de los tres aza-azaBODIPY.

azaBODIPY Aabs Aavs-acia! Aabs-base | Aem £ (Mcm™)-10° D (%)
| 655 650/640 675 61 11
I 652 667/680 720 20 9
T 690 687/683 718 12 3,6

Los coeficientes de absorcion molar encontrados en bibliografia para
azaBODIPYs utilizados en sensores de CO, estan comprendidos entre
55.000-77.000 M* cm-!, [15], de los tres azaBodipys sintetizados por nosotros
solo el azaBODIPY | esta dentro de este rango, los otros dos indicadores de pH
tienen un valor inferior, no obstante, se van a estudiar para chequear si es
posible su empleo en sensores de CO, gaseoso. En cuanto a los coeficientes
de eficacia cuantica, los valores encontrados en bibliografia oscilan entre el 5y
57% [23,7], por lo tanto los tres azaBODIPYs ensayados en nuestro estudio
estan dentro de los valores encontrados en bibliografia, en cuanto a los valores

de pKa, también serian compatibles con medidas fisioldgicas.
2.5.Fotoestabilidad de azaBODIPYs

Una de las ventajas indicadas en bibliografia de estos indicadores de pH
es su fotoestabilidad. Para demostrarla se prepararon membranas conteniendo
cada uno de los azaBODIPYs aunque sin agente de transferencia de fase. Se
realizaron dos tipos de estudios. En primer lugar, se situaron las membranas en
el compartimento del espectrofluorimetro, pasando una atmésfera de CO, al
6%, irradiando con la ldmpara pulsante de xenén a 80 Hz del propio equipo
durante 1000 minutos y midiendo la emisién fluorescente a sus longitudes de
onda del maximo al excitar al méximo de excitacién. La membrana se estuvo
irradiando con la lampara del fluorimetro puesto en modo cinético con
longitudes de onda de excitacion y de emision de 620 y 672 nm,

respectivamente. No se observo en ningun caso disminucién de sefal.

En segundo lugar, se colocé la membrana conteniendo cada
azaBODIPY dentro de una caja negra donde se irradié continuamente con una
LED de 620 nm (100 kHz y 10 Vpp de amplitud) durante seis dias.

Periddicamente se fueron haciendo medidas de intensidad de luminiscencia no
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Periddicamente se fueron haciendo medidas de intensidad de luminiscencia no

observandose cambios en la sefal.

En la figura 5.36 esl estudio hecho para el azaBODIPY 1.

900 -
700 - = = ) T = .
5
8
500 4
300 . . .
0 2 4 6 8

T (dias)

5.36. Estudio de fotoestabilidad de azaBODIPY |I.

Del mismo modo en la figura 5.37 se muestra el mismo estudio para el

azaBODIPY II.

900 |
,5 700_: ¥ x x x x x
3 [
500 -+
300 v v
0 2 4 6 8
T (dias)

5.37. Estudio de fotoestabilidad de azaBODIPY II.
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En la figura 5.38 se muestra el estudio de fotoestabilidad para el
azaBODIPY llI.

450
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5.38. Estudio de fotoestabilidad de azaBODIPY lIlI.

Con lo que se demuestra experimenalmene a ala fooestabilidad de estas

moléculas.
2.6.Preparacion de las membranas sensoras

Las membranas se prepararon sobre un sustrato de poliéster Mylar no
luminiscente usando la técnica del spin-coating tal como se ha usado en
capitulos previos [1]. Los reactivos de las membranas de deteccion se
seleccionaron dependiendo de la polaridad del azaBODIPY respectivo y su
solubilidad. Para cada membrana sensora conteniendo el respectivo
azaBODIPY se prepard un coéctel con los reactivos necesarios para que
reaccione con CO,. Sin embargo, a diferencia de los sensores disefiados hasta
ahora, el luminéforo no se encuentra en otra membrana dispuesta en la cara
opuesta del soporte Mylar, sino que tanto el luminéforo como el fluoréforo se

encuentran en la misma membrana.

De modo que para preparar la membrana se depositan primero 30 pl del
coctel que contiene el azaBODIPY (fluorocromo indicador de pH) sobre el
soporte Mylar y a continuacion se adiciona una cantidad de microparticulas del
luminéforo GAB, con ayuda del spin-coater, de forma que las microparticulas

guedan retenidas formando una Unica membrana. Se obtiene una membrana
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opaca, de modo que las medidas de fluorescencia no se pueden hacer por
transmision como en los trabajos anteriores de la presente Tesis Doctoral, sino
que se realizan por reflexion disponiendo la membrana en un angulo de 60°,

con respecto al detector.

En la figura 5.39 se puede ver la disposicion del sensor donde la zona
activa est4 formada por los componentes del coctel con los disolventes ya
evaporados y los puntos de azul oscuro representan los microcristales de GAB

embebidos en la membrana soélida.

Zona activa

P del sensor
i

Figura 5.39. Membrana sensora de azaBODIPY y GAB.

2.6.1. Preparacion de membrana sensora Bl

Se prepard el coctel para la membrana sensora afiadiendo 1 mL de una
solucion de 60 mg de etilcelulosa en 1 mL de tolueno a 300 pL de una solucion
de 0,5 mg de azaBODIPY | en tolueno: etanol (2:1) y finalmente 20 uL del
plastificante TBP y 15 uL de TOAOH.

Para la formacién de la membrana sensora se depositaron 30 pyL de
coctel sobre el sustrato de poliéster Mylar, afiadiéndose a continuacién sobre
este volumen 1 mg de microcristales GAB, de modo que una vez evaporados
los disolventes, las particulas de GAB quedan embebidas en la membrana

junto con el resto de componentes.

Una vez seca se obtuvo un sensor con espesor de membrana calculado
de 20 pm.

Las membranas que utilizan este indicador fueron excitadas a una
longitud de onda de 620 nm, recogiéndose las medidas de intensidad de
emision fluorescente a 672 nm. Con apertura de rendijas 2,5:2,5 no se aprecio
variacion de la sefial a las distintas concentraciones de CO,, con lo cual el valor
de li00-lo fue de 0, con apertura de rendijas 2,5:5 se registré variacion de la

sefal aportando el sensor un valor l100.10=60, con apertura rendijas 5:5 se pudo
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registrar un valor de ligo-lo= 513. Por altimo con una apertura de rendijas 5:10
aumentaba la sefial ruido dando lugar a medidas inestables con valores l1go-lo
entre 900, 1000 y produciéndose, a veces, saturacion de la sefial. De ahi que
se estableciera como apertura de rendijas de trabajo Optima la de 5:5, puesto
que daba una variacion de la sefial entre el 0% y el 100% de CO; lo
suficientemente amplia como para obtener una buena caracterizacion del

sensor, registrando medidas estables.
2.6.2. Preparacion de membrana sensora Bll

Se preparo el céctel de la membrana sensora afadiendo de 600 pL de
una solucion de 0,5 mg de azaBODIPY Il en 1 mL de una solucién de etanol-
agua (1:1), 1 mL de solucion HPMC al 2% y 5 pL de Tween 20 para disminuir la
tensién superficial del agua y 21,4 puL de una solucién de 14 mg de TMAOH en
1 mL de una solucién etanol / agua (1:1).

Para la formacion de la membrana se depositaron 30 pl de cOctel sobre
el sustrato de poliéster Mylar y en la parte superior se afiadieron 2 mg de sal de
gadolinio aplicandose a continuacién, como siempre, la técnica del spin-coater
para la evaporacion de los disolventes. El espesor calculado de membrana que
se obtuvo fue de 30 pm.

Para la medida de la intensidad de fluorescencia de este sensor se
utilizaron como longitudes de onda de excitacion y de emisién, 620 nm y 720
nm, respectivamente y una apertura de rendijas 10:10. Fue esta la minima
apertura de rendijas con la que se obtuvo un lo suficientemente amplio para
una buena caracterizacion del sensor. Utilizando rendijas 2,5: 2,5 no se detectd
variacion de la sefial, con rendijas 2,5:5 la variacion de la sefial detectada fue
muy baja de l;00- 10=20, con rendijas 5:5 la variacion de la sefial fue de 60, con
rendijas 5:10 se registré un valor de con lig-1p=101, con rendijas 10:10 se
obtuvo un valor de li00-lo= 201,7, con rendijas 10:20 se detectaron valores de
l100-lo €n torno a 300 con aumento de la sefal ruido y aportando medidas

inestables.

De ahi que se eligiera como Optima un apertura de rendijas de 10:10,
gue como se ha dicho origino un valor de l1go-lp l0 suficiente como para llevar a

cabo la caracterizacion del sensor, dando lugar a medidas estables.
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2.6.3. Preparacion de membrana sensora Blll

El coctel de la membrana sensora se prepar6 afiadiendo 1 mL de una
solucion que contenia 60 mg de EC en 1 mL de tolueno / etanol (3:1), 0,5 mg
de azaBODIPY Il en 0,5 mL de etanol, 20 uL de plastificante TBP y 26 uL de
una solucion de 3 mg de TMAOH disuelto en 1 mL de etanol.

Para la formacion de la membrana se depositaron 25 pl de coctel sobre
el sustrato de poliéster Mylar, aplicando la técnica de spin-coating. En este
caso el espesor de membrana calculado fue de 18 pm.

Para la recogida de las intensidades de fluorescencia de este sensor se
trabajo a longitudes de onda de excitacion y de emisién de 660 nm y 720 nm,
respectivamente con una apertura de rendijas 10:10.

Con una apertura de rendijas 2,5:2,5 no se detecto variacion alguna de la sefal
al someter a sensor a concentraciones de CO; entre 0% y el 100%, con
rendijas 2,5:5 tampoco se detectd variacion de la sefial, con rendijas 5:5 se
detectd un valor de la sefial de l100-lp de 40, con una apertura de rendijas 10:10
se obtuvo un valor de l1po-lp fue de 62, con aperturas de rendijas 10:20 no se
aprecié un aumento de la sefial siendo lip0-lp de 62,5 a la vez que aumentaba
la sefal ruido aumentando el error de las medidas. Es por ello que se eligio
como valor 6ptimo de apertura de rendija el de 10:10, puesto que fue el aportd

el mayor valor de l100-lp con la mejor estabilizacidon de las medidas.

3. Resultados y discusion

Como se puede observar en la figura 5.40 para el azaBODIPY I, su
espectro de absorcién se superpone fuertemente al espectro de emision
fluorescente de GAB, que es excitado a 620 nm, emitiendo a 676 nm. En
consecuencia, cuando la concentracion de CO, se incrementa, aumenta la
medida de la sefal fluorescente de la membrana, permitiendo asi la deteccion
de CO; para el azaBODIPY I.
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A (nm)
Figura 5.40. Espectros. A) Espectro de absorcién de GAB; B)

Espectro de emisién de GAB; C) Espectro de absorcion de
azaBODIPY [; D) Espectro de emision de azaBODIPY |.

En el caso del azaBODIPY II, su espectro de absorcién se superpone
intensamente con el espectro de emisién de GAB; El GAB se excita a 620 nm
emitiendo a 720 nm, superponiendo el maximo de absorcion, de modo que
cuando se incrementa la concentracion de CO,, la medida de la sefial
fluorescente de la membrana aumenta, permitiendo asi la deteccion de CO,

con el azaBODIPY I, como se muestra en a figura 5.41.

400 500 600 700 800 900
A (nm)

Figura 5.41. Espectros. (A) Espectro de excitacion de
GAB; (B) Espectro de emision de GAB; (C) Espectro de
excitacién de azaBODIPY II; (D) Espectro de emisién de
azaBODIPY II.
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En el caso del azaBODIPY lll, como se observa en la figura 5.42, el

solapamiento espectral es total.

Esto unido con los bajos valores que presenta este azaBODIPY Ill de
coeficiente de extincion molar y rendimiento cuantico, justificarian los nulos
resultados que se observan cuando se expone a diferentes concentraciones de
CO, gaseoso. Ademas presenta un valor de pKa mas bajo que los valores
correspondientes a los otros dos azaBODIPYs y probablemente inferior al
necesario para poder actuar como indicador de pH en el sensado de CO,. Por
todo ello, este azaBODIPY se descartd para su empleo en un sensor optico

para determinar CO, gas.

665 -

465 -

I (a.u)

265 A

490 590 690 790 890
A (nm)

Figura 5.42. A) Espectro de excitacion de GAB; B)
Espectro de emision de GAB; C) Espectro de excitacion de
azaBODIPY lll; D) Espectro de emision de azaBODIPY lll.

En cuanto al posible mecanismo de transferencia de energia que
justifigue el proceso de reconocimiento que estd ocurriendo para las
membranas Bl y BIl, existen dos posibles mecanismos: filtro interno y

transferencia de energia de resonancia.

La transferencia de energia de resonancia (FRET) es un proceso de

atenuacion de fluorescencia bimolecular que tiene lugar entre el estado
excitado de una especie donora fluorescente y el estado fundamental de una
especie aceptora, de forma que se transfiriere la energia por un proceso no
radiativo de acoplamiento dipolo-dipolo. Este proceso supone una via adicional
de relajacion del estado excitado de la especie donora ademas del habitual

proceso de emision de fluorescencia intrinseca y de otros procesos no
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radiativos, y modifica la funcién de decaimiento de intensidad de fluorescencia
del donor. Para que tenga lugar el proceso FRET es necesario que ocurra
solapamiento entre el espectro de emision del donor y el espectro de absorcion
del aceptor, dependiendo en gran medida la eficiencia del proceso, del grado
de solapamiento que tenga lugar y de la distancia entre donor y aceptor, segun
la teoria de Forster [24,25].

La extension de la energia que se transfiere se determina mediante la
distancia aceptor-donor y por la extension del solapamiento espectral. El
solapamiento espectral se describe en términos de distancia de Foster (Ro)
calculada a partir de las caracteristicas espectrales del donor y del aceptor y

del rendimiento cuantico del donor @y, utilizando la siguiente expresion:

. 00211173 -9, /6 -1(0) 6

0 n% (ec. 5.3)

En ella k es el factor de orientacion, para el que se acepta un valor de
\/%suponiendo gue tiene lugar una rotacion libre de las moléculas de donor y
aceptor y n es el indice de refraccion de la membrana para el que calculamos
un valor de 1,46 y J(A) es la integral de solapamiento, que indica el grado de
solapamiento entre el espectro de emision del donor y el espectro de absorcién

del aceptor.

La velocidad de transferencia de energia K+(r) viene dada por la

ecuacion 5.4.

6
1 (R
Kr (r): (Oj (ec. 5.4)

donde r es la distancia entre el donor y el aceptor, Rq la distancia de Foérster
que se define como la distancia a la cual la velocidad de transferencia K+(r) es

igual a la velocidad de decaimiento el donor en ausencia de aceptor. Por
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altimo, t, es el tiempo de vida del donor en ausencia de transferencia de

energia. La eficiencia de la transferencia de energia se define como la fraccion
de fotones absorbidos por el donor que son transferidos al aceptor y viene dada
por la ecuacién 5.5:

6
po 0
Rg L0 (Ec. 5.5)

En resumen, el proceso de transferencia de energia de resonancia
depende de diversos factores: 1) La distancia entre donor y aceptor
(habitualmente ocurre a distancias entre 10 y 100 A): 2) La orientacion de los
dipolos de ambas moléculas que debe ser aproximadamente paralela; 3) El
grado de solapamiento entre los espectros de emision del donor y de absorcion
del aceptor, que se calcula por la integral de solapamiento J.

Cuando se da un proceso FRET ocurre una disminucién tanto de la
intensidad de luminiscencia como del tiempo de vida de la sustancia donora
[24].

Este proceso FRET se ha descrito como muy eficiente para el sensado

de CO; gas usando diferentes quimicas [26].

En el caso se producirse la transferencia de energia mediante un
proceso por filtro interno, que también se ha descrito para la determinacién de
diéxido de carbono gaseoso empleando sensores Opticos de forma eficiente
[27,1], la principal diferencia es que en este caso la distancia fisica entre el
donor y el aceptor es mayor y no hay variacibn en la intensidad de

luminiscencia cuando varia el tiempo de vida de la especie donora.

En el caso de los dos sensores Bl y Bll, pensamos que se produce un
proceso FRET entre el fésforo inorganico (GAB) y el indicador de pH
(azaBODIPY). La distancia a la cual se produce FRET entre dos especies tiene
que ver con la eficiencia de esa transferencia de energia, la cual es
inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia. En la practica,

esto quiere decir que el fenbmeno FRET se produce sélo cuando ambos
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cromoforos estdn a muy corta distancia. Nuestros dos sensores Bl y Bl
funcionan cuando se sittan ambos cromoéforos en la misma membrana y no
cuando se sittan en membranas opuestas, hecho que nos confirma que lo que

se esta produciendo es un proceso FRET.

Como posible foésforo inorganico se seleccioné el borato de gadolinio y
aluminio dopado con cromo (lll) (GAB) por sus excelentes propiedades como
tiempos de vida de luminiscencia de aproximadamente 85 ps, elevada inercia
quimica y fotoquimica, siendo la compatibilidad espectral con los indicadores
de pH a usar muy buena, ya que ambos se excitan eficientemente y emiten en
una zona muy proxima. Este fosforo se ha utlizado previamente como
luminoforo de referencia en un sensor pH junto un azaBODIPY como indicador

de pH usando una medida ratiométrica [16,17].

Efectivamente, se comprob6é que la inclusiébn de microparticulas del
borato de aluminio y gadolinio activado con Cr(lll) mejoraba la respuesta
permitiendo una mayor diferencia lipo-lp asi como un desplazamiento de la
longitud de onda de emision hacia el NIR, para los sensores Bl y Bll, como

gueda justificado en el siguiente apartado.

A partir de aqui, el estudio se realiza s6lo con azaBodipy | y azaBodipy
I, qgue muestran cambios en la sefial analitica cuando se someten a

concentraciones variables de CO, gaseoso.

3.1. Estudio los componentes de membrana BI.

El sensor se ensay6 primero sin GAB, para justificar si era necesaria su
presencia. Para ello se prepar6 primero un sensor sélo con el azaBODIPY |y
luego con el azaBODIPY | y GAB.

Se hizo un blanco de la sefial emitida por una membrana conteniendo
GAG, se hizo un estudio de la dependencia de la concentracion de CO, sélo
con el azaBODIPY | y luego con los dos agentes fluorescentes (azaBODIPY |y

GAB). Todo ello al objeto de comparar la respuesta de uno y otro.

En la figura 5.43 se muestra una grafica de la respuesta de ambos

sensores juntos.
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Figura 5.43. Comparacion de la respuesta
del sensor Bl con los dos agentes
fluorescentes y con sélo el azaBODIPY 1.

La respuesta con los marcadores azules en la figura 5.41 corresponde a
la membrana que solo contiene GAB y, como es ldgico, no responde a la
concentracion de CO,. La curva con los marcadores rojos corresponde al
sensor conteniendo soélo el azaBODIPY |, pudiéndose observar que hay
respuesta a las variaciones de la concentracién de CO, obteniéndose una

curva con un lygo-lp de 138,8.

La curva con los marcadores verdes, corresponde a la membrana con

GAB y el azaBODIPY |, observandose ahora un valor l;g0- lop de 513.

A continuacion se describe la optimizacién llevada a cabo para cada

uno de los componentes del sensor Bl eligiendo el parametro de optimizacién
l100-lo.
3.1.1. Optimizacion de la cantidad de polimero de membrana

Dada la apolaridad de la molécula de azaBODIPY |, segun podemos ver
en la figura 5.4, y en consecuencia su insolubilidad en disolventes polares, se
eligio el polimero hidrofébico etil celulosa como polimero de membrana porque

es soluble en mezclas tolueno/etanol, al igual que el azaBODIPY |I.

Se ensayaron cantidades comprendidas entre 1,33% y 1,98% en peso
sobre el total del coctel. A las membranas preparadas se les midi6 el parametro
de optimizacion lig0-lg, recogiéndose los datos en la tabla 5.12 y en la figura
5.44.
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Tabla 5.12. Influencia de
la concentracién de EC
en la membrana B1

[EC] (% peso) | 1o lo

1,33 70,0

2,66 90,0

3,99 160,0

5,32 504,0

6,66 168,0

9,32 60,0

11,98 50,0

600
400
~ 200 §
0 I Y .
0 5 10 15

[EC] (% peso)

Figura 5.44. Influencia de la concentracion
de EC en la membrana BI.

A la vista de los resultados la concentraciéon seleccionada fue del 5,32%

por originar el mayor l100-lo.
3.1.2. Optimizacion de la cantidad de azaBODIPY |

La concentracion de indicador de pH debe ser la suficiente como para
originar una sefial medible, aunque no demasiada pues podria interferir con la
emision del luminéforo y originar autoguenching. Se ensayaron cantidades de
azaBODIPY | comprendidas entre 5,8-:10° y 5,4.10% % peso/volumen,
recogiéndose los resultados obtenidos en la tabla 5.13 y en la figura 5.45.
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Tabla 5.13. Influencia de la concentraciéon
de azaBODIPY | en la membrana.

[azaBODIPY 1] % p/v l100-lo
5,8-10° 0
9,2:103 49,0
1,0-10% 60,0
2,5:10° 300,0
3,8-10% 547,5
4,6-107 547,0
5,4-10” 546,9

800

600

400

IIOO_IO

200

0 S e
0 15 3 4.5 6

[Bo-1] % (p/v)-10-2

Figura 5.45. Influencia de la concentracion
de azaBODIPY | en la membrana.

De modo que se escogié como cantidad minima de azaBODIPY | la de
3,8:102 % p/v. Como vemos a partir de esta cantidad, la sefial no aumenta, con

lo que se hace innecesario el uso de mas indicador de pH.
3.1.3. Eleccién y optimizacion del agente de transferencia de fase

Para este sensor se utilizO como agente de transferencia de fase el
TOAOH, ya que fue la Gnica sal de amonio cuaternario ensayada que consiguio
dar lugar a variaciones de la sefial de fluorescencia del sensor a los cambios

de concentracion de CO,

La sensibilidad al CO, puede ser ajustada como de costumbre variando
la concentracion de agente de transferencia de fase en la membrana. Se

probaron cantidades de TOAOH comprendidas entre 2,35-10° y 6,7-10° moles
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(0,10-0,30 % peso). La tabla 5.14 y figura 5.46 muestran los resultados siendo
elegido un 0,119 % en peso.

Tabla 5.14. Influencia de
la concentraciéon de TOAOH
en la membrana BI.

[TOAOH]
(% peso)
0,107 0
0,119 547,6
0,138 168,0
0,153 103,0

I100"0

0,170 97,0

0,191 58,0

0,218 54,0

0,305 0
600 T
450 1
= 300
150

O ™ T fo———1—1
0 0.1 0.2 0.3 0.4

[TOAOH] (% peso)

Figura 5.46. Influencia de la concentracion de
TOAOH en la membrana BI.

3.1.4. Optimizacion del plastificante TBP

Para comprobar la influencia de TBP en la membrana, se probd primero
en su ausencia y luego se fueron adicionando concentraciones del mismo entre
0,4 % vy el 45 % en peso del coctel. En la tabla 5.15 y en la figura 5.47 se
recogen las concentraciones frente al parametro l,00-lo, donde se va a ver que
concentracion optima de TBP para este sensor es del 1,62% en peso del coctel

preparado.
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Tabla 5.15. Influencia de la
concentracion de TBP en
la membrana BI.

[TBP] (% peso) | ligo-lo

0 10,0

0,40 60,0

0,81 168

1,62 547

2,43 60,0

4,05 20,0
600 T
400 1
~ 2001

O-""I""I""u it
0 1 2 3 4

[TBP] (% peso)

Figura 5.47. Influencia de la concentracion
de TBP en la membrana BI.

3.1.5. Optimizacion del fésforo inorganico GAB

Para establecer la cantidad optima de este fosforo inorganico se preparé
una bateria de pruebas con distintas concentraciones del mismo. Las
concentraciones fueron de 1,96 % al 24 % en peso. En la tabla 5.16 y en la
figura 5.48 se recogen las concentraciones ensayadas junto con el respectivo
pardmetro de optimizacio.

Tabla 5.16. Influencia de la concentracién de
GAB en el sensor Bl

[GAB] (% peso) loo-lo
1,96 232
3,84 547
7,4 322
9,09 208
10,7 114
24,2 1,00
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600

400 +

[GAB] (% peso)

Figura 5.48. Influencia de la concentracién de
GAB en el sensor BI.

Como nos muestran los resultados la concentracion de GAB que dio

lugar al mayor valor del parametro l;00- lp fue la de 3,84 % en peso.
3.2. Estudio de los componentes de membrana BIl.

En este caso se ha utilizado el indicador de pH azaBODIPY Il junto con
el fosforo inorganico GAB como luminéforo. Como en el caso anterior se
prepararon membranas inicialmente sin GAB, para demostrar si era necesaria
su presencia y luego con azaBODIPY Il y GAB, al igual que se hizo para el
sensor Bl. Se estudid la respuesta de las diferentes membranas con la
concentracion de gas. En la figura 5.49 se muestra la respuesta de las

membranas estudiadas.

800
600 . s e o
‘t
S 400
8
~ 200 -
€ &S - . e o
0 IE' L
0 25 50 75 100
[CO,]%

Figura 5.49. Comparacion de la respuesta
de las membranas de azaBODIPY Il en
presencia y ausencia de GAB.
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Observamos en la funcién con los marcadores rojos que cuando sélo
hay GAB, la sefial es independiente de la concentracion de CO,. Cuando la
membrana soélo contiene azaBODIPY Il (marcadores verdes) hay respuesta al
CO, aunque con baja sensibilidad (I100-lo0 = 82,5). Por ultimo, cuando estan
ambos juntos (marcadores azules), aumenta de forma considerable la sefial
(l100-lo= 201,7). Como conclusién sacamos y a la vista de los solapamientos
espectrales, que tiene que producirse un proceso de trasferencia de energia
entre el GAB y la forma protonada del azaBODIPYII, con el consiguiente
aumento de la intensidad de las sefiales de fluorescencia de esta forma del
indicador.

Dicho esto, se opt6 por el disefio de sensor conteniendo los dos agentes
fluorescentes, describiéndose a continuacion la optimizaciéon de cada uno de

los componentes del sensor BII.
3.2.1. Eleccidn del polimero de membrana

Puesto que el azaBODIPY Il muestra solubilidad suficiente en medios
polares debido a los grupos hidroxilos presentes en su molécula, segun
podemos ver en la figura 5.4, se eligi6 el HPMC como polimero hidrofilico de
membrana porque es soluble en agua o en mezclas agua-etanol.

Se prepararon varias disoluciones del polimero hidrofiico HPMC en agua de
concentraciones comprendidas entre 1 % y 5%, de modo que, al afiadir 1 mL
de cada una de estas disoluciones a distintos cécteles para formar membranas,
la que origino mejores resultados fue la de 2% de HPMC, pues formaba una
membrana con el grosor adecuado permeable a los gases. Cantidades
inferiores no formaban bien la pelicula y cantidades superiores formaban

membranas mas gruesas y menos permeables a los gases.
3.2.2. Optimizacion de la cantidad de azaBODIPY Il

Se estudiaron concentraciones del indicador azaBODIPY I
comprendidas entre 1,88-10° % y 56-10° % en peso, midiéndose el parametro
de optimizacion ligo-lp de cada membrana. Tanto en la tabla 5.17 como en la
grafica 5.50 se observa que a partir de cierta cantidad el parametro de

optimizacién se estabiliza y no aumenta con mas cantidad de indicador. Visto
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esto se eligi6 como concentracion 6ptima de azaBODIPY Il la minima cantidad

que origina el maximo valor de lg0- lo que es 1,93-102 % plv.

Tabla 5.17. Influencia de la
concentracion de azaBODIPY II.

[azaBODIPY 1]

(% piv) -10° loo-lo
1,88 0
3,75 21
7,5 61
11,3 111
19,3 202,3
37,5 202,5
56,3 202,0

0-""I""I

0 20 40 60
[azaBODIPY 11](% peso)

Figura 5.50. Influencia de la concentracion
de azaBODIPY Il en la membrana BII.

3.2.3. Optimizacion de la cantidad de TMAOH en el céctel

Para seleccionar la cantidad mas adecuada se probaron
concentraciones de TMAOH entre 0,0063 % y 0,0623 % en peso en el coctel

(tabla 5.18 y figura 5.51) resultando que 0,0188 % origina los mejores valores.

Tabla 5.18. Influencia de
la concentraciéon de TMAOH
en membrana BII.

TMAOH ioo-lo

(% peso)
0,0063 33,9
0,0113 106
0,0188 201,9
0,0312 148,4
0,0430 90
0,0623 0
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Figura 5.51. Influencia de la concentracién
de TMAOH en la membrana BII.

3.2.4. Optimizacion de la cantidad de del surfactante Tween 20.

Como en anteriores sensores en base agua, al objeto de disminuir la
tension superficial del sistema y aumentar la permeabilidad a los gases, fue
necesaria la adicion de una cantidad de surfactante. El surfactante de eleccion
fue el Tween 20 ya que otros como el Brij 35 y Highty PSD ocasionaban

opacidad en el sistema, originando membranas con malas propiedades opticas.

En la tabla 5.19 y en la figura 5.52 se recogen los porcentajes de Tween

20 probados en el coctel junto con el parametro de optimizacion I1oo-lo.

Tabla 5.19. Influencia de
la concentracién de Tween20
en membrana BlI

[Tween 20] loo-o
(% peso)

0,017 13,3
0,034 23,3
0,069 32,9
0,206 96,0
0,344 202
0,688 122
0,825 22,0
1,031 10,3
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Figura 5.52. Influencia de la concentracion
de Tween 20 en membrana Bl

Después de los resultados obtenidos se puede ver que la concentracion
de Tween 20 con mejor parametro de optimizacion y la que aportd mayor

permeabilidad a la membrana fue la de 0,344 % en peso.
3.2.5. Optimizacién de cantidad de fosforo inorganico GAB

Para establecer la cantidad Optima de este fésforo inorganico se hizo
una bateria de pruebas con distintas concentraciones del mismo. Las
concentraciones fueron de 0,8 % al 28,6 % en peso. En la tabla 5.20 y en la

figura 5.53, se recogen las cantidades probadas junto al parametro l1o-lo.

Tabla 5.20. Influencia de la concentracion
de GAB en el sensor BII.

[GAB] o

(% peSO) 100710
0,8 54,1
2,0 77,3
3,8 107
7,4 202
16,7 22,8
28,6 0

Como nos aportan los resultados la concentracion de GAB que dio lugar

al mayor valor del parametro l100- Ip fue la de 7,4 % en peso.
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30
[GAB] (% peso)

Figura 5.53. Influencia de la concentracion
de GAB en el sensor BlI

A continuacion en la tabla 5.21, se recogen, a modo de resumen los

componentes de cada uno de los sensores optimizados.

Tabla 5.21. Composicion de los sefiores optimizados

Membrana | 223BOPIPY [ ¢, o | EC | HPMC [ TOAOH [ TMAOH [ TBP | Tween 20
(%) (%) | (%) (%) (%) (%) (%)
AzaBODIPY | 0,04 3,3 46 | - 0,23 15
AzaBODIPY I 0,03 8,0 2 0,02 0,35
AzaBODIPY 1| 0,03 4,0 - 5,3-10° 13

3.3. Caracterizacion analitica de los sensores B | y Bl

Para la caracterizacion analitica de los sensores se han elegido los
pardmetros analiticos calculados a partir de los resultados obtenidos y que nos

van a permitir compararlos con sensores de referencia.

Estos sensores, fueron sometidos a mezclas de concentraciones
conocidas de CO;, y N, procedentes del mezclador de gases, midiéndose las
intensidades de fluorescencia del sensor para cada concentracion de CO,
conocida. De modo que a continuacibn se muestra la respuesta de los
sensores con azaBODIPY |y con azaBODIPY Il ante las variaciones de dichas

concentraciones de CO,.

Se utilizaron las condiciones de medida descritas en el apartado 2.5.1,
midiéndose como se ha dicho, las intensidades de fluorescencia en funcion de

concentraciones conocidas de CO; gas.
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En la figura 5.55 queda representada la respuesta del sensor Bl, que
corresponde a una curva logaritmica de rango dinamico hasta el 50% de CO,,
aproximadamente.

11

80 120
[CO,1%

Figura 5.54. Curva de respuesta del

sensor BI.
24
16 I y = 7.4811x + 0.9366
r Rz =0.9999

(l100-10)/(I-1o)

1/[CO,] %

Figura 5.55. Linealizacion de la
respuesta del sensor BI.

La figura 5.53 representa la linealizacion de la respuesta de sensor con

un buen ajuste de los datos experimentales (R*=0,9999).

Midiendo como antes las intensidades de fluorescencia en funciéon de
concentraciones conocidas de CO; gas, se obtiene la respuesta de sensor BlI
representada en la figura 5.54, donde observamos que se trata de una curva

logaritmica de rango dinAmico hasta el 60 % de CO,, aproximadamente.

270



Capitulo 5

/100

08 +———
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Figura 5.54. Curva de respuesta del
sensor de BIl.

La figura 5.55 queda representada la linealizacion de la respuesta de
sensor Bll con un ajuste de los puntos de R?=0,961.

12

y = 15.859x + 0.5821
R2=0.961

(l100-10)/(1-1o)

1/[CO,1%

Figura 5.55. Linealizacion de la
respuesta del sensor BIl.

A continuacién, se describen los parametros analiticos elegidos y
calculados para cada una de las membranas: funcion de calibrado, limites de
deteccién y cuantificacion, precision, tiempos de vida y de recuperacion y
tiempo de respuesta. Para el célculo de estos parametros se han usado los

mismos criterios ya empleados en capitulos anteriores.
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3.3.1. Parametros del sensor Bl

La precision obtenida en términos de desviacion estandar fue de 0,56
para una concentracion del 0,60% de CO, y 0,39 para una concentracion del
16,70 % de CO..

El LOD es de 0,04 %, que es del orden de la concentracion de CO, en la
atmosfera (0,0387%) y el limite de cuantificacion de 0,5 %. Los ciclos de
tiempos de recuperacion y respuesta del sensor se recogen en la figura 5.56,
teniendo tiempos de respuesta de 53 s para tlo_i0 Yy un tiempo de

recuperacion de 129 s para tT100_0.

600 | \

500 A

I (a.u)

400 o
0 500 1000 1500 2000

T(s)

Figura 5.56. Tiempos de recuperacion y respuesta
del sensor BI.

Si se calcula para la variacion 10 a 90% y 90 a 10%, se obtiene para el
tiempo de respuesta un valor de 42 s para ty10_90 Yy para el de recuperacion
103 s para tygo_10.

Los valores obtenidos en el estudio del tiempo de vida del sensor Bl se

recogen en la tabla 5.22 y figura 5.57.

Tabla 5.22. Seguimiento del tiempo
de vida del sensor Bl.

T(dias) | O 1 2 3 5|6 7 8 9 1213|1518 | 20| 25
ligo-lo | 485|420 | 1896|114 |35(30|235(16(132| 8 | 5|4 | 2| 1|01
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El tiempo de vida T1 del sensor Bl, como muestra la grafica fue
solamente de 1 dia, a partir del cual la sefial I;00—lp Se sale de la linea de
control -3s y va disminuyendo hasta llegar a 0 a los 20 dias. Luego el tiempo T2

fue de so6lo 20 dias.

T (dias)

Figura 5.57. Evolucién del tiempo de vida
del sensor BI.

Del estudio de la fotoestabilidad se concluyé que esta era buena por lo
gue el bajo tiempo de vida del sensor se puede deber a su reacciéon con el

agente de transferencia de fase.
3.3.2. Parametros analiticos del sensor Bl

La precision del sensor Bll obtenida en términos de desviacion estandar
fue de 1,23 para una concentracion del 0,60% de CO, y 0,623 para una

concentracion de 16,70 % CO..

El LOD calculado fue 0,57 %, superior porcentaje de CO, en la

atmosfera (0,0387%) y el limite de cuantificacion del 1,7 %.

Los ciclos de tiempos de recuperacion y respuesta del sensor se
recogen en la figura 5.58, teniendo tiempos de respuesta de 75 s para tdo_100 Y

un tiempo de recuperacion de 150 s para tT100-0-
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Figura 5.58. Tiempos de recuperacion y respuesta
del sensor Il.

Si se calcula para la variacion 10 a 90% y 90 a 10%, se obtiene para el
tiempo de respuesta un valor de 60 s para ty10_90 Yy para el de recuperacion

120 s para tdgo_10.

Se le ha estudiado el tiempo de vida a las membranas sensoras guardas
en una caja y sin condiciones especiales, referidas en cuanto a atmodsfera
ausencia de luz como en el caso de los anteriores sensores. Recogemos, por
lo tanto, los valores obtenidos en el estudio del tiempo de vida del sensor Il en
la tabla 5.23 y figura 5.59.

Tabla 5.23. Seguimiento del
tiempo de vida del sensor B2.

Tiempo (dias) l100-1o
0 165,9
4 140,1
6 121,0
8 93,7

18 80,0
30 72,7
52 60,0
62 58,0
200 20,0
570 14,0

El tiempo de vida T1 del sensor Bll, como muestra la gréafica fue de 6

dias, a partir del cual la sefal l;00—lp Se sale de la linea de control -3s y va
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disminuyendo progresivamente hasta los 570 dias durante los cuales se
someti6 a estudio. Luego el tiempo T2 fue al menos de 570 dias.

300
o 200 L L L L L LI LI
I8 o
- I e e e e
100 %
Co
F L}
° °
0 +————
0 150 300 450 600
T (dias)

Figura 5.59. Evolucién del tiempo de vida
del sensor BII.

Una vez llevada a cabo la caracterizacion de los sensores Bl y Bll, a modo de
resumen se recogen en la tabla 5.24 los pardmetros analiticos de ambos

sensores.

Tabla 5.24. Pardmetros analiticos de sensores Bl y BII.

Parametros analiticos Sensor Bl Sensor Bl
l100- lo 513 140,7
Pendiente 7,48 + 0,01 15,9 +0,8
0.0. 09+0,1 0,6 +0,163
R? 0,9999 0,9999
LOD (%COy) 0,04 0,57
LDQ (%CO») 0,5 1,7
Limite superior rango dinamico (%CO5) 50 60
Intervalo de deteccién (%6CO,) 0,04-0,5 0,57-1,7
Intervalo de cuantificacion (%CO5) 0,5-50 1,7-60
Precision (DER; n = 15) al 0,60 % CO; 0,56 1,23
Precision (DER; n = 15) al 16,70 % CO» 0,39 0,623
Tiempo de respuesta t10.90(S) 42,0 £ 0,03 60+ 2
Tiempo de recuperacion tgo-10(S) 103+0,1 120,0£0,6
Tiempo de vida T1 (dias) 1 6
Tiempo de vida T2 (dias) 20 570
En recipiente sin En recipiente sin
Almacenamiento condiciones condiciones
especiales especiales
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En la tabla 5.25 se realiza una comparacion entre los sensores propuestos,

basados en BODIPYs y diferentes sensores Opticos propuestos para la

determinaciéon de CO, gaseoso.

Tabla 5.25. Comparacién con sensores de CO, de bibliografia.

Quimica Tipo LOD Tiempo de Tiempo Tiempo
de de de Ref.
de sensado . (%) respuesta - X
medida recuperacion vida
HPTS/EC | 0,1 15 5 dias [28]
HPTA/IL/EC IIR --- 20-54 s [29]
HPTS/(TOA)4/SG | 0,1 20-30s [30]
Ru (dzth)s(PF)./ 9-10° : . [31]
PTEE I MPa 2 min 120 dias
PtOEP/N/EC . [1]
/PVCD I 0,02 9s 115 120 dias
EB/ di-OH-
azabodypy/silicon R 6s 93 42 dias [32]
a (pCoy)
PtOEP/NA/HPMC I 0,007 41s 100 300 dias [2]
HPTS/IL/Silicona R 50s 320 30 dias [19]
di-OH-aza-
Bodipy/Hyflon AD R 0! [15]
60/AE
BI | 0,04 42s 103 20 dias | Fresente
trabajo
BlI | 0,57 60s 120 570 dias | | oocnte
trabajo
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HPTS: 1-hidroxipireno-3,6,8-trisulfonato; AE: Azul Egipcio; IL: liquido ionico; I: basado en
intensidad; R: radiométrico; TOA: tetraoctil amonio; HPMC: hidroxipropil metil celulosa; PTOEP:
complejo de octaetilporfirina de platino; EC: etil celulosa; NA: a-naftoltaleina; SG: Sol-gel;
Ru(pzth)3(PF6)2: tris[2-(2-pirazinil)-1,3-tiazol]rutenio(ll)dihexafluorofosfato; PTFE:

poly(tetrafluoroetileno).

4. Conclusiones

Las membranas sensoras propuestas para la determinacion de CO; y
denominadas Bl y BIl, presentan potenciales aplicaciones en muestras
biolégicas y biotecnoldgicas, a pesar de que los valores obtenidos de € y
rendimiento cuéntico ¢ son inferiores a los encontrados para BODIPYs
similares en bibliografia [7,14]. Sin embargo en este trabajo se demuestra que
estos valores son suficientes para poder realizar la  determinacion y
cuantificacion de CO, gas mediante el empleo de un sensor éptico con buenos
resultados. Ambos ofrecen unos tiempos de recuperacion y respuesta
aceptables comparados con los de otros sensores publicados. El sensor BI
presenta un mayor valor de lipo-lp, mayor precision y mejores tiempos de

respuesta, aunque presenta un considerable menor tiempo de vida.

Como propuesta de futuro, se tratara de emplear liquidos iénicos para la
preparacion de la zona sensora con objeto de conseguir mejorar los tiempos de

vida y de recuperacion asi como la estabilidad.
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Conclusiones finales

Como resultado del trabajo realizado en esta Tesis Doctoral, se han obtenido las

siguientes conclusiones:

1. Se ha realizado una mejora en los sensores Opticos para la determinacion
de dioxido de carbono gaseoso basados en sensores secos, donde se
sustituye el ampliamente empleado agente de transferencia de fase
hidroxido de tetraoctilamonio (TOAOH) por el hidroxido de tretrametil
amonio (TMAOH). Este agente de transferencia de fase que al no presentar
protones en posicion 3, como le ocurre al TMAOH, evita la degradacion de

Hoffman y por lo tanto se consigue aumentar el tiempo de vida del sensor.

2. Por otra parte, en ese mismo estudio se sustituye la habitual matriz
hidrofobica de los sensores de dioxido de carbono por una matriz
hidrofilica, en este caso se sustituye la etil celulosa por la hidroxipropilmetil
celulosa (HPMC). De esta forma se consigue aumentar la retencion de
agua en la membrana sensora, que es necesaria para el correcto
funcionamiento del sensor, asi como se aumenta de forma muy

considerable la durabilidad del sensor.

3. Al introducir estas dos variantes en el disefio de la zona sensora, se
consigue también eliminar la necesidad de almacenar los sensores en
atmosferas especiales como es habitual en estos sensores. En este caso
las membranas deben almacenarse en un recipiente cerrado, en oscuridad
y en condiciones atmosféricas ambientales.

4. Se ha estudiado el desarrollo de sensores Opticos para determinar dioxido
de carbono gaseoso incluyendo en la zona sensora liquidos i6nicos de
diferente estructura quimica. Para ello, se ha partido de una membrana
sensora que utiliza la matriz hidrofiica HPMC y TMAOH como agente de
transferencia de fase. Se basa en un proceso de transferencia de energia,
mediante filtro interno, entre el indicador de pH a-naftoltaleina y el
luminoforo octaetil porfirina de Pt (II) (PtOEP). Se han desarrollado cinco
sensores para determinar dioxido de carbono gaseoso, que incluyen cada
uno los siguientes liquidos ionicos: tetrafluoroborato de 1-etil-3-
metilimidazolio  (LI-1), cloruro de  1l-etil-3-metilimidazolio  (LI-II),

tetrafluoroborato de 1-hexil-3-metilimidazolio (LI-VI), 1-etil-3-metilimidazolio
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bis(trifluorometilsulfonil)imida (LI-VII) y cloruro de 1- metil- 3- octilimidazolio
(LI-VII). Con todas las membranas sensoras desarrolladas se ha
conseguido disminuir los limites de deteccion; asi para el LI-I disminuye
cinco veces y para el LI-VIlI disminuye la mitad, en comparacién con el
sensor en ausencia. También se logra disminuir los tiempos de respuesta
de forma considerable; asi con los sensores que contienen LI-1 'y LI-VII se
disminuye cuatro veces su valor comparando con el mismo sensor sin
liquido iénico; lo mismo ocurre con los tiempos de recuperacién, y ademas

en todos ellos se consigue mejorar el tiempo de vida del sensor.

Se ha realizado un estudio preliminar para determinar la viabilidad del
empleo de estos sensores en empaquetado inteligente de alimentos, con
ayuda de una camara fotografica. Para ello se seleccioné el sensor que
contiene LI-I, obteniendo la informacion del contenido en didxido de
carbono a partir de las coordenadas de color calculadas a partir de las
fotografias realizadas. Se han encontrado buenos resultados en cuanto a
sensibilidad con la coordenada tonal R y en todo caso comparables a los

resultados obtenido con la medida de luminiscencia.

. Se ha propuesto dos sensores para determinar dioxido de carbono gaseoso
empleando reactivos que originan sefal luminiscente en la regién del IR
cercano, con las ventajas que conlleva el trabajar en esta regién del
espectro: baja interferencia por dispersion Raman, coeficientes de
absorcion molar altos, altos rendimientos cuénticos de fluorescencia,
estabilidad frente a la fotodescomposicion y degradacion quimica, entre
otras, incluyendo valores de constantes de acidez compatibles con
aplicaciones fisiolégicas. Se han desarrollado dos sensores basados en
azaBODIPYs de estructura simple, sintetizados por nosotros, como
indicadores de pH. En conjuncién con el lumino6foro inorganico borato de
aluminio y gadolinio dopado con Cr(lll) (GAB) se ha logrado producir un
proceso de transferencia de energia de tipo FRET, modulando la emisién
del GAB con el diéxido de carbono presente. Estos sensores para dioxido
de carbono gaseo0so, presentan buenas caracteristicas analiticas que los

hacen utiles para su uso.
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7. Se ha demostrado a lo largo de este trabajo presentado como Tesis
Doctoral que es posible modular la composicion de sensores de tipo
membrana seca para dioxido de carbono de manera que se ajuste a las
necesidades del usuario en términos de sensibilidad, eliminacion de

diversos tipos de interferencias y tiempos de vida.
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