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ACRONIMOS

AA: Acrylic acid

AAm: Acrylamide

AcOH: Acetic acid

AD-VS-1: (E)-2,6-dimetoxi-4-((4-((2-vinilsulfonil)etil)tio)fenil)diazenil) fenol
DNA: Deoxyribonucleic acid

AKD: Alkyl ketene dimers

APS: Ammonium persulfate

ASSURED: Affordable, Sensitive, Specific, User friendly, Rapid and robust, Equipment-
free, Delivered

BIS: N,N’-methylenebisacrylamide

BLE: Bluefruit Low Energy

CAGR: Compound annual growth rate

CEPs: Conductive electroactive polymers

CHT: Circle Hough Transform

CMOS: Complementary Metal-Oxide Semiconductor
CMYK: Cyan, Magenta, Yellow, Black (Key)

COC: Cyclic olefin copolymer

CTAB: Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide

CTS: Critical solution temperature

CV: Coefficient of variation

DMAEMA: 2-(Dimethylamino)ethyl methacrylate
DMPA: 2,2-Bis(hydroxymethyl)propionic acid
DMSO: Dimethyl sulfoxide

DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

DVS: Divinyl sulfone

DIW: Direct Ink Writing

EDC: 1-ethyl-3-carbodiimide

EMIES: 2-Ethyl-4-methylimidazole
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ESI: Electrospray ionization

FDA: Food and Drug Administration
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FOS: Fiber optic sensors

GSV: Gray scale value

hCG: Human chorionic gonadotropin
HEMA: Hydroxyethyl Methacrylate

HSL: Hue, Saturation, Lightness
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IDE: Integrated development environment
IL: lonic liquid

INP: Interpenetrating networks

LCST: Lower critical solution temperature
LFIA: Lateral flow immune assays

LIFT: Laser-Induced forward transfer
LOD: Limit of detection

MAA: Methacrylic acid

MBAA: N,N’-Methylenebisacrylamide
MCU: Microcontroller unit

MeOH: Methanol
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NCS: Natural colour system

NHS: N-Hydroxysuccinimide

NFC: Near field communication

NFS: Near field sensors

NIPAM: N-isopropylacrylamide

NPOE: Nitrophenyl octyl ether
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QR: Quick Response Code

REASSURED: Real-time connectivity, Ease of specimen collection, Affordable, Sensitive,
Specific, User friendly, Rapid and robust, Equipment-free, Delivered
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ROI: Region of interest

SD: Standard deviation
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Resumen

OBIJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es el diseio, la optimizacidn y la caracterizacion
de dispositivos analiticos microfluidicos para el anadlisis de muestras de diversa
naturaleza lejos de los centros especializados en ello (laboratorios de analisis clinicos, de
control de calidad, de investigacidon o de cualquier otro tipo). En la fabricacién de estos
dispositivos se fomentara el uso de materiales que garanticen el minimo impacto
medioambiental y la maxima portabilidad, recurriendo a fibras biodegradables, como
papel y tela, y a la sustitucion de instrumentos complejos y pesados por lecturas dpticas

colorimétricas que pueden realizarse desde aplicaciones de smartphone.

Para alcanzar este objetivo general se proponen los siguientes objetivos especificos:

e Desarrollar quimicas de reconocimiento reversibles que respondan rapidamente a
variaciones para posibilitar la deteccion a tiempo real de los analitos presentes en

muestras de tipo medioambiental, alimentario y clinico.

e Diseiiary fabricar dispositivos microfluidicos de papel y tela capaces de llevar a cabo
varias o todas las etapas del proceso analitico con la minima intervencion humana

posible.

e Sintetizar y caracterizar polimeros inteligentes capaces de responder a estimulos

como la variacién de temperatura o pH.

e Implementar los polimeros capaces de responder a estimulos en los dispositivos de

analisis para lograr una mayor automatizacion de los procesos de analisis.

e Estudiar y caracterizar las variables analiticas que sean determinantes en el uso del
dispositivo analitico, asi como para lograr alcanzar los estandares medioambientales,
sanitarios o de seguridad alimentaria que requieran las muestras elegidas en los

contextos de uso del dispositivo.

e Aunar el desarrollo de dispositivos analiticos con los principios de la quimica verde,

reduciendo la generaciéon de residuos y cambiando los reactivos con mayor
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peligrosidad o impacto ambiental por otros inocuos o menos perjudiciales tanto para

la salud de las personas como para el medio ambiente.

Desarrollar sistemas de deteccion integrados o conectados con el smartphone
mediante aplicaciones hechas a medida capaces de realizar correcciones de la
iluminacién ambiental y de convertir las sefales analiticas en informacion facilmente

interpretable por el usuario promedio de los dispositivos de telefonia mavil.



Resumen

RESUMEN
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Resumen

RESUMEN

La presente Tesis Doctoral expone el resultado del trabajo de investigacidon que se ha
realizado durante cuatro afos en el ambito del disefio y caracterizacion de dispositivos
microfluidicos colorimétricos para analisis de muestras de tipo ambiental, fisioldgico y

alimentario.

Esta memoria se ha estructurado en cinco capitulos, los dos primeros dedicados a la
introduccién a la metodologia de trabajo y los tres ultimos a los dispositivos y estrategias

analiticas desarrolladas.

La introduccion se ha centrado en explicar los aspectos generales mas relevantes y la
clasificacion de los dispositivos Point of Care (POC) y Point of Need (PON) para, a
continuacién, profundizar en los dispositivos microfluidicos, la evolucidn en la seleccién
de materiales mas sostenibles y flexibles como soporte de estos, especialmente el papel,
y las técnicas de fabricacién de dispositivos microfluidicos. Por ultimo, también se ha
mostrado el estado del arte en cuanto a las aplicaciones de los dispositivos microfluidicos

de soporte flexible.

Por otra parte, en el capitulo dedicado a la metodologia se han descrito de manera
ordenada cada una de las etapas en el disefio y fabricacion de los dispositivos
microfluidicos: el disefio, incluyendo la etapa de seleccidn de materiales; las técnicas de
fabricacion de dispositivos disponibles; la preparaciéon de membranas sensoras; la
sintesis de materiales inteligentes y, en particular, de polimeros de N-isopropilacrilamida
(NIPAM), tanto en hidrogel como en ionogel; la toma y el analisis de imagenes vy las

técnicas de caracterizacion de materiales empleados en los sensores.

El primer dispositivo desarrollado (Sensors and Actuators B: Chemical, 2021, 327,
128948-128956) es una pulsera para medida a tiempo real del pH del sudor con
transmisién de informacién a una aplicacién movil hecha a medida. El sistema consiste
en un dispositivo microfluidico de tela (WCAD) serigrafiado para reducir el volumen vy
dirigir el flujo de muestra hacia una zona de deteccién en la que se encuentra retenido
covalentemente un indicador colorimétrico que vira con la variacidon de concentracion
de hidrogenoiones, una bomba pasiva que alarga la vida util del uCAD. Para su uso, éste

se introduce en la pulsera que proporciona una iluminacidn constante, y posee la

25



electrénica que permite detectar el cambio en la coordenada H del espacio de color HSV
y trasmitir, via Bluethoot, la informacién a la aplicacién moévil, donde se extrae de forma

continua los valores de pH.

El segundo dispositivo (Sensors and Actuators B: Chemical, 2023, 376, 133001-133012)
consiste en el desarrollo de cédigos de respuesta rapida (QR) para extraer informacién
quimica, en concreto para el analisis in situ de las condiciones ambientales del lugar de
trabajo y para el envasado inteligente de alimentos. Para ello se imprimié el cédigo QR
en papel (LPAD) y luego se inmovilizaron en el QR, mediante serigrafia y drop casting,
tres zonas sensoras para la determinacién de diferentes gases y vapores. Las variaciones
en las coordenadas de color de los espacios RGB y HSV de las zonas sensoras se
registraron con una aplicacién de smartphone hecha a medida, que ademas permitia

leer el cddigo QR y hacer correcciones en funcién de la iluminacién ambiental.

El dltimo trabajo ha consistido en el desarrollo y caracterizacion de materiales
inteligentes capaces de sufrir un cambio de fase como respuesta a variaciones de
temperatura. El material de base elegido para estos han sido los polimeros de NIPAM
tanto en hidrogeles, que pueden ser usados como repositorio de reactivos en disolucidn
acuosa, como en ionogeles, que han sido usados como ralentizadores de flujo. Ademas,
se han realizado unas primeras pruebas acerca del uso de estos para control de flujo en

un dispositivo microfluidico.
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Introduccion

CAPITULO 1: INTRODUCCION

1. Point-of-Care, Point-of-Need

Los sistemas Point of Care (POC) y Point of Need (PON) son los ensayos de laboratorio
gue se realizan cerca del paciente o del usuario que lo necesita en vez de en un
laboratorio central [1]. Normalmente los llevan a cabo personal especializado como
pueden ser enfermeros, médicos o técnicos de emergencias sanitarias, pero los
pacientes también pueden usar en sus hogares los POC mas sencillos y extendidos como,
por ejemplo, las pruebas de embarazo o los glucometros portatiles. Sin embargo, los
resultados de los POC se usan para tomar decisiones clinicas y, por lo tanto, necesitan la
implementacién de un programa que asegure la calidad de los resultados para la

seguridad del paciente [1].

Por ello, la WHO estableci6 siete caracteristicas que deben cumplir estos dispositivos
POC, en concreto: Que sean asequibles, sensibles, especificos, faciles de usar, rapidos y
robustos, libres de instrumentacion y que puedan enviarse a quienes los necesitan, que
se corresponde con el acrénimo “ASSURED” por el que se le conoce [2]. Sin embargo, en
los ultimos afios, el aumento en la frecuencia y severidad de las emergencias sanitarias
globales producidas por enfermedades infecciosas con potencial epidémico, como es el
caso del COVID-19, el Zika o el Virus del Nilo Occidental, han hecho que la sociedad tome
conciencia de la necesidad de acelerar el desarrollo, validacién, produccion e
implementacién de los dispositivos Point-of-Care. Aunque estd claro que todos los
criterios recogidos en la directriz ASSURED siguen siendo relevantes, existe la
oportunidad de mejorarla incluyendo en un renovado acrénimo (REASSURED) la
necesidad de conexién a tiempo real (Real-time connectivity, R) y que la recogida de

muestra no sea invasiva (Ease of specimen collection, E) [3].

Un aspecto clave por el que los POC estan cada vez mas extendidos y presentes en
nuestras vidas es la rapidez de los resultados que ofrecen frente a los andlisis
convencionales. Los POC reducen los tiempos de analisis y permiten a los pacientes
iniciar sus tratamientos antes, cuando de otro modo habrian tenido que esperar por la
saturacion del sistema de salud mientras que su enfermedad avanza hacia estadios mas

agresivos [4].

29



Ademas, el lugar de aplicacién de los POC no tiene por qué verse limitado a los mas
evidentes. Algunos dispositivos POC estdn pensados para su uso en centros médicos y
hospitales, siendo de ayuda en una primera toma de decisiones segun la gravedad de
los pacientes o para un descarte rapido de ciertas patologias frente a otras (triaje) y
permiten una mayor velocidad de reaccidn del sistema sanitario ante una emergencia.
No obstante, hay muchos POC que son empleados por los propios pacientes en sus
hogares. Las principales ventajas de la posibilidad de controlar el estado de salud de los
pacientes desde sus casas es que se reducen el nimero de visitas a los centros sanitarios,
disminuyendo su saturacidn y evitando poner en riesgo de contagio de otras
enfermedades a los pacientes, la pérdida de tiempo y el coste de desplazamientos a
pacientes cronicos. Por otra parte, se ha demostrado que el uso de los POCs hace a los
enfermos mas responsables de su control sanitario, que entiendan mejor sus resultados
médicos, estén mas satisfechos y se adhieran mejor a sus regimenes de tratamiento,
logrando mejores resultados clinicos a la larga [5—-8]. Un ejemplo claro de esto es el éxito

de los glucémetros, los tests de embarazo o los tests de COVID-19 [9].

Asimismo, pueden ser de especial ayuda en zonas rurales en las que el acceso a los
servicios sanitarios estad mas limitado [10,11], en paises en vias de desarrollo [12] y en
los casos de enfermedades cuyo diagndstico suele llevar asociado un estigma, como es

el caso del SIDA u otras enfermedades de transmision sexual [13].

Tabla 1.1 Ejemplos de ensayos que se realizan con dispositivos POC.

Ejemplos de ensayos realizados cominmente con dispositivos POC [14]
Control de glucosa desde el hogar

Medidas de gases y electrolitos en sangre
Control de la coagulacion (niveles de protrombina), incluido el tiempo de
coagulacion activa

Deteccion de marcadores de enfermedades cardiacas
Deteccidn de sangre oculta en las heces

Tests de embarazo

Tests de orina

Tests de enfermedades infecciosas como el VIH, la gripe A/B, la COVID-19, etc.
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También en el aspecto econdmico los POC ofrecen ventajas: El coste de estos
dispositivos es generalmente menor al de los andlisis convencionales de laboratorio ya
gue los instrumentos empleados para la deteccidn suelen ser menos costosos al ser mas
pequefios y menos complejos, y no suele haber contacto directo entre el sistema de

lectura y las muestras, por lo que la mayoria no precisa de subsistemas de limpieza [9].

Por su parte los dispositivos Point of Need (PON) presentan las mismas ventajas, pero
sus aplicaciones estan orientadas a la adquisicion de informacién en cuestiones no
médicas como pueden ser los problemas medioambientales, en los que detectar
rapidamente una alteracién del medio permite una actuacidn rapida para que no se
extienda la contaminacién y afecte mayores dreas, dafiando la biodiversidad;
alimentarios, en los que el envasado inteligente de alimentos promete ser de ayuda para
reducir el desperdicio de alimentos; farmacéuticos, para controlar durante todo el

proceso de fabricacion y distribucion la calidad de los farmacos, etc.[15].

2.1 Clasificacion

Los dispositivos POCy PON se pueden clasificar segun su funcionamiento en tres grupos:

Tiras sensoras (Dipsticks). La primera tira sensora para cuantificar la glucosa en la orina
se propuso en 1950. Hoy en dia hay un gran nimero de varillas sensoras comerciales
para analisis de muestras, orina principalmente, adaptados a un gran nimero de

analitos.

Las tiras sensoras (p. ej. de pH o de orina) son faciles de disefiar, faciles de manufacturar
y cdmodas de usar. Generalmente consisten en pequefias almohadillas en las que se han
retenido diferentes reactivos que originan rdpidos cambios de color como resultado de
la interaccidon de estos con los componentes de las muestras [16]. Las tiras de pH se
fabrican sumergiendo papel de filtro en una mezcla de indicadores acido-base en una
proporcién determinada. Al humedecer con la muestra el papel seco se producira un
cambio de color que nos permitird establecer la concentracién de protones de manera
semicuantitativa. De manera similar, las tiras de los tests de orina se han disefiado para

detectar productos metabdlicos en la orina, que se han convertido en herramientas
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basicas de diagndstico de cambios patoldgicos como puede ser un aumento de las

proteinas en la orina de un paciente con dafios nefriticos [17].

A pesar de ser simples, rdpidas y baratas, las tiras sensoras tienen limitaciones en
términos de sensibilidad, selectividad y reusabilidad. Con respecto a la sensibilidad, solo
resulta limitante cuando se pretende detectar analitos que se encuentran a
concentraciones extremadamente bajas, no siendo critico en el resto de los casos.
Ademds, como las tiras sensoras son colorimétricas, solo es posible el analisis
semicuantitativo, en la que los resultados solo dan una estimacién de la cantidad de
sustancia presente. Para ello, los resultados de los ensayos se obtienen comparando el
color de la tira con una carta de color a simple vista, y pudiendo las condiciones de

iluminacidn y la percepcién del color pueden afectar a la veracidad de la prueba.

Figura 1.1 Tira sensora de pH de la casa comercial Panreac.

Con respecto a la selectividad, las muestras de orina y otras muestras bioldgicas son
complejas y contienen muchos componentes que pueden dar lugar a falsos negativos o
falsos positivos. Asi pues, se suele recomendar que se lleven a cabo ensayos

convencionales de laboratorio para confirmar los resultados.
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Finalmente, la reusabilidad podria reducir el coste por dispositivo y reducir la
contaminacién producida derivada de su uso ademads de facilitar la calibracién continua

para una mayor precision [16].

Ensayos de flujo lateral. Los ensayos de aglutinacion de latex y los radioinmunoensayos
se pueden considerar antecedentes de los ensayos de flujo lateral y estan fechados en
la década de los 50 [18,19]. A pesar de que las membranas de nitrocelulosa se han usado
historicamente para filtraciéon, no se adaptaron como sustrato para la deteccidn
molecular hasta los afios 70. En los 80s empezaron a emerger los ensayos de flujo lateral
seroldgicos, especialmente las pruebas de embarazo, derivados del desarrollo de los
radioinmunoensayos con la subunidad beta del hCG. Desde entonces las pruebas
comerciales rapidas de flujo lateral se han expandido mucho mas alla del diagnéstico
clinico introduciéndose también en veterinaria, industria alimentaria, medioambiente,

defensa bioldgica y sustancias de abuso [2].

Los ensayos de flujo lateral mds comunes son los de inmunoensayo (LFIA), que implican
la interaccion de la muestra con un anticuerpo marcado que se precarga en una tira que

puede ser de polimero plastico, nitrocelulosa o papel, entre otros materiales [20].

Los LFIA estan normalmente compuestos por varios materiales y cada uno tiene un
propésito. Las partes solapan unas sobre otras y se confinan en una cajita o casete de
pldstico cerrado usando un adhesivo sensible a la presién (Ver Fig. 1.2). Cuando se lleva
a cabo una prueba de este tipo, la muestra se adiciona en el extremo proximal de la tira,
lo que se conoce como zona de muestreo. Aqui la muestra se trata para hacerla

compatible con el resto de etapas del andlisis que se van a llevar a cabo en el dispositivo.

La muestra tratada migra por capilaridad hasta alcanzar la siguiente almohadilla, en la
gue se han inmovilizado particulas de oro coloidal o de latex monodispersas conjugadas
con un componente especifico del ensayo bioldgico, bien el antigeno o el anticuerpo,
dependiendo del formato del ensayo. La muestra vuelve a movilizar el conjugado seco y
el analito de la muestra interacciona con él, migrando ambos a la siguiente seccién, que

es la matriz de reaccion.

Esta matriz de reaccién consiste en una membrana porosa en la que se ha inmovilizado

el componente bioldgico especifico del ensayo. Suelen ser proteinas, bien un anticuerpo
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0 un antigeno, que se han puesto en areas especificas en forma de bandas donde
capturan al analito y el conjugado conforme migran. El exceso de reactivos se desplaza
mas alla de las lineas de captura y se atrapan en la almohadilla absorbente. Los
resultados se interpretan en funcién de que aparezcan o no lineas con el conjugado
capturado y pueden verse a simple vista o con un lector [21]. Habitualmente incluyen
una linea de control constituida por anticuerpos secundarios o inmunoglobulinas que
reaccionan con el anticuerpo libre de analito excedente de la linea de captura. La linea
de control, por tanto, sirve para reconocer el reactivo marcado y sefalar que el

dispositivo funciona correctamente tanto si hay analito en la muestra como si no.

Almohadilla con

Zona de particulas conjugadas Membrana de

muestreo nitrocelulosa Bomba pasiva

Carcasa Linea de ensayo Linea de control

Figura 1.2 Esquema de los componentes de un inmunoensayo de flujo lateral.

El formato de los inmunoensayos de flujo lateral puede ser directo (sandwich) o

competitivo (inhibicion):

e En el tipo directo o sandwich, un resultado positivo viene indicado por la
presencia de una linea en la prueba. En presencia de analito, parte de las particulas
conjugadas reaccionan con él para formar complejos particula-analito. Posteriormente
estos complejos y el exceso de particulas conjugadas libres de analito migran con el flujo
del fluido hasta llegar a la linea de ensayo. En esta, los complejos son capturados por
interacciones entre la linea y el analito. Sin embargo, las particulas conjugadas libres de
analito pueden sobrepasar la linea de prueba y ser capturadas en la linea de control. Se
suelen usar para ensayar analitos de mayor tamaifio con multiples sitios antigénicos

como pueden ser el antigeno del Dengue o el del virus del VIH.

e En el tipo competitivo o de inhibicidn, las particulas conjugadas pueden

reaccionar con las moléculas de captura depositadas en ambas lineas, la de ensayo y la
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de control. El analito compite con las moléculas capturadoras por los sitios de unién en
lalinea de ensayo dando lugar a que no haya una agregacion de las particulas conjugadas
en esta. Sin embargo, en ausencia de analito, las particulas conjugadas pueden ser
capturadas tanto en la linea de prueba como en la de control. Se emplea sobre todo
cuando se estan ensayando moléculas mas pequenas con un solo determinante

antigénico que no puede unirse a dos anticuerpos simultdaneamente [17].

Existen también formatos alternativos al flujo lateral como es el flujo a través, que es
vertical, pero suelen ser mas complejos que los ensayos de flujo lateral y su uso tiene
mas etapas, por lo que requieren personal especializado para realizarlos y son menos

usados.

Ensayos microfluidicos. Por su parte, el ensayo microfluidico ofrece control preciso del
flujo de las muestras y reactivos a través de canales de tamafio micrométrico

permitiendo la separacién y deteccién de los analitos de interés [2].

Merece la pena para el propdsito de esta Tesis Doctoral profundizar mas en los
dispositivos microfluidicos y sus ventajas frente otros formatos de dispositivos POC y

PON.

2. Dispositivos microfluidicos

Un sistema microfluidico es un dispositivo en el que uno o mas liquidos avanzan a través
de canales de didmetro micrométrico. El pequeno tamafio de estos dispositivos hace
que tengan propiedades fisicas diferentes respecto a los sistemas macroscépicos
cuando se confinan en ellos liquidos y permiten que se lleven a cabo procesos quimicos
usando voliumenes minimos, tanto de reactivos como de muestra. Por este motivo
también se reducen significativamente los residuos quimicos generados durante el

desarrollo y el uso del dispositivo en comparacion con la macroescala tradicional.

Los flujos a microescala tienen beneficios mas alld del acercamiento a la deseada
guimica verde, ya que en microfluidica los fluidos presentan un nimero de Reynolds

muy bajo. Esto implica la existencia de un flujo laminar, que permite un control efectivo
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de parametros de reaccion criticos como son la temperatura, la velocidad de mezcla, la

concentracion de reactivos, etc.

Ademas, cuando se escalan los procesos hacia menores dimensiones, la fuerza
gravitatoria ya no es la dominante en los fluidos. Las fuerzas capilares cobran
protagonismo en los materiales porosos y se pueden usar para conducir liquidos sin

necesidad de bombas externas [22].

Cuando consideramos los materiales comunmente usados en dispositivos microfluidicos
se observa una tendencia a sustituir materiales rigidos y con un alto impacto ambiental

como el silicio o el vidrio, por materiales basados en fibras.

3. Materiales

Los primeros sustratos en los que se desarrollaron dispositivos microfluidicos fueron el
vidrio y el silicio. En 1970, Terry et al. [23] fabricé un sistema para cromatografia de
gases completo en una oblea de silicio mediante fotolitografia. Sin embargo, la
comunidad investigadora no centrd su atencion de nuevo en investigar en mayor
profundidad posibles sustratos para la reduccidn de los sistemas de analisis hasta que
en la década de los 90 Manz et al. [24] introdujo el concepto de microsistema de analisis
total (UTAS), en el que tienen lugar todas las etapas del andlisis en un mismo
microdispositivo. Fue entonces cuando se empezaron a buscar nuevos materiales que
presentasen una alternativa a las dificultades de manufactura, la rigidez y el alto coste

de los sustratos de silicio y vidrio [25].

Pldsticos. Los pldsticos son materiales habituales para microfluidica ya que
colectivamente ofrecen una amplia variedad de propiedades deseables entre las que se
encuentra la posibilidad de dejar pasar la luz, resistencia a disolventes, métodos de
escalado de la produccion, etc. Ademads, hay materiales que son prometedores en
relacion a la biocompatibilidad y la modificacidn superficial e integracidn de materiales
funcionales. El poli(dimetilsiloxano) (PDMS) y otros polimeros como el policarbonato
(PC), el poli(metilmetacrilato) (PMMA), el poliacrilato (PA), el copolimero de

cicloolefinas (COC), el poliéster (PT), poli(etilentereftalato) (PET), el poliestireno (PS),
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polietileno (PE) y el toner de poliéster han sido de los mas empleados en dispositivos
microfluidicos debido a su bajo coste y sus adecuadas propiedades mecanicas vy

eléctricas [25].

El PDMS es el material polimérico mds usado con aplicaciones microfluidicas, pues
ofrece numerosas ventajas que incluyen la transparencia éptica, la compatibilidad para
estudios bioldgicos, el bajo coste y la capacidad de adherirse a superficies planas y lisas
[26-28]. Hay multiples ejemplos de aplicaciones biomédicas que emplean el PDMS
como sustrato, incluyendo la deteccién de tumores, la evaluacién de actividad

anticancerigena, el diagndstico del virus de la gripe, etc. [29].

El PA es uno de los plasticos mas sencillos y utiles gracias a su bajo coste, alta
transparencia O6ptica, amplia disponibilidad y compatibilidad con multitud de
herramientas usadas para la fabricacidn de dispositivos. Otros plasticos similares como
el PC pueden ser adecuados en los casos en los que sea necesaria incluso una mayor
claridad dptica, aunque este no pueda ser cortado mediante laser ya que tiende a

decolorarse o quemarse [30].

Ademas, las cintas adhesivas de doble cara son materiales ideales para unir y ensamblar
partes de dispositivos microfluidicos. Elegir la cinta adhesiva puede ser una tarea
compleja teniendo en cuenta la amplia gama disponible. Algunas consideraciones clave
para ello son: 1) Aspectos relacionados con la fabricacion, 2) Espesor de la cinta y 3)

Coste/Disponibilidad.

Para fabricar dispositivos de plastico que se mantengan unidos con cinta adhesiva de
doble cara, puede ser dificil cortar los canales microfluidicos si no tienen ambas caras

cubiertas con el protector [30].

A pesar de la innegable utilidad de los plasticos como componentes de los dispositivos
microfluidicos, los sustratos basados en fibras han ganado popularidad desde 2007
debido a que se obtienen de fuentes renovables y pueden ser eliminados por
incineracion, lo cual es util para dispositivos de un solo uso que puedan entrar en
contacto con muestras de riesgo bioldgico [31,32]. Ademas, su abundancia y facilidad

de fabricacién dan una oportunidad para llevar a cabo ensayos diagnosticos vy
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medioambientales en lugares remotos o con pocos recursos [33]. Entre estas fibras se

encuentran el papel, el hilo y la tela.

1979 1993 2007 2009

Silicioy HTAS

vidrio flexibles

Figura 1.3 Linea temporal de los materiales usados en dispositivos microfluidicos.

Las caracteristicas mas importantes comunes a las fibras empleadas en dispositivos

microfluidicos son:

e El principal mecanismo impulsor del flujo es la capilaridad. La superficie
hidrofilica de las fibras favorece la adhesién y expansion de los liquidos mientras que la
tensién superficial del liquido tiende a disminuir el area interfacial liquido-gas,
resultando en un mojado espontaneo. El flujo dirigido capilarmente se genera, por
tanto, a través del medio poroso y se mantiene por la diferencia de presién entre el drea
mojada y el area seca en el frente del liquido, donde la presién es menor. El mojado de
las fibras se puede predecir y analizar usando dos modelos: el de Lucas-Washburn, que
se deriva de la ley de Hagen-Poiseuille, que considera que los poros del medio son como
tubos capilares isotrépicos; y la ley de Darcy, que se desarrolla fenomenoldgicamente

[34].

e Por otra parte, los poros de tamaifno micrométrico de las fibras dan lugar a

numeros de Reynolds inferiores a 1:
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—<1 (Ecuacidn 1.1)

Donde p es la densidad de fluido (kg/m3), V es la velocidad del fluido (m/s), & es el
tamafio de poro caracteristico (m) y W es la viscosidad dinamica del fluido (Pa-s = N-s/m?).
Este es un parametro que determina el dominio en el que se puede estudiar y modelar
la microfluidica de la fibra. La primera consecuencia de que el nimero de Reynolds sea
inferior a 1 es que hay un dominio de las fuerzas viscosas y el flujo es laminar. Como
resultado, la velocidad de flujo depende mayoritariamente del equilibrio entre la

tensién superficial y la resistencia viscosa [34].

El Re < 1 permite también una aproximacion fiable del flujo de fluido a través del papel
de filtro de celulosa con la ley de Darcy, que se establecié experimentalmente para
caracterizar el flujo de fluido en ajustes hidroldgicos. La ley de Darcy solo es aplicable a
fluidos incompresibles y newtonianos (con densidad y viscosidad constantes). Describe
el flujo volumétrico en un medio permeable poroso como es una tuberia llena de arena
como una funcién de la altura, la presidn de fluido y una constante de proporcionalidad

(ver Fig. 1.4):

A[(fjig)+z]

Q= —AK% = —AK (Ecuacion 1.2)
Donde Q es el flujo volumétrico (m3/s), A es el drea de flujo perpendicular a L (m), K es
la conductividad hidraulica (m/s), h es la cabeza hidraulica o altura (m), que es la suma
de la presion de cabeza (P) y la elevacidn (z); L es la longitud de paso del flujo, que se ve
afectada por la tortuosidad del medio (m); g es la aceleracién de la gravedad (m/s?); y p
es la densidad del agua (kg/m?3). El signo negativo en la ecuacidn indica que la cabeza

hidraulica disminuye con la direccién del flujo.
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Figura 1.4. Esquema de la ley de Darcy

En otras palabras, el fluido se mueve desde presiones mas altas hacia zonas de presion
mas baja. La conductividad hidraulica (K) es el coeficiente de proporcionalidad y es una
funcién tanto de la permeabilidad del medio como de las propiedades del fluido. Puede

expresarse como:

K = xpg (Ecuacion 1.3)
u

Donde k es la permeabilidad intrinseca del papel (en m), p es la densidad del fluido, g la
aceleracién de la gravedad y [ la viscosidad dindamica del fluido. Esta asuncion condujo
al desarrollo de una relacién entre la ratio de mojado en el medio de expansion.
Schuchardt y Berg asumieron que el radio de poro disminuye continuamente, lo cual no
es el caso de las tiras de papel o tela completamente mojadas donde la expansién
rapidamente alcanza su maximo. Consecuentemente, su modelo solo es aplicable

durante el proceso de mojado [34].

La ecuacion de Washburn también fue modificada para incluir el término de la gravedad
y extender su aplicacion a casos en los que la inercia de la columna de liquido no puede
negarse. Este es el caso del mojado vertical donde el liquido cesa de subir debido al
balance entre la tensidn superficial y la gravedad. Esta consideracion es particularmente

importante cuando se hacen dispositivos microfluidicos de fibra tridimensionales [34].
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Figura 1.5 Esquema de las fuerzas implicadas en la microfluidica en papel.

Patm: Presion atmosférica, Pc: Presion debida a fuerzas capilares, Q: Flujo de fluido.

Trabajos mds recientes se han centrado en el estudio del flujo en diferentes geometrias
de canales en tiras de fibra como una forma de mejorar el pretratamiento de la muestra

y las capacidades de deteccion [34].

Hilo y tela. El hilo es un sustrato alternativo para el uso en plataformas microfluidicas. El
hilo es poroso, barato y estd disponible globalmente, pero quizds la ventaja mas
significativa de los hilos textiles en microfluidica es la facilidad para modificar el
comportamiento del flujo en ellos mediante la creacién de redes o la modificacién de
las dimensiones de los microcanales, bien sea trenzando, cosiendo o atando los hilos. Es
por ello que a los primeros UTADs propuestos por Reches et al. [35] y Li et al. [36] les
han seguido muchos disefios de dispositivos microfluidicos que emplean hilos. Quizas el
modelo mas simple sea el de sujetar un solo hilo en un soporte, pero otra posibilidad es
utilizar varios hilos en configuraciones paralelas para llevar a cabo varios andlisis a la vez.
Los nudos también pueden ser usados para controlar la separacidn de flujo, el mezclado
de disoluciones y actuar como zonas de deteccién y se pueden hacer facilmente entre

piezas de materiales del mismo o de diferente tipo [37,38].

Un aspecto critico en la microfluidica, tanto de hilo como de telas, es que su capacidad
de trasportar flujo por capilaridad depende de la hidrofobicidad de la superficie. Los
hilos de algoddn, que son los mas usados en dispositivos microfluidicos, suelen tener
una capa de cera en su superficie, bien sea natural o afiadida durante procesos de
fabricacidn. Esta capa hidrofdbica reduce las propiedades de mojado de los hilos de

algoddén. Ademas, los hilos de otros materiales como pueden ser el nylon, la lana, etc.
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también pueden mostrar baja hidrofilicidad. Para aumentar su capacidad de mojado es

necesario llevar a cabo un tratamiento superficial [39,40].

El tratamiento con plasma fue uno de los primeros métodos que se usaron para
aumentar la polaridad de los hilos. La exposicién al plasma provoca la oxidacién de la
superficie de las fibras, activandolas y creando grupos oxigenados polares. Sin embargo,
el tratamiento con plasma provoca dafios en la superficie de los hilos, por lo que ha sido
progresivamente sustituido por otro tipo de tratamientos para mejorar |la

humectabilidad [41].

Los tratamientos superficiales mas comunes llevados a cabo son los lavados empleando
agua, surfactantes o jabon comercial, aunque las disoluciones calientes de NaOH y
Na2COs han demostrado mayor efectividad en la retirada de las ceras de los hilos de
algodon [42]. Tras del lavado, los hilos se enjuagan con agua para eliminar el medio
basico y finalmente, se suelen dejar secar a temperatura ambiente antes de ser

empleados en los uTADs.

Aparte de eliminar las impurezas de la superficie y aumentar la humectabilidad de los
hilos, se pueden hacer modificaciones adicionales para hacer estos sustratos mas
adecuados a su aplicacion como UTADs. Se puede hacer reaccionar parcial o totalmente
la superficie hidroxilada de las fibras de celulosa para dar lugar a derivados de esta [25].
Por ejemplo, se pueden modificar los hilos de algoddn con chitosan para aumentar la
duracion del tratamiento de mejora de la humectabilidad [43] o se pueden cubrir con
PVC (cloruro de polivinilo) a modo de membrana de intercambio de iones selectiva para

la deteccién colorimétrica de ciertos iones [44].

Papel. El grupo del Prof. George Whitesides en la Universidad de Harvard fue pionero en
el desarrollo de dispositivos analiticos microfluidicos basados en papel (LPADs) en 2007

[45].

El papel de celulosa es un material permeable compuesto de una matriz sélida con un
diametro medio de fibra de 1-100 um y tamafio de poro promedio de 1-10 um. La
geometria y naturaleza hidrofilica de la celulosa determina las propiedades

microfluidicas del papel.
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La seleccion del papel para un dispositivo microfluidico depende del uso que se le vaya
a dar y no hay un solo tipo de papel que tenga las caracteristicas deseadas para todas
las aplicaciones. Los papeles comerciales difieren en porosidad, retencion de particulas,
velocidad de flujo y espesor. El tamafo de poro (hominal o absoluto) se relaciona con el
tamafio de las particulas retenidas en un filtro y la porosidad ayuda a estimar el volumen

total de muestra necesario para mojar piezas de papel de dimensiones conocidas.

Cuando el espesor aumenta, también lo hace el volumen necesario para mojar el papel.
En caso de que no haya un absorbente en el dispositivo, este pardmetro es
especialmente importante porque determina la cantidad total de muestra que puede
ser absorbida. Ademas, si el papel es muy fino es facil que se rompa durante un proceso

de manufactura [2].

Materiales como el papel de filtro, papel de grafito o el papel cromatografico se
componen de celulosa pura y carecen de los aditivos, que refuerzan la estructura,
habitualmente presentes en muchos otros papeles, que son potencialmente
perjudiciales para el funcionamiento de los ensayos analiticos. Adema3s, el papel de filtro
y el cromatografico sufren el blanqueamiento completo durante su manufactura, el cual
elimina virtualmente todas las impurezas del papel. La estructura de celulosa del
sustrato del uPAD puede funcionalizarse y sirve como canal ideal y andamiaje para el
trasporte e inmovilizacion de varios sustratos usados en ensayos analiticos. En la
practica, los compuestos cargados positivamente se adsorben electrostaticamente en la
superficie ligeramente anidnica de la celulosa, mientras que los no idnicos o anidnicos
no lo hacen. Ademas, las proteinas muestran una cierta interaccion electrostatica con
las fibras de celulosa a través de sus regiones catidnicas. La posibilidad de formar enlaces
covalentes se explota frecuentemente para un anclaje mds robusto de biomoléculas. En
cualquier caso, ya que los grupos hidroxi de la celulosa no son lo suficientemente
reactivos en condiciones medias, se necesita un mayor procesado para inmovilizar
covalentemente varias biomoléculas en la superficie del papel. Tipicamente este
procesado toma la forma de derivatizacién de los grupos hidroxi a aldehidos o grupos
epoxi, la introduccién de poli(carboxibetaina) seguida de la quimica EDC/NHS o la

modificacidn de los grupos hidroxi usando divinilsulfona [46].

Ventajas adicionales del papel para hacer dispositivos de diagndstico REASSURED [47]:
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e Esfino, ligero y esta disponible en un amplio rango de espesores, siendo facil de

almacenar y transportar.

e Estd hecho habitualmente de celulosa o mezclas de polimero con celulosa y es

compatible con las muestras bioldgicas.

e Puede ser modificado quimicamente para incorporar una gran variedad de
grupos funcionales que pueden unirse covalentemente a proteinas, ADN o moléculas

pequefias.

e Es normalmente blanco y esto hace que sea un buen medio para los ensayos
colorimétricos porque da un mayor contraste en comparacién con los sustratos

coloreados.

e Esinflamable por lo que pueden quemarse los dispositivos después de su uso de

forma facil y segura.

e Es flexible y compatible con muchas técnicas de impresién que pueden ser

usadas para fabricar los uPADs.

4. Técnicas de fabricacion de pPADs

Para crear canales y barreras en el papel se han propuesto recientemente varias
aproximaciones que incluyen el corte, la fotolitografia, el plotting, el inkjet, el grabado
con plasma, la impresidon con ceras, etc. Las dimensiones de los canales resultantes junto
con las caracteristicas del papel y las condiciones ambientales de temperatura vy

humedad afectan a la velocidad de absorcién del fluido.
Los métodos pueden inicialmente dividirse en quimicos o fisicos.
Métodos quimicos

Fotolitografia. Fue de los primeros métodos usados para hacer microcanales para
sensores basados en papel. Se trata de una técnica de fabricacidon convencional basada
en la exposicién a radiacion UV de un fotoresist (laca fotosensible) a través de una

mascara transparente que presenta el disefio deseado. Entre los fotoresists mas
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empleados se encuentran el SU-8, el poli(o-nitrobencil metacrilato) (PONBMA) vy el
octadeciltriclorosilano (ODTS) [48]. Los fotoresists comerciales como la SU-8 dan
excelentes resultados con tamafos inferiores incluso a 1 um. Sin embargo, la

fotolitografia tiene dos desventajas principales:

A. Labarrera endurecida puede agrietarse facilmente por lo que hace mas probable

que afecten los dafos por flexién y plegado.

B. El procedimiento normalmente requiere de instrumentacidon cara y multiples
pasos, aunque la fotolitografia casera de baja resolucion de dibujo se puede emplear en

algunos casos.

= =

"\ /
= s
. Fotoresist

_— e === M3scara

Figura 1.6. Esquema del proceso de fotolitografia.

Para lograr reducir los costes de fabricacidn, se emplean fotoresists basados en epoxi
gue son mas baratos que la comercial SU-8 [49]. Un ejemplo de uso de esta técnica en
la fabricacion de dispositivos analiticos seria el dispositivo microfluidico flexible
disefiado por Ma et al. [50] para determinar glucosa en el sudor para cuya fabricaciéon
se empled un copolimero de acrilato (SL-03) como capa de separacidn entre un soporte
de vidrio y una capa de Ag-Pd-Cu/ZnO. La capa metadlica fue sometida a un revelado y
posteriormente se eliminaron las zonas enmascaradas con un grabador quimico. La capa
de copolimero con el disefio deseado finalmente se transfiere del vidrio a una pelicula

de PET y se inmoviliza la glucosa oxidasa.
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e Impresion. Es la técnica mas reciente y popular usada en la fabricacién de
dispositivos microfluidicos de papel. Se han usado diferentes materiales para imprimir
el papel dando lugar a diferentes técnicas que incluyen la impresién con cera, la
inyeccion de polimeros como los dimeros de alquilceteno (AKD) y la serigrafia con tintas
de carbono y plata para fabricacién de electrodos. A pesar de que la impresidn con cera
tiene menos resolucion que la fotolitografia (en torno 700 um es la linea mas fina que
se puede hacer por este método), las areas hidrofilicas no se exponen a un fotoresist,
polimeros o disolventes. Por lo tanto, no requiere un paso de procesado de las dreas
hidrofilicas [34]. Un ejemplo del uso de la impresién con cera es el uPAD fabricado por
Asif et al. [51] para la deteccidn de Staphylococcus aureus y E. coli en muestras de leche.
Para desarrollarlo imprimieron circulos de 7 mm de didmetro usando una impresora de
ceray después los impregnaron con sustancias cromogénicas que reaccionan con ciertas
enzimas bacterianas originando un cambio de color que detectaron por espectrometria

UV-Vis.

e Tratamiento de plasma. Para hacer el papel hidréfobo, primero se sumerge en
una disolucién de AKD en heptano, se deja secar y a continuacion se calienta a 1002C
durante 45 minutos para curar el AKD. El resultado es papel completamente hidréfobo.
Las regiones hidréfilas se definen posteriormente aplicando tratamiento de plasma a

través de mascaras metalicas que definen el disefio deseado.

e Plotting. El penplotting emplea un pléter x-y o una plantilla para fabricar uPADs.
Se emplea tinta hidréfoba como el PDMS disuelto en hexano en un plotter x-y
modificado, para imprimir la superficie del papel. El PDMS penetra en el papel y forma
barreras con espesores de hasta 1 mm. Las ventajas de esta técnica son su bajo coste y
la flexibilidad fisica del dispositivo. También en este caso se puede usar la cera como
tinta en un boligrafo trazando en un papel el dibujo por ambas caras y posteriormente
calentandolo en un horno a 1502C durante al menos 5 minutos. Nie et al. [52] describid
un método de grabado de un solo paso que emplea un rotulador permanente y una
mascara metdlica para fabricar un dispositivo en tan solo un minuto y Chakraborty et al.
[53] publicaron un método de fabricacion de uPADs de un solo paso usando un lapiz
corrector. Opuesto a la cera, este marcador no requiere calentar ya que la tinta penetra

durante el grabado. A pesar de que este método es muy sencillo, el espesor de la barrera
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resulta dificil de controlar. Es importante también tener en cuenta que tanto la cera
como las tintas comerciales son incapaces de bloquear completamente todos los poros
de papel cuando penetran a su través materiales hidréfobos, como pueden ser aceites,

debido a la similitud en su naturaleza quimica.

Calentador o
accionador
piezoeléctrico

\/ e

Gotas de
tinta

Sustrato

Figura 1.7. Esquema del proceso de ink-jet printing.

e Ink-jet printing. El tratamiento de plasma previamente descrito fue mejorado por
Shen et al. y ahora se usa para fabricar uPADs con impresion por inyeccidn de tinta tal y
como se muestra en el esquema de la Fig. 1.7. En este método se emplea un disolvente
(p. ej. AKD en heptano) en lugar de tinta en una impresora comercial adaptada para
dibujar un disefio en papel. Esta tecnologia estd comunmente disponible en el mercado
mientras que la impresion de cera y el pen plotting estan aln en sus etapas iniciales en
términos de comercializacion. Muchos investigadores modifican las tintas y las
caracteristicas de la impresidn para fabricar WPADs y simplificar el proceso para la
produccién en masa. A pesar de que es una técnica simple, tiene como principal
desventaja el deterioro causado en la impresora, especialmente los cartuchos, por los
disolventes organicos [54,55]. Abe et al. [56] recubrieron papel con una capa hidréfoba
de poliestireno y a continuacién aplicaron tolueno con una impresora para dibujar
canales hidréfilos en los que retuvieron la quimica de reconocimiento colorimétrica para

pH, proteina total y glucosa para analisis de orina. Recientemente Citterio et al. [57] ha
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usado una impresora sencilla de escritorio para depositar los reactivos necesarios para
un UPAD para la determinacion colorimétrica de iones calcio en muestras de agua de

grifo.

e Impresion laser. Las técnicas de bajo coste de impresién como son la impresién
con ceras o con inyeccion de tintas también se han desarrollado para la fabricacion de
MPAD, aunque este tipo de impresoras no hayan sido tan usadas o requieran
modificaciones en la composiciéon para este propdsito. Opuesto a esto, la impresora
ldser ha demostrado la ventaja de ser una técnica de fabricacién simple y de alta
resolucién empleando un dispositivo comercial. En ella se hace incidir un rayo laser
sobre la superficie de un cilindro conductor y posteriormente se pone este cilindro en
contacto con la tinta en polvo que se quiere imprimir. Las particulas son atraidas por los
puntos ionizados y posteriormente se traspasan al sustrato y se fijan con presién y calor

tal y como se muestra en la Fig. 1.8.

2
1 Puntos
lonizacién de jonizados 3
puntos del
conductor L) .,
/ C . Presion y calor

Cilindro
conductor

Cilindro
conductor

Tinta en polvo m m

Papel

Figura 1.8. Esquema del proceso de impresion ldser.

e Impresion flexografica. Otro método de produccién masiva usado en las
imprentas son la flexografia, en su doble modalidad en papel y en plastico. En este
método, la tinta de poliestireno mezclada en tolueno o xileno se estampa mediante una
placa flexible con relieve que se mueve a alta velocidad. Esta técnica también puede
imprimir tintas con biomoléculas, haciendo la fabricacion de un uPAD completo en un
proceso de un solo paso. La tinta de PDMS también puede ser impresa
flexograficamente en papel de copia, pero requiere seis capas de pintura para la

completa penetracidon en el papel, comparada con la impresién de inyeccion. Las
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limitaciones de la impresion flexografica estan en sus planchas de impresion
especializadas, multiples pasos de impresién y el uso de una sola tinta en cada
momento, lo cual obstaculiza la funcionalidad del disefo. Estas limitaciones se
contrarrestan con la alta capacidad de fabricacién, que la hace una técnica viable para
la produccion en masa [58]. El método de impresidn flexografica es especialmente util
para escalar los procesos de fabricaciéon de dispositivos analiticos, como demostraron
Hiltunen et al. [59] desarrollando un sistema que permite fabricar miles de dispositivos
capaces de amplificar el ARN ribonucleico de un virus mediante amplificacion isoterma

mediada por bucle.

e Estampado. Curto et al. [60] describié un método de fabricacién rdpido usando
un tampodn fabricado en PDMS y una tinta indeleble. Los autores emplearon tres tintas
comerciales hidréfobas como la Back 214, la Noodler ink™ vy la Black lumocolor® pero
solo una proveia suficiente hidrofobicidad. Para usar la técnica de estampado se
presiona contra una alfombrilla saturada de tinta el tampdn de PDMS tres veces y luego
se pone en contacto este tampdn con el papel de filtro durante 3 s sin aplicar fuerza. La
fabricacion completa se consigue en menos de 10 segundos sin requerir ningun tipo de
etapa de lavado, siendo la sencillez y rapidez del método sus principales ventajas. Sin
embargo, la fabricacion del sello en PDMS es compleja. Otro método similar seria
sumergir papel en parafina liquida, dejarla solidificar a temperatura ambiente y después
situarla sobre la superficie del papel nativa; con un tampdén metdlico se puede
precalentar y poner en contacto solo en las zonas de interés el papel parafinado con el
papel nativo, transfiriendo la parafina de uno a otro y formando barreras hidrofébicas

con el disefio deseado [61].

e Deposicidon quimica de vapor. Este método emplea altas temperaturas y
reacciones quimicas de especies gaseosas para depositar capas sélidas de material sobre
un sustrato. Un ejemplo de su aplicacién en la fabricacidon de uPADs seria la deposicidon
en papel de vapor quimico de poli(o-nitrobencil metacrilato), que es fotoresponsivo e
hidréfobo, y la creacion posterior de regiones hidrofilas. Para crear esas regiones
hidrdfilas se recorta una mascara de papel negro con una cortadora laser, se coloca
sobre el papel con el recubrimiento y el conjunto de ambos se expone a la luz UV y se

lava con tampdn para obtener, libre de material hidréfobo, el dibujo deseado. Otra
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opcion es depositar una capa fina de poli(cloro-p-xileno) en papel usando una camara
de sublimaciéon previamente evacuada. Las regiones hidrofilicas se cubren con la ayuda
de una mascara metalica sujeta por imanes arriba y debajo en la parte superior e inferior
de la superficie. La ventaja de esta técnica es que los canales hidréfilos no se ven
afectados por disolventes. De todos modos, la deposicién de vapor quimico requiere
una instrumentacion de alto coste que no es facil de obtener en zonas de recursos
limitados. Un ejemplo de aplicacién de esta técnica es el desarrollo de dispositivos
analiticos para determinacidon de glucosa, inmunoensayo y deteccion de metales
pesados que llevaron a cabo Kim et al. [62] mediante barreras hidréfobas creadas por

deposicion de vapor quimico.

e Grabado humedo. Cai et al. [63] fabricaron un WPAD inicialmente hidrofobizando
el papel con una disolucién de trimetoxioctadecilsilano (TMOS) y exponiendo después a
una mascara de papel embebida con disolucion de NaOH para el grabado hiumedo del
papel de filtro. La zona enmascarada se convierte en hidréfila mientras que la zona sin
mascara sirve de barrera hidréfoba tal y como se muestra en la Fig. 1.9. Las ventajas de
este método son que no requiere instrumentacidn costosa, mdascaras metdlicas y
reactivos caros. Las desventajas son usar la mdscara de papel, que presenta baja

resolucion.

Mascara embebida con NaOH

I N Grabado himedo del
TMOS con el NaOH

TMOS Ty ———

Papel Papel Papel

Figura 1.9. Proceso de grabado humedo con NaOH.

e Tratamiento corona mantenido a mano. Jiang et al. [64] usaron el ODTS para
silanizar el papel y hacerlo hidréfobo. A continuacién, lavaron el papel con hexano y
agua, lo secaron con nitrégeno y lo situaron entre una mdascara de PMMA y una
almohadilla para exponerlo a una descarga corona de bajo nivel para generar los canales

hidrofilicos. Las areas que no han sido expuestas permanecen hidréfobas. Este método
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de fabricacion es rapido y de bajo coste para los propdsitos del laboratorio, aunque su

produccién en masa puede ser compleja [65].

e Serigrafia. El método de serigrafia se usa para transferir la tinta a un sustrato
usando una pantalla con un dibujo y una rasqueta. Los materiales hidréfobos como la
cera o el poliestireno se usan como tinta para crear barreras hidrofobas para los uPADs
[66]. Ademas, se usan tintas conductoras para fabricar electrodos o calentadores en
papel. Este método tiene como ventajas el bajo coste y la fabricacién sencilla, aunque
no puede usarse para la produccidon masiva ya que se precisan una pantalla para cada
diseno diferente. Lamas-Ardisana et al. [67] usaron una mezcla de tintas fotocurables
para formar barreras hidréfobas y tintas de carbono y plata/cloruro de plata para formar

electrodos sobre las zonas hidréfilas, que aplicaron en medidas de glucosa.

Figura 1.10 Mesa de serigrafia.

e Impresidon 3D. Se puede imprimir un sustrato con microcanales y sellarlo con
PDMS. Después los microcanales se llenan con una suspension de polvo de celulosa en
agua desionizada y se deja secar en un horno. Este método de fabricacién es bastante
barato y rapido y se puede llevar a cabo masivamente usando una impresora 3D de
escritorio. También es posible usar la estereolitografia con una impresora 3D y una
mascara dindmica para fabricar los uPADs. El papel se sumerge primero en una resina
sensible a la luz y a continuacidn se expone a luz UV a través de la mascara dindmica. A
este paso le sigue el curado de la resina para formar las barreras hidréfobas y las
regiones que no han sido curadas se lavan con alcohol anhidro. El proceso completo
reduce considerablemente los tiempos de fabricacion a tan solo 2 minutos. Un ejemplo

de uso de la impresién 3D para sensores es el soporte desarrollado por Ruiz-Garcia et al.
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[68], que permite orientar la colocacién correcta de la pipeta aportando

reproducibilidad a los estudios de capacitancia en el mojado de tiras de papel.

e Aerosol. En este método se pulveriza un compuesto hidréfobo sobre el papel
cubierto con una mascara, lo cual crea una barrera hidréfoba. Lew et al. [69] rociaron
un material comercial repelente al agua en papel y fabricaron una mascara acrilica
usando una fresadora con un didametro de 500 um en su extremo. El pegamento escolar,
gue es conocido como cola blanca, se empled en papel por primera vez en 2017 usando
mascaras magnéticas y se curaron las barreras hidréfobas exponiendo a luz UV/Vis. Es
un método facil de usar y libre de equipos para la fabricacion de uPAD, aunque tiene

baja resolucion y escasa uniformidad cuando se compara con otros métodos.

Hay materiales que pueden ser empleados por varios métodos como es el caso de la
cera, ampliamente usada para crear barreras hidréfobas. Esta puede aplicarse con una
impresora de cera, por serigrafia, por inmersion del papel en la cera presionando los
puntos en los que no se desea que esta penetre, etc. [70]. Una vez se ha depositado en
el papel la cera, este se calienta para derretirla y permitir que penetre en los poros de
papel, generando la barrera hidréfoba también en la estructura interna del mismo. Otro
compuesto quimico versatil para mds de una metodologia seria la parafina, que se

emplea de manera similar a la cera [71].
Métodos fisicos

e Ploter de corte. Fenton et al. [72] emplearon un pldter de corte controlado por
ordenador para cortar de forma precisa el papel y obtener asi los disefios deseados. Para
evitar la rotura del papel se deben hacer tres cortes secuenciales. Este método sencillo
reduce el tiempo de fabricacidén y puede ser escalado para cortar miles de dispositivos

en una sola hoja de papel.

Figura 1.11 Corte con plotter de una pelicula de acetato.
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e Corte manual. De forma similar, un cortador manual se empled por Cassano y
Fan [73] para fabricar dispositivos analiticos de papel laminado. Primero se pega el papel
a una hoja adhesiva y a continuacién, las tiras de papel se cortan usando un cortador
manual. Para un corte preciso de un papel fragil, como el de nitrocelulosa, se suele
requerir unir una capa de sacrificio en la superficie del papel para lograr un corte suave.
Las ventajas de esta fabricacidn son que es ligera, portatil, flexible y las caracteristicas
disponibles. Sin embargo, al contrario que los papeles libres de laminado, estos
dispositivos requeriran un mecanismo de bombeo del flujo y es dificil lograr una buena

reproducibilidad.

e Selloseco. El papel se empapa en etanol y se aprieta entre dos moldes de plastico
para lograr en relieve el disefio deseado. Esta etapa va seguida de la silanizacion y el
sellado con cinta adhesiva para obtener canales abiertos con barreras omnifobas
porosas. Los canales abiertos permiten la interaccion de éstos con los gases de alrededor
debido a la naturaleza porosa del papel que de otra manera es imposible. Con este

método se consiguen dispositivos flexibles que se pueden incluso doblar.

e Corte ldser. Se emplea una maquina de corte con laser de CO; para cortar y
grabar selectivamente en la superficie del papel. Durante el grabado es muy importante
optimizar la potencia y la velocidad para lograr el resultado deseado, que bien puede
ser el corte completo de la pieza de papel o el grabado de papeles encerados o de
pergamino para lograr hacer hidréfilas ciertas zonas frente a otras [74]. En los canales
grabados se puede ademas incluir un recubrimiento de microparticulas de silice que
mejore la humectabilidad dirigida del papel. La principal desventaja de este método,
capaz de fabricar dispositivos muy reproducibles masivamente, es que dichos
dispositivos requieren una etapa de lavado posterior para retirar la ceniza generada en
el corte [65]. Un ejemplo de uso de grabado laser para fabricacion de dispositivos
microfluidicos son los canales con pendiente disefiados por Soares et al. [75] para la

determinacion de mezclas de biodiesel en biocombustibles.
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Figura 1.12 Corte Idser de una pieza de conglomerado.

Métodos de fabricacion de uPADs 3D

También es posible crear estructuras microfluidicas en tres dimensiones [76,77]. Para
ello se crea un patrén primero en el papel mediante algunas de las técnicas explicadas
anteriormente para crear barreras hidrofdbicas, y a continuacién, el papel se dobla en

una secuencia especifica para generar la estructura tridimensional.

He et al. [78] demostraron que se puede lograr también delimitar un sistema
microfluidico sumergiéndolo en una disolucién de ODTS en hexano. Los canales
hidrofilicos y las zonas de deteccidn se obtienen por degradacién de las moléculas de
ODTS con luz UV y ozono, usando una mascara para las zonas en las que no se quiere
degradar. Otra forma alternativa para lograr darle la forma deseada al UPAD es
cortandolo bien con un plotter de corte o una cortadora laser [79] o bien grabando en
un material cuya superficie ha sido tratada con materiales hidréfobos, los canales

hidréfilos [74].

Para realizar algunas reacciones quimicas multiples o muchos pasos de preprocesado
solo en un chip y mejorar la velocidad y eficiencia del proceso de analisis, se han

investigado métodos de fabricacion 3D de uPADs.

e Apilamiento. Whitesides et al. [80,81] describieron un método para fabricar
UPADs por apilamiento de capas de papel y cinta adhesiva de doble cara. La cinta
adhesiva se perfora y los huecos se rellenan con polvo de celulosa. Las dos piezas de
papel de filtro estampado se separan con la cinta adhesiva de doble cara perforaday los

agujeros con polvo de celulosa uniéndolos puntualmente, tal y como se muestra en la
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Fig. 1.13. Posteriormente este mismo grupo realizd este método sin el polvo de celulosa
en los huecos. Sin embargo, resulté mas complejo alinear el papel y la cinta. En 2012 un
método de impresidon con cera y apilamiento por espray adhesivo se usé para fabricar
MPADs 3D. Primero se estampaban dispositivos 2D usando la impresora de cera y
después se pulverizaba adhesivo en una de las caras del papel, alinedndolo con la
siguiente capa y presionando con un rodillo. El segundo paso se repetia hasta tener el

MPAD 3D completo.

e Origami. Se pueden estampar primero cada capa de los uPADs en un papel de
filtro por fotolitografia. Luego se dobla el papel siguiendo un cierto orden y finalmente,
se usa una pinza de aluminio para unir las capas con lo que el uPAD 3D queda completo
[77]. Este método es sencillo excepto por la pinza de aluminio, pero podria cambiarse

dicha pinza de aluminio por una carpeta [82].

Otro aspecto a tener en cuenta en la fabricacién de dispositivos microfluidicos es la

necesidad de incorporar estrategias de control de flujo mas alla del dibujo de canales.
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4.1 Control de flujo
Los dispositivos microfluidicos en los que se mueve el flujo por capilaridad exigen en
ocasiones parar, acelerar o ralentizar el flujo de muestra o reactivos. Tratamos en esta

seccion el control de flujo en estos dispositivos.

Los sistemas de control de flujo requieren la capacidad de parar, redirigir y controlar la
velocidad del flujo de fluido a la vez que se manejan y separan las mezclas en la muestra.
Los dispositivos microfluidicos convencionales se basan el uso de diferentes fuerzas
como presidn, centrifugas o electrocinéticas, asi como bombas, vdlvulas automaticas o
neumaticas para controlar los sistemas. Por el contrario, la microfluidica basada en
papel provee de una alternativa de flujo sin aplicar fuerzas externas generando el
transporte de fluido mediante la capilaridad. Dependiendo de las aplicaciones
funcionales prdcticas como el transporte, mezclado y deteccién, se han desarrollado
varios métodos para controlar el flujo de fluido en los dispositivos de papel, hilo y tela

[34].

El modo mds sencillo de controlar el flujo, tanto de muestras como reactivos, es variar
la geometria de los canales como puede ser su longitud y anchura. Alternativamente el
flujo de fluido puede ser retrasado por manipulacidon de parametros como son las
caracteristicas del medio poroso, el angulo de contacto o la viscosidad del fluido. Otras
aproximaciones incluyen alterar la humectabilidad del canal usando diferentes tipos de

tratamientos [83].

Toley et al. [33] desarrollaron un sistema microfluidico de papel con una valvula de
control de flujo que se abre o cierra con tiras de papel mdviles y elementos que se
expanden con el flujo de fluido (esponja) y demostraron su uso para la deteccién en
varias etapas de la proteina PfHRP2 de la malaria. Xiao et al. [84] desarrollaron valvulas
de control de flujo en un dispositivo de papel que se accionan con un cantiléver (palanca)
magnético controlado por un simple circuito integrado. Las valvulas magnéticas pueden
abrirse y cerrarse para permitir al fluido pasar en un momento determinado. En
cualquier caso, la inclusién del circuito integrado y un electroiman en el dispositivo
pueden incrementar los costes de fabricacidn y la complejidad del dispositivo. Barry et

al. [85] han desarrollado redes de papel 2D que emplean el flujo lateral y tienen la
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capacidad de reconfigurarlos para permitir la programacién de secuencias de reparto de
reactivos en varios pasos. Esta red de papel usa multiples entradas de fluido para
controlar la llegada de cada liquido a la zona de deteccidn o cerrar la fuente de fluido en
una secuencia de tiempo. De esta manera, se pretende poner a punto una plataforma

para el procesamiento fluidico auténomo de multiples pasos.

El control del tiempo para el movimiento del liquido a través del canal puede lograrse
usando materiales solubles en agua como barrera, seria el caso de azucares que
aumentan la resistencia al paso del fluido [86—88]. La velocidad de flujo estd
determinada mayoritariamente por el espesor de las barreras y aumentar este factor
lleva a una reduccién en el flujo de fluido [34]. Martinez et al. [80] ha fabricado puPADs
3D que permiten al usuario disefiar la estructura de los canales, controlar el flujo de
fluido y controlar las funciones del dispositivo, con un botén de “on” fabricado utilizando
la distancia que separa dos capas de papel adyacentes. Para llenar el hueco se emplea

material hidrofilico como polvo de celulosa que permite el flujo de fluido a su través.
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Figura 1.14 Esquemas de los sistemas de control de flujo desarrollados por Lutz et al. [85] (A) Xiao et al.
[84] (B) y Toley et al. [33] (C)).
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4.2 Materiales inteligentes

En su nivel mas fundamental, muchas de las sustancias mas importantes en los
organismos vivos son las macromoléculas con estructuras y comportamientos que
varian de acuerdo con las condiciones de su entorno. Una gran variedad de procesos
bioldgicos depende de una respuesta a cierto estimulo como puede ser el caso de las
proteinas, dacidos nucleicos y polipéptidos que tienen la capacidad de adoptar
conformaciones especificas segin el ambiente en el que se encuentran. Una propiedad
similar de respuesta a estimulos seria también deseable en polimeros sintéticos, de
manera que fuera posible hacerlos participar de un modo mas activo en vez de solo

como soportes [89].

Los materiales que responden a estimulos, también llamados inteligentes o adaptativos,
son materiales capaces de responder a variaciones momentaneas en sus alrededores

por cambios en sus propiedades quimicas y/o fisicas.

Los polimeros inteligentes o capaces de responder a estimulos son aquellos que tienen
la capacidad de responder a estimulos externos sufriendo cambios de fase o cambios
conformacionales. Esta capacidad que se da en biomoléculas de forma natural se ha
intentado replicar para lograr materiales que respondan a pH, temperatura, luz, campos

eléctricos, quimicos o fuerza idnica.

Hay varias respuestas posibles a esos estimulos como son los cambios en forma, de sus
caracteristicas superficiales, de solubilidad o transiciones sol-gel, entre otras. Los
polimeros inteligentes en disolucién pueden mostrar alteraciones en las dimensiones de
sus cadenas, la solubilidad, la estructura secundaria, o el grado de asociacidon

intermolecular debido a cambios quimicos o fisicos.

La mayoria de los cambios se limitan a la formacién o eliminacién de fuerzas secundarias
como los enlaces de hidrégeno intermoleculares, las interacciones electrostaticas, los
efectos hidréfobos y/o presidn osmotica, pero puede incluir también modificaciones

considerables en la estructura del polimero [90].

Los polimeros inteligentes tienen aplicaciones en diversos dmbitos como son los
tratamientos de aguas, la liberacion de farmacos de forma controlada o la catdlisis

reciclable. Estos materiales pueden adaptarse al entorno que los rodea, regular el
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transporte de iones y moléculas, cambiar la humectabilidad y adhesién de diferentes
especies, convertir sefiales quimicas y bioquimicas en sefales dpticas, eléctricas,

térmicas o mecdnicas, o viceversa [91-94].

Incorporar diferentes funcionalidades en respuesta a estimulos en un solo polimero
hace posible imitar procesos naturales complejos. El estudio de materiales con
respuesta a multiples estimulos es de marcada significacion ya que provee mas de un

mecanismo por el cual las propiedades de un sistema pueden ser ajustadas [90].

4.3 Hidrogeles
Los hidrogeles pueden definirse como redes de polimero que tienen propiedades
hidrofilas. Algunas ventajas de los hidrogeles frente a otros materiales tradicionalmente

usados en el desarrollo de sensores incluyen [95]:

e Alta estabilidad, capacidad de retencién vy estabilidad durante el
almacenamiento

e Mayor capacidad de absorcion tanto de agua como de disoluciones salinas

e Control del tamafio de particula y la porosidad

e pH neutro, materiales incoloros, inodoros y no téxicos

e Estabilidad a la luz, bajo contenido soluble y monémero residual

e Bajo precio

e Capacidad de rehidratacion. El hidrogel tiene que ser capaz de liberar la
disolucion absorbida o mantenerla tanto como sea necesario

e Buena biodegradabilidad sin formacién de compuestos toxicos

Clasificacion

Los hidrogeles pueden clasificarse dependiendo de varios aspectos como son:
Porosidad. La porosidad del hidrogel se controla aumentando o disminuyendo Ia
densidad de entrecruzamiento entre cadenas de polimero y la hidrofilicidad de los

mondmeros que lo constituyen. La porosidad es un aspecto esencial de los hidrogeles

ya que afecta en gran medida a la capacidad de absorcion de disoluciones de este.
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Dependiendo del tamafio de poro, los hidrogeles se clasifican en no porosos,
mMacroporosos y microporosos. Las redes macroporosas tienen tamafios de poro dentro
del rango de los 100 a los 1000 um. En ellos, los iones y moléculas se liberan desde la
red del gel por difusién o conveccidn. Los hidrogeles no porosos presentan un aspecto
similar a la estructura de una malla con tamafios de poro comprendidos entre los 10 y
los 100 um. Finalmente, el tamafio de poro de los hidrogeles microporosos va desde 0.1
hasta 1 umy en este caso la liberacidn de las disoluciones ocurre puramente por difusién

[96].

Tipo de entrecruzamiento. Las cadenas de polimero de los hidrogeles pueden estar

entrecruzadas quimica o fisicamente. En el primer caso, se forman enlaces covalentes
entre las cadenas sencillas de polimero mientras que en el segundo, el entrecruzamiento
se debe a interacciones débiles como pueden ser las interacciones hidrofobas o idnicas
o los enlaces de hidrégeno. El tipo de entrecruzamiento que presente la red de polimero
dependerd de los grupos funcionales de las cadenas laterales del polimero y sera

determinante de las caracteristicas del hidrogel [97].

Origen. Pueden ser naturales, sintéticos o hibridos. Los mondmeros naturales son mas
adecuados para aplicaciones biocompatibles y biodegradables. Normalmente contienen
agentes de reconocimiento biolégico. Sin embargo, en muchos casos no poseen las
propiedades mecdnicas deseadas. Ademas, los polimeros naturales pueden causar
respuestas inmunes o inflamatorias si se introducen en el cuerpo humano, por lo que
precisan de una investigacidn exhaustiva que garantice que no van a provocar mayores
danos que beneficios. En contraste, los hidrogeles sintéticos logran facilmente las

propiedades mecanicas deseadas, pero carecen de bioactividad inherente.

Composicién _ polimérica. Pueden ser homopolimeros, copolimeros, redes

interpenetradas y multipolimeros. Los homopolimeros contienen un Unico mondmero
en sus cadenas mientras que los copolimeros tienen dos o mas. Los multipolimeros se
sintetizan por reaccion simultdnea de tres o mas monémeros. Por ultimo, las redes
interpenetradas se diferencian de las homo-, multi- y copoliméricas en que estan
formadas con mas de un tipo de cadena polimérica, lo cual no ocurre con los demas

tipos que estdn formados por un solo tipo de cadena de polimero [98]. Las redes
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interpenetradas presentan la ventaja de tener mejor resistencia y capacidad de

absorcion en comparacion con los homo- y copolimeros [99].

Configuracidn o cristalinidad. La configuracion de los hidrogeles esta condicionada por

la estereoquimica (isotdctica, sindiotactica o atactica) y también es un criterio para
clasificar los hidrogeles en amorfos, cristalinos y semicristalinos. Los hidrogeles amorfos
consisten en una estructura de red aleatoria mientras que los cristalinos estan
densamente empaquetados. La evaluacion estructural de los hidrogeles revela que las

redes ideales raramente se logran; algunos defectos moleculares comunes son los

cadena [100].

grupos funcionales que permanecen sin reaccionar, las uniones parciales y los bucles en
| )7%[ K
;'% E) ( )

Figura 1.15 A) Red de polimero ideal. B) Uniones multifuncionales.
C) Entrecruzamientos moleculares. D) Grupos funciones sin reaccionar. E) Bucle en cadena
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Segun su apariencia fisica pueden ser matrices, peliculas o microesferas en base a la

técnica de polimerizacion empleada en el proceso de preparacion.

Carga eléctrica. Pueden ser no idnicos (neutros), idnicos (anidnicos y catidnicos),

anféteros (contienen tanto grupos acidos como basicos) o zwitteridnicos (conteniendo
tanto grupos anidnicos como catidnicos en cada unidad de repeticién). Todos los
polimeros idnicos son sensibles al pH debido a la posibilidad de ser ionizados. Algunos
ejemplos de polimeros idnicos son el poli(2-dimetilaminoetil metacrilato) (PDEAEMA),
acido poli(metacrilico) (PMAA) y acido poliacrilico (PAA). Los polimeros anfoliticos
tienen mondmeros con el mismo nimero de cargas positivas que negativas, como por

ejemplo 2-metacriloxietil fosforilcolina [96].

Redes interpenetradas Quimico
Homopolimeros Fisico Semicristalinos
Multipolimeros Entrecruzamiento Cristalinos
Copolimeros . . . Amorfos
Composicion Configuracién
Hidrogeles
Apariencia Tamafio de poro
) No porosos
Matrices
_ Carga Origen Macroporosos
Microesferas
, i iéni intéti Microporosos
Peliculas Zwitteridnicos Sintéticos p
Anféteros Naturales
Neutros Hibridos
I6nicos
Figura 1.16 Clasificacion de los hidrogeles.
Sintesis

De forma resumida se puede decir que un hidrogel es simplemente una red de polimero
entrecruzada de algin modo para producir una estructura elastica. Por tanto, cualquier
técnica que pueda ser usada para crear un polimero entrecruzado servira para producir

un hidrogel. Las polimerizaciones de radicales libres se usan cominmente para producir
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hidrogeles por reaccion de mondmeros hidrofilicos con agentes de entrecruzamiento
multifuncionales. Los polimeros lineales solubles en agua, tanto naturales como

sintéticos, se entrecruzan de varias maneras para formar hidrogeles:
= Uniendo cadenas de polimero por reacciéon quimica

= Usando radiacion ionizante para generar una cadena principal de radicales libres

gue puede recombinarse como uniones entrecruzadas

= Interacciones fisicas como entrecruzamiento, electrostdticos y formacién

cristalina

En general los tres agentes principales para la preparacién de hidrogeles son el
mondmero, el iniciador y el agente de entrecruzamiento. Para controlar el calor de la
polimerizacién y las propiedades del hidrogel final se suele usar un disolvente como el
agua u otra disoluciéon de base acuosa. Después suele ser necesario lavar el hidrogel
sintetizado para retirar las impurezas derivadas del proceso de preparacidn. Estas
incluyen residuos de mondmero, iniciadores y agentes de entrecruzamiento sin

reaccionar y productos no deseados de reacciones secundarias.

Entre las varias técnicas de polimerizacién que pueden usarse para formar geles se

incluyen la polimerizacién gruesa, en disolucidn y en suspensién.

= Polimerizaciéon gruesa. Muchos monémeros tipo vinilo pueden ser usados
potencialmente para la produccién de hidrogeles. Los hidrogeles gruesos pueden
formarse con uno o mas tipos de monémeros. La amplia variedad de mondmeros
permite preparar el hidrogel con las propiedades fisicas deseadas para una determinada
aplicacion. Normalmente se afiade una pequefa cantidad de agente de
entrecruzamiento en la formulacién del hidrogel. La reaccién de polimerizacién suele

iniciarse con radiacién o un iniciador quimico.

La eleccién de un iniciador adecuado depende del tipo de mondmeros y disolventes
usados. El hidrogel polimerizado puede ser producido en una gran cantidad de formas

gue incluyen peliculas, membranas, cilindros, particulas y emulsiones.

Es la técnica de polimerizacién mas sencilla y da lugar a alta velocidad y grado de

polimerizacién debido a la alta concentracion del mondmero. Sin embargo, la viscosidad
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de la mezcla aumenta de forma considerable conforme avanza la polimerizacién, lo cual

genera bastante calor.

En la polimerizacién gruesa los mondmeros forman un hidrogel homogéneo, de aspecto
vitreo, transparente con una matriz bastante dura, que cuando se sumerge en agua se

hincha hasta convertirse en blanda y flexible.

e Polimerizacién en disolucién. En la polimerizacion en disolucién, los monémeros
idnicos o neutrales reaccionan con un agente de entrecruzamiento multifuncional en
presencia de un iniciador térmico, redox o UV. La principal ventaja de la polimerizacidon
en disolucion frente a la polimerizacidén gruesa es la presencia de disolvente que sirve
para eliminar el calor de reaccidn. Sin embargo, también los hidrogeles preparados por
esta via necesitan ser lavados con agua purificada para eliminar los mondmeros,

iniciadores y agentes de entrecruzamiento que no han reaccionado.

Los disolventes tipicos usados en este método incluyen el agua, etanol, las mezclas de
etanol y agua y el alcohol benzoico. Por explicarlo de forma resumida, los reactivos se
disuelven a la concentracion deseada, normalmente entre 10 y 70%. Los grupos como
los acidos carboxilicos se neutralizan parcialmente antes y después de la polimerizacién.
En este proceso, la iniciaciéon es normalmente llevada a cabo por la reaccién del agente
reductor con un agente oxidante o con especies que se disocien térmicamente como un

radical libre azo o un peroxido.

Este método de preparacion es dificil de manejar debido la falta de suficiente control de
reaccidn, la aparicién de un producto de reaccién sélido o gomoso, la mono o
polidispersidad del material y el aumento en el contenido de sélidos debido a la ruptura
térmica e hidrolitica descontroladas. En cualquier caso, esta técnica es rapida, menos
caray tiene buenas propiedades de absorcion, por lo que este método se prefiere tanto

a escala de laboratorio como industrial.

e Polimerizacion en suspension. En la polimerizacion en suspensién, la disolucion
de mondmero se dispersa en el disolvente formando gotas muy finas que se estabilizan

mediante la adicién de un estabilizante. El proceso se inicia con radicales debido a la

65



descomposicion térmica del iniciador, siendo necesario en este caso también el lavado

posterior.

Recientemente, para los geles basados en poliacrilamida se emplea una técnica de
suspension inversa que elimina facilmente el monémero residual, que resulta peligroso.
En la suspensidn inversa se aplica un sistema mas versatil con gran capacidad de llenado
y una cinética de absorcidn rapida. Cuando el iniciador se disuelve en la fase dispersa
(agua), cada particula contiene todas las especies reactivas. Por tanto, cada una se
comporta como un pequeno reactor de polimerizacién aislado, que es facil de eliminar
por centrifugacion o filtracion. Por tanto, el método de suspensién inversa tiene ventajas
suplementarias en comparacion con otros métodos, como son el control de la
eliminacién del calor de reaccion, la regulacion de la mono o polidispersidad y la

modificacidn del tamafio de particula.

El proceso de polimerizacidn en suspensidon es muy similar al proceso de polimerizacion
en disolucién, pero con un rendimiento mdximo, una distribucion de tamafio mas
estrecha, suavidad, esfericidad y claridad, ademas de la formacidn de menos particulas

indeseables [101].

La fabricacidon de hidrogeles con distintas propiedades depende de la variacién del tipo
y grado de entrecruzamiento y la presencia o ausencia de cristalinidad, haciéndolos
adecuados para diversas aplicaciones. El entrecruzamiento ademas afecta inversamente
a la elasticidad y viscosidad; un aumento en la densidad de entrecruzamiento aumenta

la rigidez del hidrogel.

Es necesario tener en cuenta que los atributos funcionales de los hidrogeles y sus
propiedades fisicoquimicas estan influenciados por el método de entrecruzamiento
usado. En general hay dos tipos de entrecruzamiento, el fisico y el quimico. El
entrecruzamiento ocurre fisicamente a través de enlaces de hidrégeno, interacciones
electrostdticas, interacciones hidrofébicas y tratamiento térmico. Usando el
entrecruzamiento fisico, los hidrogeles no covalentes pueden formarse y estabilizarse
por interacciones fisicas de cadena. Por otro lado, el entrecruzamiento quimico

mayoritariamente tiene lugar a través de interacciones covalentes que implican
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reacciones de condensacion, enzimaticas, polimerizaciones por radicales libres, quimica

click o reacciones de bases de Schiff, entre otras [102].

Entrecruzamiento fisico. Enlaces de hidrégeno, interacciones de van der Waals,

interacciones electrostaticas, apilamiento m-m, interacciones idnicas, formacién de
estereocomplejos, cristalizacidn y otras fuerzas secundarias mantienen las cadenas de
estos polimeros juntas y normalmente forman hidrogeles débiles y de fase reversible.
Por tanto, los hidrogeles con un entrecruzamiento puramente fisico carecen de

propiedades mecanicas fuertes, aunque puedan tener propiedades de autorreparacion.

Es una aproximacion simple, en la que la gelificacién no requiere modificacién de las
cadenas de polimero. Debido al hecho de que dichos hidrogeles no necesitan agentes
de entrecruzamiento téxicos para prepararse, los hidrogeles fisicos se consideran
biomédicamente seguros y estan siendo cada vez mas utilizados. Por tanto, es posible
disefiar estos hidrogeles como hidrogeles bioactivos para encapsular células vivas y

distribuir moléculas terapéuticas.

Algunas de las formas de entrecruzamiento fisico mas importantes son:

= Interacciones idnicas. El entrecruzamiento idénico no requiere necesariamente
polimeros cargados, pero si la presencia de iones metalicos que puedan provocar la
gelificacion. El proceso de gelificacién rapida puede lograrse a temperatura ambiente y
pH fisioldgico, haciendo de este un método factible. La principal ventaja de este método
es la facil biodegradabilidad debido a que hay especies iénicas en los fluidos
extracelulares que compiten con los componentes del gel y provocan la pérdida del
entrecruzado, mientras que las desventajas asociadas al entrecruzado iénico son la
debilidad mecanica, la liberacién de iones metalicos en el cuerpo y la pobre capacidad

de apilamiento.

®  Formacion de un complejo polielectrolitico. En este caso los polimeros que
participan deben estar ionizados y poseer cargas opuestas. La presencia de estas genera
fuertes interacciones electrostaticas para dar un complejo polielectrolitico

autoensamblado (PEC). Hay multiples factores que pueden influenciar / influir en las
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propiedades de los hidrogeles generados por PEC, incluyendo la densidad de carga de

cada polimero y la cantidad y proporcién de cada polimero.

®  Enlaces de hidrégeno. Una de las interacciones no covalentes mas significativas
es el enlace de hidrégeno. Puede formar interacciones intermoleculares entre
hidrégeno y atomos electronegativos. Los grupos hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH) y
amino (-NH:) pueden dar lugar a enlaces de hidrégeno o interaccionar con otros grupos
electréfilos. En cualquier caso, un solo enlace de hidrégeno tiene una energia de enlace
baja, por tanto, se requiere un enlace de hidrégeno multivalente para lograr hidrogeles

estables y robustos.

= Congelado-Descongelado. Otra forma de entrecruzamiento fisico es el método
de congelado-descongelado que puede lograrse a través de ciclos sencillos repetidos
evitando el uso de compuestos toxicos. Durante el proceso de congelado, el agua en la
fase pobre en polimero se transforma en hielo mediante enfriamiento, induciendo una
separacion de fase liquido-liquido. Conforme los cristales de hielo expulsan las partes
amorfasy la cristalizacién de la mayor parte de agua reduce el espacio entre cadenas de
polimero, estas se acumulan y se alinean en las microfases semicongeladas y sin
congelar. Las interacciones no covalentes entre grupos funcionales -COOH, -OH y -NH;
en las cadenas de polimero permiten que se asocien en la microfase liquida. Ademas, el
descongelado tiene como resultado que los cristales de hielo se fundan y se liberen de
la red de hidrogel, lo cual crea una estructura porosa. Los enlaces de hidrégeno inter e

intramoleculares dentro de las uniones en la red polimérica estabilizan la estructura del

gel.

= (Calentamiento-Enfriamiento. Otra forma de polimerizacién fisica consiste en
calentar y enfriar. Muchos polisacaridos como la gelatina o la agarosa se calientan para
lograr homogenizaciéon y al enfriarlo posteriormente a temperatura ambiente se
gelifican. La separacidn de fase lleva a la agregacién de las cadenas del polisacarido,
dando como resultado una zona cristalizada a través de interacciones fisicas. De hecho,
los polimeros formados a través de procesos de calentamiento y enfriado son altamente

cristalinos. Estas zonas cristalinas, al igual que en los polimeros fisicos formados por
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congelado y descongelado, se forman en los nudos de unién de la red fisica y los enlaces

de hidrégeno estabilizan estos nudos para crear el hidrogel.

® |nteracciones hospedador-invitado. Es posible integrar polimeros de un modo
facil y reversible a través de la inclusién del invitado en el hospedador, facilitando la
construccion del hidrogel. A menudo las moléculas hospedadoras tienen grandes
cavidades que pueden interaccionar con invitados de una forma complementaria. La
inclusidon hospedador-invitado puede ser facilitada por una variedad de interacciones no
covalentes incluyendo las formas moleculares, los enlaces de hidrégeno, -, Van der
Waals, interacciones electrostaticas e hidrofdbicas. Habitualmente las disoluciones
acuosas comunmente implican el encapsulado de moléculas invitado hidréfobas en
cavidades hidréfobas. A pesar de la fuerte unién, la inclusién hospedador-invitado
exhibe una geometria fija y una direccionalidad que puede responder al pH o a estimulos

fisicos adicionales.

Entrecruzamiento guimico. En el entrecruzamiento quimico se crea una red de hidrogel

basada en un polimero tridimensional, lo cual implica un menor tiempo de gelificacién,
unas mayores estabilidad y fuerza mecanica y una menor degradacién con el tiempo,
aunque estas caracteristicas también dependen del tipo de enlaces quimicos y de las

unidades estructurales del polimero.

Las uniones covalentes ayudan a los hidrogeles quimicamente entrelazados a controlar
sus propiedades fisicoquimicas incluyendo la densidad, tamafio de poro vy

funcionalizacién quimica, expandiendo asi el horizonte de sus aplicaciones.

El entrecruzamiento quimico en hidrogeles, en contraste con el fisico, previene tanto la
dilucién de la matriz como la difusion del polimero desde el sitio de implantacién. Es
posible controlar el proceso de entrecruzamiento de una manera espacial y dindmica

usando métodos de entrecruzamiento quimico.

Retirar los mondmeros que no han reaccionado, iniciadores, agentes de
entrecruzamiento y los otros productos no deseados es esencial durante la preparacién
del hidrogel, ya que pueden danar las células en caso de desearse su uso para fines

biomédicos. Es por ello que los hidrogeles quimicos tipicamente necesitan ser
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purificados después de su produccion. Algunos métodos de entrecruzamiento quimico

son los siguientes:

= Unidn con moléculas pequefias. Hay moléculas pequefias bifuncionales, como el
glutaraldehido, por ejemplo, que se emplean como agentes entrecruzantes y se unen
covalentemente con el monémero principal para la preparacién de hidrogeles. Este
entrecruzamiento permite generar hidrogeles mas fuertes tanto mecanica como
estructuralmente. En ausencia de las moléculas fortificantes adecuadas, la baja rigidez

puede dar lugar a una rapida degradacién del polimero.

= Quimica click. En los ultimos afios, la quimica click se ha usado cada vez mas para
disefar y fabricar hidrogeles funcionales. Con ella se logran altos rendimientos en
condiciones moderadas, un alto grado de especificidad y selectividad y se producen

menos subproductos.

Entre las reacciones click se incluyen las que emplean bases de Schiff, las Diels-Alder y
las adiciones de Michael. Las reacciones con bases de Schiff ocurren entre un grupo
aldehido y un grupo amino para formar un enlace imina en condiciones ambientales.
Ademas, el grupo aldehido puede unirse firmemente a los érganos y tejidos, haciéndolo
un bloque de construccién excelente para la formacion in situ de un hidrogel. En estos
hidrogeles los enlaces imina pueden desacoplarse y reacoplarse resultando en cierta

capacidad de autorreparacion.

Figura 1.17 Mecanismo de las reacciones de Diels-Alder.

La reaccion de Diels-Alder también es muy conocida por formar aductos en condiciones
acuosas sin necesidad de catdlisis y sin productos secundarios. El entrecruzado del
hidrogel a través de una reaccién de Diels-Alder puede ser lograda con gran selectividad,
reducido numero de derivados, menor consumo de energia y disolventes mas seguros.
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En cualquier caso, formar estos hidrogeles a alta temperatura requiere tiempos de

reaccion largos.

Por otro lado, la adicién de Michael implica la adicidn de un nucleéfilo entre multiples
enlaces carbono-carbono entre nucleéfilos (donores de Michael) y olefinas electrofilicas
activadas o alquinos (aceptores de Michael). Los donores incluyen los nucledfilos
enolatos y los no enolatos, en concreto fosfinas, tioles y aminas. Al mismo tiempo un
aceptor debera poseer resonancia electrénica y la capacidad para estabilizar la carga del
intermedio anidnico. Estos aceptores incluyen el acrilonitrilo, ésteres de acrilato,
maleimidas, acrilamidas, vinilsulfonas, cianoacrilatos y alquilmetacrilatos. Una de las
ventajas de la adicién de Michael es que es regioselectiva, eficiente y que trascurre de

manera rapida.

= Polimerizacién con radical libre. El proceso de polimerizacidn con radical libre
con bajo peso molecular se usa también para desarrollar hidrogeles quimicamente
entrecruzados. Los agentes de entrecruzado contienen al menos dos dobles enlaces
polimerizables mientras que los mondmeros son moléculas solubles en agua en las que
se entrelazan los dobles enlaces por completo. Se logra un adecuado numero de
radicales libres a partir de iniciador en condiciones discretas, como la electrolisis, la

irradiacion o el calentamiento.

= Reaccién de condensacioén. En la mayoria de los casos, los hidrogeles se preparan
por reacciones de condensacidén entre polimeros que contienen hidroxilos, aminas y
acidos carboxilicos o sus derivados. Una reaccidn de condensacion ocurre entre dos
reactivos que facilitan la produccidn de una mayor cantidad de producto seguidos por

un producto minoritario, como por ejemplo el agua.

= Entrecruzado por fotoirradiacién. El método de entrecruzado por fotoirradiaciéon
requiere la presencia de fotoiniciadores y grupos funcionales sensibles a la luz. Estos
fotoiniciadores ayudan a la formacién de la red de hidrogel cuando se expone a
fotoirradiacion con diferentes longitudes de onda, como la luz UV (250-370 nm) y luz
visible (400-800 nm). Los hidrogeles destinados a las aplicaciones biomédicas requieren
iniciadores fotocompatibles como la riboflavina fosfonato entre otras. La fotoirradiacién

activa los carbonos con doble enlace en estos grupos, promoviendo la polimerizacion de
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crecimiento de cadena libre de radicales. Este método forma redes de hidrogeles
rapidamente bajo condiciones fisiolégicas y regulando las reacciones de
entrecruzamiento se puede conseguir modificar las propiedades mecanicas de los
hidrogeles. En cualquier caso, hay riesgos asociados con la luz UV. El entrecruzado por
fotoirradiacién con luz UV puede causar daios en las células y tiene el potencial de dafiar
compuestos bioactivos. Asi pues, como el rango de longitudes visibles no dafia las

células, usar luz visible puede ser mas ventajoso.

®  Copolimerizaciéon de injerto. Los injertos suponen unir diferentes bloques a
través de cadenas laterales a la cadena principal del polimero huésped. Los cientificos
usan los injertos para modificar polimeros nativos dotandolos de las propiedades
deseadas como son la solubilidad, reactividad, elasticidad, temperatura de transicién
vitrea, permeabilidad, etc. Para llevar a cabo una polimerizacién efectiva se pueden
emplear distintos sistemas iniciadores de reacciones como pueden ser redox, irradiacion
gamma, etc. Durante la copolimerizacién de injerto se introducen grupos ionizables en
la cadena principal del polimero, mejorando la sensibilidad a estimulos de estos

hidrogeles.

® Red de interpenetracion (IPN). Las redes interpenetradas han sido definidas por
la IUPAC como “Polimeros que contienen dos o mas redes moleculares parcialmente
entrelazadas a nivel molecular, que no estan unidas covalentemente y que no pueden
ser separadas a no ser que se rompan los enlaces quimicos. No debe confundirse con la
combinacion de dos o mas redes de polimero preformadas” [103]. Las semi-INPs, sin
embargo, difieren de estas en que contienen una o mas redes en las que al menos una
es penetrada a escala molecular por polimeros lineales o ramificados formados sin
agente entrecruzante [104]. A diferencia de los IPNs, los semi-IPNs pueden separar sus
polimeros constituyentes, sean lineales o ramificados, sin necesidad de romper los
enlaces quimicos. Estos mejoran las propiedades de los hidrogeles como pueden ser

propiedades mecanicas, resistencia quimica, estabilidad térmica, por nombrar algunas.

Entrecruzamiento hibrido. Se ha descrito que pueden emplearse métodos de

entrecruzamiento hibridos para fabricar hidrogeles. Las ventajas de los
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entrecruzamientos quimicos y fisicos pueden combinarse en hidrogeles doblemente

entrecruzados para dar una excelente fuerza mecanica y estabilidad [102].

Hidrogeles que responden a estimulos
Estos hidrogeles responden a estimulos ambientales y experimentan cambios en su
crecimiento, estructura de red, fuerza mecdnica y permeabilidad. También reciben el

nombre de sensibles al ambiente o hidrogeles inteligentes.

Hidrogeles que responden a pH

Patel y Mequanint [105] describieron hidrogeles con grupos idnicos colgantes que
pueden aceptar o donar protones en respuesta a variaciones ambientales de pH. En un
hidrogel capaz de responder a cambios de pH, a una determinada concentracion de H*
el grado de ionizacidn cambia fuertemente. Este cambio brusco en la carga neta de los
grupos idnicos colgantes causa una transicion de volumen rapida debida a las fuerzas

repulsivas electrostaticas, lo cual crea una gran fuerza osmoética de llenado.

Hay dos tipos de hidrogeles que responden a pH: los anidnicos y los catidnicos. Los
hidrogeles anidnicos tienen como grupos colgantes acidos carboxilicos o sulfénicos,
donde ocurre una desprotonacion cuando el pH ambiental estd por encima del pKa. Esto
provoca la ionizacion de los grupos y aumenta el llenado del hidrogel. Por otro lado, los
hidrogeles catidnicos tienen como grupos colgantes los grupos amino, en los que tiene
lugar la ionizacion por debajo del pK, y aumenta el llenado debido al aumento de

repulsiones electrostaticas.

El grado de llenado de los hidrogeles idnicos se controla con dos factores principales. El
primero son propiedades de los polimeros como la concentracién, la densidad de
entrecruzado, la carga idnica, el pK, y el pK, de los grupos ionizables, la hidrofilia o
hidrofobicidad y el grado de ionizacién. El segundo factor incluye las propiedades del
medio en el que se llena el hidrogel, como pueden ser el pH, la fuerza idnica, los

contraiones presentes, etc.

La principal limitacién de los hidrogeles que responden a pH actualmente es la falta de
biodegradabilidad, que, si bien no es un problema para ciertas aplicaciones, como la

administracion de farmacos orales, si es un problema importante en aplicaciones como
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el reparto de farmacos, por lo que es preciso en un futuro dirigir la atencién al desarrollo

de hidrogeles sensibles al pH, biodegradables y biocompatibles.

Hidrogeles que responden a temperatura

Hasta ahora la temperatura es el desencadenante mas utilizado para el disefio de
polimeros que responden a estimulos [106]. Los hidrogeles que responden a
temperatura se caracterizan por su capacidad para hincharse y deshincharse cuando la
temperatura cambia en el fluido que los rodea, lo cual significa que el comportamiento
de llenado y vaciado depende mayoritariamente de la temperatura ambiental. Los

hidrogeles que responden a la temperatura pueden clasificarse en varios tipos:

= Hidrogeles de temperatura positiva. Se conocen por su Temperatura Critica de
Disolucién Superior (UCST) [107]. Esto significa que cuando la temperatura esta por
debajo de la UCST, los hidrogeles se contraen y liberan los disolventes o fluidos de la
matriz (deshidratacién). A temperaturas superiores a la UCST se da el hinchamiento.
Teniendo en cuenta esto, se pueden concluir que este tipo de hidrogeles son
retrégrados a temperaturas negativas. Los hidrogeles de temperatura positiva se vacian
a bajas temperaturas debido a la formacién de una estructura de complejo por enlaces
de hidrégeno. La estructura se disocia a alta temperatura debido a la rotura de enlaces
de hidrégeno y el gel se llenara hasta el maximo posible rapidamente por encima de la

UCST.

Kashyap et al. [108] estudiaron los hidrogeles termosensibles entrecruzados fisicamente
y concluyeron que pueden sufrir una transicién de fase sol-gel en vez de un cambio de
volumen a una temperatura critica de disolucidon. Los hidrogeles mas estudiados con

respuesta a la temperatura son los que emplean chitosan como copolimero.

= Hidrogeles de temperatura negativa. Este tipo de hidrogeles tiene un pardmetro
critico llamado Temperatura Critica de Disolucién Inferior (LCST), lo cual significa que el
hidrogel se vaciard cuando la temperatura sea superior a la LCST y mostrara
comportamiento de llenado a temperaturas inferiores a la LCST. Ademas, estos
hidrogeles tienen dos partes, la hidroéfila -CONH- y la hidréfoba -R- [109]. La LCST es el
parametro mas importante para los hidrogeles sensibles a la temperatura negativos y

puede modificarse de varias maneras como por ejemplo mezclando una pequena
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cantidad de copolimero idnico en el gel o cambiando la composicién de disolvente. En
general, cambiando la relacion contenido hidréfobo/hidréfilo en el polimero se puede
modificar la LCST del hidrogel de temperatura negativa: Cuanto mas hidréfobos los
constituyentes, mas baja su LCST[110].. [109]. A temperaturas por debajo de la LCST el
agua o fluido interacciona con las partes hidrofilicas formando enlaces de hidrégeno.
Debido a estos enlaces de hidrégeno, la disolucién y el llenado mejoraran. Conforme la
temperatura aumenta por encima de la LCST, la interaccion con las partes hidrofobas
serd mas fuerte y al mismo tiempo los enlaces de hidrégeno se haran mads débiles. Por
tanto, tendrd lugar el vaciado de la muestra debido a la asociacién de cadenas en el

interior del polimero.

= Hidrogeles termorreversibles. Este tipo de hidrogeles tienen la misma estructura
y contenido que los hidrogeles de temperatura positiva o negativa. La diferencia con las
dos categorias previas radica en el tipo de enlace. Las cadenas de polimero en esta clase
no se entrecruzan covalentemente, y el gel puede sufrir una transicidon de fase sol-gel
en vez de una transicion de llenado-vaciado. Ciertas interacciones moleculares como
las asociaciones hidrofoas y los enlaces de hidrégeno, juegan un papel vital en el cambio
de volumen abrupto de estos hidrogeles a la Temperatura Critica de Disolucion (CTS).
En estado hinchado las moléculas de agua forman enlaces de hidréogeno con grupos
polares del polimero dentro de los hidrogeles y se organiza alrededor de los grupos
hidréfobos. A la CST los enlaces de hidrégeno entre el polimero y el agua se vuelven
poco favorables en comparacidn con las interacciones agua-agua y polimero-polimero,
lo cual fuerza la rapida deshidratacion del sistema y la liberacidon de agua fuera del
hidrogel con un aumento considerable de la entropia que da lugar al colapso de la
estructura polimérica. Los hidrogeles reversibles térmicamente representan la clase mas
importante de hidrogeles, ya que pueden sufrir transiciones sol-gel en respuesta a
ciertos estimulos. Los polimeros con dominios hidrofobos pueden sufrir
entrecruzamiento en un medio acuoso por gelificacidon térmica inversa, que es aquella
en la que segmento hidréfobo y segmento hidréfilo se unen por copolimerizacion o
injerto. El segmento hidréfobo se acopla al segmento hidréfilo por copolimerizacion o
injerto. Si la temperatura aumenta, la entropia del disolvente aumenta y los dominios

hidréfobos se unen para reducir su superficie. Por tanto, la temperatura necesaria para
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gue tenga lugar la gelificacion depende de la concentracion de polimero, los bloques

hidroéfilos e hidrofobos y la naturaleza quimica de los polimeros.

Dentro de los hidrogeles capaces a responder a cambios de temperatura se encuentran
los polimeros de N-isopropilacrilamida (NIPAM), que seran de especial interés en esta
Tesis Doctoral. Las limitaciones de los hidrogeles basados en el NIPAM y sus derivados
son la falta de biocompatibilidad y biodegradabilidad de sus mondmeros y agentes de
entrecruzamiento, que pueden dar lugar a efectos téxicos, carcinogénicos vy
teratogénicos. Las observaciones de que los polimeros basados en acrilamida activan las
plaguetas al ponerse en contacto no la sangre, junto con el metabolismo poco claro del
NIPAM requiere estudios de toxicidad mas detallados antes de aplicarlo. Ademas, el
desarrollo y mejora en la produccién de nuevos hidrogeles termosensibles
biodegradables y biocompatibles es necesario para explotar en toda su extensién las

propiedades utiles de estos hidrogeles.

Hidrogeles que responden a glucosa.

Los hidrogeles sensibles a glucosa son mezclas de transportadores de la insulina y
glucosa oxidasa. La glucosa oxidasa es la enzima mas ampliamente usada en el sensado
de glucosa ya que oxida la glucosa a acido glucénico, cambiando el pH del sistema, lo
gue permite el uso de una variedad de hidrogeles sensibles a pH para el control del
reparto de insulina. Bajar el pH en los hidrogeles basados en el
poli(dimetilaminoetilmetacrilato) (PDEAEM) da como resultado un hinchamiento

debido a la ionizacidn y liberacion de la insulina u otros farmacos.

Los hidrogeles sensibles a glucosa son prometedores, pero muestran una respuesta
demasiado lenta y no vuelven a su estado original lo suficientemente rapido después de
haber respondido a la concentracion de glucosa. Otro problema es la necesidad de que
sean biocompatibles, ya que hay algunos sistemas que inducen respuestas inmunes
indeseables. Necesitan muchas mejoras para ser clinicamente utiles, siendo la principal
que los hidrogeles deben responder a todos los cambios en la concentracién de glucosa
en todo momento con buena reproducibilidad, rapido y durante un periodo prolongado

[95].
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Hidrogeles que responden o se basan en proteinas

Estos hidrogeles estdn especificamente disefiados con bloques de reconocimiento de
péptidos y proteinas. El propdsito de estos es mediar en el autoensamblaje de estas
macromoléculas en estructuras tridimensionales. Los hidrogeles que responden a
proteinas aprovechan la tecnologia de ADN recombinante y la de ingenieria de tejidos
pudiendo aprovechar las propias proteinas en espiral de polimeros sintéticos lineales
solubles en agua como agentes de entrecruzamiento en las estructuras de los
hidrogeles. [111]. Ademds, se puede lograr la respuesta a temperatura y pH
manipulando las secuencias de aminodacidos de ciertos dominios y la interaccién celular

puede mejorarse conociendo la secuencia polipeptidica hidrofilica. [111,112].

Hidrogeles que responden a antigenos.

Los hidrogeles que responden a antigenos se disefian uniendo antigenos a la cadena de
polimero hidrofilica para enviar biomoléculas a una zona especifica. Estos hidrogeles
pueden mezclarse con anticuerpos entrecruzados con las cadenas de polimero
hidrofilicas [113]. En ausencia de antigenos libres, la estructura del hidrogel se pliega
debido a las uniones antigeno-anticuerpo dentro de la red de polimero. Formular un
dispositivo para el monitoreo de antigenos puede hacerlos biomateriales utiles para
biomoléculas, proteinas y administracion de farmacos en lugares especificos, donde un
aspecto importante es el reconocimiento molecular especifico en los hidrogeles
sensibles a antigenos. Puede haber una competicidon por unirse a los anticuerpos en
presencia de antigenos libres lo cual da un cambio en el volumen del hidrogel que se
debe a la rotura de estos enlaces no covalentes dentro del polimero. Ademas, también
se ha descrito que los hidrogeles muestran memoria de forma y permeacidn pulsatil de
las proteinas a través de una red por cambios graduales en la concentracién de

antigenos [114]

Aplicaciones de los hidrogeles

Los hidrogeles son candidatos ideales para su uso como biomateriales debido a su
consistencia blanda, elasticidad, biodegradabilidad, biocompatibilidad y similitud con
los tejidos corporales y esto les da un gran rango de aplicaciones como son el reparto
de farmacos, la ingenieria de tejidos, implantes y muchos otros. Algunos ejemplos se

presentan a continuacion:
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e Aplicaciones biomédicas. Los hidrogeles copian el comportamiento de los
o6rganos humanos siendo capaces de responder a cambios ambientales como
variaciones de pH, temperatura, presencia o ausencia de enzimas o campos eléctricos,
etc. Esto resulta especialmente prometedor en el ambito de los implantes [115,116]. Los
hidrogeles usados en los catéteres urinarios pueden prevenir la colonizacién bacteriana
y proveer una superficie suave y resbaladiza para mejorar su biocompatibilidad. Una de
sus aplicaciones mds avanzadas ha sido convertir los estimulos electroquimicos en
trabajo mecdnico (contraccidn), por ejemplo, la contraccion reversible y relajacion
cuando se aplica un estimulo fisicoquimico para el desarrollo de musculos artificiales
que funcionan como los musculos humanos y tejidos, pero en este caso actuados

mediante corriente eléctrica [95].

® Aplicacion biotecnoldgica. Los hidrogeles han sido usados como membranas en
sensores aprovechando su elasticidad, difusiéon selectiva del analito e indice de
refraccion. Los hidrogeles inteligentes se han usado para concentrar las disoluciones
acuosas de solutos macromoleculares, incluyendo proteinas y enzimas, sin perturbar la
actividad de la enzima ajustando la temperatura o pH del ambiente dependiendo del
tamafio y carga netas [117]. Inmovilizar los adsorbentes en hidrogeles como la agarosa
o el gel de alginato de calcio es una forma efectiva de prevenir el ensuciamiento del
adsorbente por contaminantes coloidales. Cambiando las propiedades de llenado se ha
comprobado que los hidrogeles controlan las reacciones de sustratos con enzimas

inmovilizadas [118].

® Aplicaciones farmacéuticas. Entre las aplicaciones mas comunes de los
hidrogeles basados en poli(vinilalcohol) (PVA) se encuentran farmacos para la insulina,
el estdmago, el rifidn, el colon, el cerebro, la sangre, el sistema nervioso o tumores. La
liberacion controlada del farmaco es un factor importante para la aplicacion de
hidrogeles en la industria farmacéutica. Kim y Lee [119] estudiaron un hidrogel de PVA
para la liberacion controlada de farmacos con una estructura de doble capa con la
conclusiéon de que el tiempo de liberacién puede ser extendido aumentando el tipo de
PVA vy el grado de entrecruzamiento. Otro tipo de hidrogeles posibles para la liberacién

controlada de farmacos y la regeneracion de tejidos son los diacrilatos de
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poli(etilenglicol) (PEG) y poli(caprolactona) (PCL), que exhiben una respuesta negativa
de llenado frente a la temperatura debido a sus copolimeros hidrofilicos e hidrofébicos.
Los ensayos de degradacidn in vitro muestran que la degradacion se dio tras un periodo
de entre 3 y 8 meses. Por lo tanto, debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad,

elasticidad y funcionalidad, estos hidrogeles son aptos para aplicaciones farmacéuticas.

® Tecnologias de separacién. La contaminacidn de aguas es un problema
medioambiental masivo debido a que la enorme cantidad de colorantes usados en el
plastico, papel, cosméticos y en la industria textil se descargan en grandes cantidades y
son no biodegradables, tdxicos y carcinogénicos. Las aproximaciones convencionales
como la coagulacion, la precipitacion quimica, la extraccion con disolventes, la filtracidon
con membrana, la oxidacién y el tratamiento bioldgico se utilizan para la eliminacién de
estos contaminantes de las aguas de residuo industriales, aunque no siempre son
eficaces. Aqui la adsorcién resulta un método econémico y eficaz para retirar estos
colorantes con propiedades como la flexibilidad en la seleccion del absorbente
adecuado, y en el tratamiento y limpieza de efluentes aptos volver a ser usados. Asi
pues, recientemente han ganado interés los intentos de preparar membranas con
velocidades de adsorcion/desorcidn, separacidn y regeneracion rapidas y capacidades

de adsorcidn altas [120,121].

® Hidrogeles electroconductores y biosensores. Los hidrogeles electroconductores
son mezclas poliméricas o co-redes que combinan integramente Polimeros Conductores
Electroactivos (CEPs) con hidrogeles altamente hidratados. Los hidrogeles
electroconductores pertenecen a la clase general de materiales inteligentes
multifuncionales. Como clase emergente, estos materiales buscan combinar
creativamente las propiedades inherentes de los materiales constituyentes, para dar
lugar a un aumento de las propiedades tecnolégicamente relevantes para dispositivos y
sistemas como la capa de membrana de biorreconocimiento en muchos biosensores.
Por ejemplo, un hidrogel electroconductor se sintetizé a partir de un hidrogel basado en
poli(hidroxietilmetacrilato) (HEMA) y polianilina se utiliz6 en un biosensor para la
incorporacion del citocromo recombinante P450-2D6. Este hidrogel electroconductor se

caracterizd completamente por sus propiedades eléctricas, de conmutacién y
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propiedades épticas y demostrd ser mas rdpido conmutando que su contraparte

[122,123]

® |entes de contacto. Los hidrogeles son candidatos ideales para la fabricacion de
conjuntos microdpticos con longitudes focales que puedan cambiar de forma dinamica.
Los métodos de fabricacidn de las microlentes tradicionales frecuentemente requieren
varios pasos precisos de fabricaciéon y dan como resultado lentes con longitudes focales

fijas, por lo que esto supone un avance notable [124].

Ademas, mas recientemente se ha descrito la fabricacién de conjuntos de microlentes
que se modifican con la luz. Estos se fabricaron depositando microgeles de poli-NIPAM-
AA con nanoparticulas de oro en la superficie. La excitacion del plasmdén de las
nanoparticulas mediante irradiacion a 520 nm dio lugar a una transferencia de energia
a los microgeles en forma de calor. La modulacién de la longitud focal de los conjuntos
de microlentes se investigd por su iluminacidn con laseres de luz de varias potencias a

diferentes temperaturas y pH [125].

Dada su transicion de volumen inherentemente rdpida, sus simples técnicas de
fabricacién y la dinamica cambiante de la lente focal, los conjuntos de microlentes son

dispositivos prometedores para el desarrollo futuro de los hidrogeles.

e Industria de envasado alimentario. Varios grupos de investigacién y companias
industriales en todo el mundo estdn desarrollando ahora soluciones de envasado
amigables con el medio ambiente para explicar las ventajas ecoldgicas de los
biopolimeros en aplicaciones como el envasado de alimentos. Los biopolimeros
directamente extraidos de la biomasa o los microorganismos ademas de algunos
producidos por sintesis quimica cldsica se han usado para desarrollar nuevas estructuras
para el desarrollo de aplicaciones envasado alimentario de los biopolimeros, lo cual ha
dejado atras los materiales de uso médico debido a su alto coste, baja fuerza y escasa
resistencia al agua. Hasta hace poco, las rutas mas usadas para superar estos factores
limitantes implicaban la mezcla de polimeros sintéticos y naturales juntos o
incorporando rellenos inorgdnicos. Como alternativa, los hidrogeles pueden ofrecer
también nuevas oportunidades para el disefio de material de envasado eficiente a base

de biopolimeros con propiedades deseables. La naturaleza especifica de los
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biopolimeros influencia criticamente las propiedades alcanzables de los complejos.
Polisacaridos rigidos lineales como la pectina y la goma xantana, cuando se mezclan con
proteinas tienden a formar complejos adecuados para producir geles en forma de
[dminas, membranas o recubrimientos. En contraste, polisacdridos mas globulares y
flexibles como la goma acacia generan estructuras esféricas que pueden encapsular
compuestos activos y embeberlos en peliculas. De manera similar, proteinas de alto
peso molecular flexibles son las mas adecuadas para desarrollar pares proteina-
polisacarido, debido a la capacidad de aguantar los cambios en la conformaciéon del

biopolimero implicado en los diferentes tipos de asociaciones [126].

e Industria cosmética. El desarrollo continuo de nuevos ingredientes activos para
cosmética y productos de cuidado personal es una de las dreas mas importantes en la
investigacion en esta industria. Hay un nimero significativo de productos cosméticos
nuevos basados en esta nueva generacién de ingredientes activos. Hay nuevos
materiales basados en el chitosan que han sido aceptados recientemente por el Consejo
de Productos de Cuidado Personal como nuevos ingredientes de cosméticos con el
nombre INCI de Carboximetil Caproil Chitosan. El Acido Chitosanico® es un ingrediente
cosmético nuevo, derivado del chitosan, soluble en agua y con alto valor de balance
hidrofilico-lipofilico. Este acido puede formar estructuras de nanoredes cuando su
concentracion es mayor que 0.5% y puede autoensamblarse en estructura de
nanoesferas cuando su concentracién es menor a 0.2%. El Acido Chitosanico® tiene una
actividad antimicrobiana muy potente contra las bacterias gram-positivas, las bacterias
gram-negativas y los hongos. El Acido Chitosanico® también tiene una moderada
actividad de recogida de residuos de radicales DPPH. Adicionalmente, este acido exhibe
buena actividad de hidratacion para absorber y retener moléculas de agua. Desde el
punto de vista de la seguridad, el Acido Chitosanico® no tiene citotoxicidad para las
células L-929 si su concentracién es menor al 0.5%. Ademas, tiene buena compatibilidad

con muchos ingredientes que se usan normalmente en cosméticos [127].
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5. Sistemas de deteccion

Tras discutir los tipos y modos de fabricacidn de los dispositivos microfluidicos capilares,

conviene revisar posibles transductores:

Electroquimicos. Han revolucionado los andlisis modernos y han ganado considerable
atencion debido a su simplicidad técnica, sus respuestas rdpidas y sensibles, la
posibilidad de fabricarlos a escala industrial, su bajo coste y la posibilidad de
miniaturizacidon [128]. Los sensores electroquimicos usualmente generan respuestas
eléctricas en presencia de un determinado analito. En la Tabla 1.2 se recogen algunos

de los principales métodos electroquimicos y las propiedades eléctricas que miden.

La Tabla 1.2 indica que en general, las respuestas electroquimicas monitorizadas con
diferentes métodos se basan principalmente en diferencias de potencial, resistencia y
corriente eléctrica, las tres propiedades basicas que permiten caracterizar un flujo de

corriente eléctrica.

Cuando se emplean técnicas electroquimicas como método de analisis, se las puede

dividir en dos grupos principales:

e Los métodos de interfase. Son métodos que responden directa o indirectamente
a la presencia del analito en la superficie del electrodo, que constituye la unidad sensora
en este caso, dando como resultado una modificacion en la sefial eléctrica que puede
ser medida. Se pueden dividir los métodos de interfaz a su vez en dos subgrupos: Los
métodos estaticos y los dinamicos. Los métodos estaticos se definen como aquellos en
los que la corriente eléctrica es nula y no hay alteracién de esta, mientras que los
métodos dinamicos son aquellos que en los que ocurre una transferencia de electrones

entre el electrodo y el analito (se da una reaccién redox).

Un método de interfaz estatico seria la potenciometria, que es uno de los métodos
electroquimicos mas utilizados para aplicaciones analiticas. Un ejemplo de
potenciometria de sobra conocido seria el electrodo de pH, que suele basarse en
electrodos de membrana de vidrio como indicadores de la concentracién (actividad) de
iones H* en disolucion. En general el electrodo de vidrio compara la actividad de los iones

H* a ambos lados de la membrana de vidrio cuya concentracién interna esta fija y es
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conocida. Las diferencias de potencial de las disoluciones a ambos lados de la membrana
se convierten en pH mediante la ecuacion de Nernst.

Tabla 1.2 Principales métodos electroquimicos para el desarrollo de sensores.

Método

Propiedad eléctrica medida Unidades
electroquimico
Potenciometria Diferencia de potencial Vv
Conductimetria Resistencia Q

Amperometria
i Corriente en funcién del potencial aplicado
Voltametria
Culombimetria (Q) Corriente en funciéon del tiempo C=1-s

Relacién entre carga eléctrica y diferencia de

— .1
potencial F=C-V

Capacitancia (C)

Entre los métodos de interfaz dindmicos se encuentran la amperometria, voltametria y
culombimetria como técnicas en las que se controla el potencial y las valoraciones

culombimétricas como técnica en la que se controla la corriente.

e Métodos no de interfaz. Miden la disolucidn en su conjunto en vez de estar
condicionados exclusivamente por los procesos que ocurren en la interfaz electrodo-

disolucién. Es el caso de la conductimetria, por ejemplo [129].

Como el principio fundamental de cualquier sensor electroquimico es el reconocimiento
de analitos a través de una capa activa del material que lo compone y la subsiguiente
transduccidn de la sefial, se puede concluir que los sensores electroquimicos estan casi

siempre basados en métodos de interfaz.

Piezoeléctricos. Reciben también el nombre de sensores basados en la masa. Los
sensores piezoeléctricos emplean materiales en los que se produce una polarizacién de
la carga eléctrica al aplicar una deformacién mecanica. Tipicamente se usan cristales de
cuarzo y el campo eléctrico oscilante producido depende de la naturaleza, tamafio,
forma y masa del cristal. La interaccién del analito con el transductor hace que haya un
cambio de masa y, por tanto, cambia la frecuencia de oscilacidon. Un tipo de sensor
piezoeléctrico habitual es la microbalanza de cristal de cuarzo [130].
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Métodos electroquimicos

Métodos de interfaz Métodos no de interfaz
Estaticos (i = 0) Dindmicos (i # 0) Conductimetria
Métodos de Métodos de
Potenciometria potencial corriente
controlado controlada

Figura 1.18 Clasificacion de los métodos electroquimicos para sensores.

Opticos. Los dispositivos dpticos transforman cambios en propiedades dpticas que se
dan como resultado de la interaccion entre el analito y el receptor en sefiales

digitales/eléctricas para dar informacion sobre el analito [131].

Los diferentes sensores dpticos posibles son: Sensores de fibra dptica, sensores directos

y sensores indirectos.

Los primeros sensores de fibra éptica (FOS) se disefiaron para obtener informacion a
través de fibras dpticas basdndose en el hecho de que las alteraciones de propiedades
fisicas especificas de un medio dan lugar a un cambio predecible en las caracteristicas
de transmisién de luz de la fibra dptica. Sin embargo, ahora es posible medir también
propiedades quimicas mediante técnicas basadas en fibras dpticas. Estas se dividen en
métodos extrinsecos e intrinsecos. Los métodos intrinsecos implican la medida directa
del analito a través de un cambio dpticamente detectable en un indicador inmovilizados
en el extremo de la fibra. En este caso la fibra no se usa como tal para la medida mientras
gue en los métodos intrinsecos si juega un rol activo en las funciones de medida.
Durante la operacion de medida la interaccién de la luz del analito tiene lugar en el

elemento de fibra dptica. Estos sensores no miden directamente el analito, pero si los
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efectos de este sobre propiedades dpticas como son el indice de refraccidn, la absorcion,

la emisién o la polarizacion.

Deteccion
Optica
Fibra dptica Directos Ml.?dl'c.:dos por
indicador
Extrinsecos Absorbancia

7 Reflectancia
Intrinsecos

Refraccidn
Fluorescencia
Fosforescencia

Quimio/bioluminiscencia

Efecto optotérmico

Figura 1.19 Tipos de sensores dpticos.

Por otra parte, en los sensores épticos directos se mide una propiedad éptica intrinseca
del analito para relacionarla con la presencia/ausencia o concentracién de este. Sin
embargo, hay casos en los que el analito no tienen una propiedad dptica intrinseca que
pueda ser medida directamente por lo que se aplican esquemas en los que intervienen
otros reactivos para mediar la respuesta dptica. Casi todos los sensores mediados por

un indicador se basan en medidas de absorcidén o luminiscencia [132].

Entre los posibles métodos de transduccion dptica se encuentran:

e Reflectancia. Indica la proporcidn de radiacion electromagnética reflejada y se
suele medir en un medio no transparente, usualmente usando un indicador

inmovilizado.

e Fluorescencia y fosforescencia. Ambas describen procesos en los que una
molécula emite radiacién dentro del rango visible tras haber sido excitada por una

radiacion de mayor energia. La diferencia fundamental entre ambas radica en que el
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estado excitado en el caso de la fluorescencia es un estado singlete mientras que en el
caso de la fosforescencia es un estado triplete ademdas de que los tiempos entre la
absorcion y la emision de la radiacion son mas lentos en la fosforescencia que en la

fluorescencia [133].

e Quimio-/bioluminiscencia. Estimado por la intensidad de la luz emitida por una

reaccidon quimica en el sistema receptor.
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Figura 1.20 Diagrama de Jablonski de la fluorescencia y la fosforescencia.

e Refraccién. Expresado a través de la variacién del indice de refraccién con la

variacion de composicién de la muestra analizada.

e Efecto optotérmico. Basado en medidas del efecto térmico causado por

absorcion de luz.

e Dispersidon de luz. Particulas de diferente tamafio presentes en la muestra
analizada pueden provocar la dispersion de la luz aportando informacidn estructural util

[134].

e Absorbancia. Provocada por la capacidad de absorber radiacion ultravioleta (UV)
en un rango de longitudes de onda que va desde 200 nm a los 400 nm. Se mide en un
medio transparente y la absorcién puede deberse al analito en si mismo o a la reaccién

de este con un indicador adecuado.
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Entre las formas de deteccién épticas de absorciéon es especialmente relevante la
colorimetria debido a su rapidez, bajo coste, posibilidad de ser usada en zonas remotas,

facilidad de operacion y estabilidad tras la deteccién [135].

5.1 Colorimetria

“Colorimetria” es la combinacién de dos palabras: color y “metrein” (que en griego
significa “medir”) y es la ciencia que estudia procesos relacionados con el color
definiendo métodos que permiten la descomposicion, analisis y descripcién de la luz
visible para cuantificar la informaciéon que aporta el color para el analisis con diversos
objetivos [136]. Para describir el color es necesario hablar de acciones fisicas, como es
producir un estimulo en forma de luz, y resultados subjetivos, como son recibir e

interpretar los estimulos en el sistema visual correspondiente.

5.1.1 Vision humana.

La luz que entra en nuestros ojos es proyectada en la parte posterior del globo ocular,
la retina, donde los receptores de luz absorben una porcion de la luz incidente y generan
una sefial que el cerebro luego interpreta. En muchos aspectos la formacion de la
imagen es similar a la que se produce en una cdmara fotografica. La calidad de laimagen
depende de las propiedades de absorcidn, dispersidon y enfoque de la cérnea, el
cristalino y los fluidos que llenan el globo ocular (humores acuoso vy vitreo). Estos
elementos épticos influyen en el funcionamiento de los receptores de luz.

Musculo ciliar Esclerética

y

/// b ﬁ Coroides
Vo

Févea
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Coérnea j

Disco

Pupila Sptico

Humor acuoso

Cristalino

O

Eibras \\ Nervio 6ptico
A\
zonulares Y vasos
\ retinales
Humor vitreo Retina

Figura 1.21. Elementos del ojo humano.
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Hay dos tipos de receptores, los bastones y los conos, llamados asi de acuerdo con su
forma. Los bastones detectan cantidades muy pequefias de luz, incluso un solo fotén
puede producir sefial, pero debido a que solo hay un tipo de pigmento en los bastones,
estos solo permiten ver los objetos como tonos de gris. Conforme aumenta la cantidad
de luz, los bastones pierden sensibilidad y dejan de mandar sefiales al cerebro. Durante
el dia o en una habitacion bien iluminada los bastones se encontrardn inactivos. Los
conos, que son el segundo tipo de receptores, son los receptores del color y tienen
mucha menos sensibilidad a la luz incidente. Las sensaciones de color son el resultado
de tener tres tipos de conos que responden de manera diferente a diferentes longitudes
de onda. Los estimulos que producen diferentes colores tienen diferentes sefiales en los
conos. Se suelen usar las letras L, M, y S para representar los tres tipos de conos con sus
maximos de sensibilidad repartidas respectivamente en las regiones de longitud de onda
larga, media y corta respectivamente. Hay cierto solapamiento entre los conos,
especialmente entre los L y M, lo cual mejora la discriminacién de colores. Si los
receptores no solaparan en sus sensibilidades espectrales, solo seria posible percibir tres

tonalidades en el espectro.
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Figura 1.22 Estructura celular de los conos y bastones presentes en la retina humana [137].
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Figura 1.23 Espectro de absorcién de los diferentes tipos de conos ( [138].

Cuando dos estimulos, bien sean luces coloreadas o materiales iluminados, generan las
mismas sefnales en los conos, los dos estimulos coinciden en color. Los conos, como
cualquier detector de radiacidn, integran la luz de todas las longitudes de onda que
inciden en ellos. Cada integracion de todas las longitudes de onda incidentes reduce el
espectro entero de la luz incidente a tres sefiales, una por cada tipo de cono, resultando
lo que llamamos tricromatismo. El tricromatismo permite que estimulos que no tienen
exactamente las mismas propiedades espectrales puedan coincidir en color y gracias a

ello, la reproduccion de colores es posible.

Los conos y bastones del ojo forman un mosaico retinal. Los detectores estan
empaqguetados densamente como en un mosaico en el que el patrén varia a lo largo de
la retina. En el centro del ojo (févea) solo hay conos presentes. La visién fovea se usa
para distinguir detalles muy finos como puede ser leer y ver objetos a cierta distancia.
Fuera de la fovea el nimero de conos se reduce bastante y se sitian unos aparte de
otros, quedando los huecos entre conos ocupados por bastones. No hay una conexién
separada con el cerebro por cada receptor individual, sino que estos se encuentran
interconectados con la retina formando campos de recepcion. Por tanto, la resolucidn,
es decir, la capacidad de ver detalles finos depende tanto del mosaico espacial de los

receptores como de cdmo se interconectan.
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Figura 1.24. Mosaico retinal del ojo.

Hay mds conos Ly M que S. La ratio especifica es debatida aun, pero se estima que se
encuentra en torno a 6:3:1 para L:M:S. Ya que la capacidad 6ptica del ojo tiene
limitaciones inherentes, las longitudes de onda cortas de la luz ya estan algo borrosas

cuando llegan a la retina, por lo que es innecesario tener un mayor nimero de conos S.

Al formarse los campos receptores, las sefiales individuales de los conos pueden ser
sumadas o sustraidas unas de otras. Ya que los conos L, M y S tiene diferentes
sensibilidades, diferente nimero y diferentes mosaicos, los campos receptivos tienen
propiedades también bastante distintas. Una simplificacidn tipica es asumir que hay tres
tipos de campos receptivos del color, llamados canales opuestos. El canal blanco-negro
o luminancia resulta de la suma de los conos L y M; tiene la mayor resolucién espacial.
El canal rojo-verde es mayoritariamente el resultado de sustraer los conos M de los Ly
su resolucion espacial es algo menor que la del canal de luminancia. El canal amarillo-
azul resulta de la adicion de las sefiales de Ly My la sustraccién de las S; tiene muy baja

resolucién espacial.
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Por desgracia, hay diferencias en la visién entre humanos. Los compuestos quimicos que
forman los receptores de color varian a lo largo de la poblacién y también lo hacen la
forma de los receptores. Cada persona tiene diferentes absorciones en el cristalino y
propiedades de dispersion. Por lo tanto, la vision del color incluso entre observadores
“con una visién normal del color” varia significativamente. Ademas, entre un 8% y un
0.5% de la poblacion tienen problemas de vision del color con uno o mas tipos de
receptores perdidos o uno de los conos con una sensibilidad espectral desplazada en
longitud de onda. La consecuencia mas importante de la variabilidad en la vision del
color, tanto entre personas con “visién normal” como con personas con defectos en la
percepcion del color, es que a veces dos colores que se ven igual para cierto observador

en unas ciertas condiciones, no lo hace para otro en las mismas [139].

Es por ello por lo que, mas alla de describir la fisica de la radiacion de los materiales o la
fisiologia del ojo, seria interesante poder describir los colores de forma univoca. Los
nombres de colores como “naranja” o “gris” evocan percepciones bastante
consistentes. De hecho, hay 11 nombres de colores basicos que han sido identificados:
Blanco, gris, negro, rojo, amarillo, verde, azul, naranja, morado, rosa y marrén. Sin
embargo, dos muestras pueden ser “rojo” y sin embargo diferir mucho una de la otra

[140].

5.1.2 Dispositivos de captura de imdgenes

Para captar el color de forma objetiva se recurre a dispositivos de imagen. La vision por
ordenador aplicada a los dispositivos microfluidicos se refiere al uso de dispositivos para
la deteccidn dptica para recibir e interpretar de forma automatica la imagen de un
objeto con el objetivo de obtener informacion quimica. Estos sistemas de visidon pueden
variar de unos a otros, pero en general suelen constar de un dispositivo analitico que
cambia de color al entrar en contacto con el analito, un dispositivo de captura de
imagenes conectado a un ordenador o microcontrolador, un sistema de iluminacién y

un software con el que se controla y procesa el conjunto [136].

A pesar de la desventaja de no ser instrumentos especificamente disefiados con fines
analiticos (frente a los espectrofotémetros, que si lo son) la amplia disponibilidad de
este tipo de dispositivos de toma de imagenes y su bajo coste van en la linea de los
objetivos previamente descritos para los sistemas POCy PON [136].
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Entre los posibles dispositivos de imagen se encuentran:

e Escdneres. Un escdner dptico es un dispositivo usado en quimica analitica para
digitalizar la imagen de placas de cromatografia de capa fina, geles de electroforesis y
membranas sensoras Opticas entre otros materiales analiticos susceptibles de necesitar
la toma de imdagenes. Existen varios tipos de escaneres que pueden ser usados como los
de transmisidn, reflexidn, fluorescencia, de pelicula, portatiles, etc. pero los mas
comunes son los de superficie plana y reflexién. En este tipo de escaner se coloca el
material analitico del que se precisa la imagen sobre el cristal y debajo de este hay una
fuente de luz movil y los sensores alineados monodimensionalmente capturan la luz
reflejada cuando la fuente de luz ilumina el elemento analitico de interés y la convierte
en sefial eléctrica [136]. Algunos ejemplos del uso de escaneres en microfluidica son el
dispositivo microfluidico multianalito desarrollado por Abe et al. [141] o el test

colorimétrico de andlisis de Fe (lll) propuesto por Kompany-Zareh et al. [142].

e (Camaras digitales y webcams con sensores CCD o CMOS. Los sensores CCD son
semiconductores que transfieren cargas usando pozos de potencial. Cada bloque
elemental de un sistema CCD genera carga cuando la luz incide sobre él y esta carga,
proporcional a la luz incidente, es posteriormente transferida pixel a pixel de forma
secuencial hasta alcanzar un amplificador. Por su parte, los sensores CMOS surgieron
de forma posterior a los CCD y tienen como ventaja que todas las cargas se pueden
procesar al mismo tiempo, por lo que presentan tiempos de respuesta mas bajos
ademdas de un menor consumo y tamafio. Existen bastantes ejemplos de analisis
guimicos que emplean como forma de deteccién éptica las cdmaras tanto con detector
CCD, bien sean webcams [143,144], camaras de video [145] y camaras digitales

comerciales [146,147], como con detector CMOS [148,149].

e Teléfonos mdviles. El uso mds comun de los sensores CMOS en la actualidad
realmente son las camaras de los teléfonos moéviles ya que el 90% de estos usan
tecnologia CMOS para la captura de imagenes. Tradicionalmente esto se debia a que los
sensores CMOS producen imdagenes con menos ruido y mejor aspecto, pero ahora su
menor consumo de bateria también es importante. La diferencia entre usar una cdmara

de fotos o un teléfono mdvil es que los mdviles combinan la respuesta rdpida y la
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simplicidad de analisis con la posibilidad de comunicar a tiempo real los resultados
mediante tecnologias como el Bluetooth, la NFC (Near Field Communication), RFID
(Radio Frequency Identification), Wifi o 3G/4G/5G, ademds de ofrecer una alta
capacidad de almacenamiento [150]. Por si fuera poco, las ultimas generaciones de
moviles, los llamados smartphones, incluyen una gran variedad de sensores como
acelerémetro y termdémetro para detectar datos a partir de multiples fuentes,
procesadores multicore con una gran capacidad de computacién y una interfaz facil de
usar para interaccionar con el mundo externo por lo que para hacer de ellos los
detectores 6pticos ideales y mas extendidos los investigadores solo tienen que
desarrollar las instalaciones auxiliares que puedan necesitarse (fuentes de luz, soportes
para mantener el dispositivo microfluidico en una posiciéon determinada respecto a la
camara, conexiones a procesadores de datos o aplicaciones desarrolladas para
interpretar la informacion, etc.) [151]. Algunos ejemplos de dispositivos POCy PON que

emplean el smartphone como detector dptico se presentan en la Tabla 1.3.

Las imagenes adquiridas con los dispositivos de imagen resefiados pueden procesarse
con aplicaciones especificamente desarrolladas para ello o con ayuda de programas
disponibles para ordenador como Imagel, Adobe Photoshop, Adobe lllustrator, Matlab

y Python, siendo Imagel el software libre mas usado [160].

Tabla 1.3 Ejemplos de dispositivos POC y PON que emplean el smartphone como detector.

Muestras Descripcion corta Ref.

Vitamina D El sistema consiste en un accesorio de smartphone, unaapp [152]
y una tira sensora que emplea nanoparticulas de oro para
determinar colorimétricamente los niveles fisiolégicos de
25-hidroxivitamina D con una precisién de 10 nM.

Cortisol en El biosensor consiste en un inmunoensayo de flujo lateral [153]

saliva qguimioluminescente que emplea un smartphone para
cuantificar el cortisol en saliva. Se utiliza un inmunoensayo
competitivo usando peroxidasa-conjugado del cortisol y se
anade como sustrato guimioluminescente
luminol/potenciador/perdxido de hidrégeno. La camara del
movil detecta la luz y una aplicacién especifica analiza los
datos. Con este biosensor se logré un rango de
cuantificacion de 0.3 a 60 ng/mL.

93



Hematocrito
en sangre

Glucosa y urea

Sarcoma de

Kaposi

Cocaina

Metales
pesados (Cu,

Ni, Cd y Cr)

Trinitrotolueno
(TNT) en suelo

Usando una camara integrada en el smartphone, se toman
imagenes de la sangre humana en un microcanal y se
analizan con una aplicacién de smartphone logrando una
sensibilidad de 0.53 GSV (a.u.)/%hematocrito.

Un smartphone equipado con una aplicacién de analisis de
color se combina con ensayos colorimétricos de glucosa y
urea de la empresa Vitros®.Con un R2 de 0.9994 o 0.9996
para rangos de concentraciones relevantes tanto de la
glucosa (30-515 mg/dl) como del nitrégeno uréico en sangre
(2-190 mg/dl).

El sarcoma de Kaposi es un cancer infeccioso provocado por
un herpesvirus (KSHV). En este trabajo se detectan los
del KSHV mediante un
colorimétrico que emplea nanoparticulas logrando detectar

acidos nucleicos ensayo
secuencias de DNA del KSHV incluso por debajo de 1 nM.

El ensayo se basa en la diferencia de afinidad entre el ADN
de cadena simple y el de cadena doble por las
nanoparticulas de oro. Para facilitar el analisis se desarrollé
Android

automaticamente la colorimetria. Ademas la actividad del

una  aplicacion de para  caracterizar
ensayo puede mantenerse hasta dos meses.

Consiste en un dispositivo microfluidico 3D basado en papel
para la determinaciéon de metales pesados en aguas. Las
reacciones cromogénicas de sensado se capturan con la
camara del moévil y son analizadas con un ordenador
empleando procesado de imdagenes y software de analisis.
Los limites de deteccién logrados fueron: 0.29 ppm para el
Cu (1), 0.33 ppm para el Ni (1), 0.19 ppm para el Cd (Il) y 0.35
ppm para el Cr (VI).

La camara de un smartphone se usd para capturar los
resultados de un ensayo colorimétrico rapido para
determinar la concentracion de TNT en suelos.

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

Para convertir laimagen de un dispositivo analitico en valores numéricos, se suele dividir

la imagen en una red regular bidimensional de pixeles que posteriormente son

procesados digitalmente. El proceso de segmentacién de la imagen que hace posible

mediante segmentacion por control de umbral (thresholding), segmentacién en torno a

un eje o segmentacién por regiones [136]. A continuacidn, en caso de ser necesario, se
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emplean una serie de operaciones matematicas como la reduccién del ruido, la
correccion del nivel de grises y la correccidn de los difuminados para mejorar la calidad
de la imagen y eliminar defectos y finalmente, se selecciona la regién de interés (ROI)
de la imagen, siendo esta la zona del sensor en la que se esperan observar cambios en
el color relacionados con las variaciones en concentracion o la presencia/ausencia de
analito en la muestra, y extrae la informacidn del color de esta, obviando los colores del

fondo [136].

5.1.3 Espacios de color

Una vez tomadas las imdagenes, realizados los ajustes pertinentes y seleccionados los
ROI, es preciso encontrar una manera de cuantificar el color. Para ello, es necesario
especificar un minimo de tres cantidades (a las que llamaremos “coordenadas de color”)
en unas condiciones de iluminacién y observacién especificas. Esto hace posible
organizar los colores en base a sistemas de tres dimensiones, lo que se conocen como
“espacios de color”. Independientemente del significado que se les asigne a las
variables, con tres es suficiente para describir todos los colores posibles, aunque haya
casos en los que se anadan mas para completar una teoria o mejorar la reproducibilidad.
Por ejemplo, en los procesos tradicionales de imprenta se afiade negro (K) a las tintas
cian, magenta y amarillo (CMY) para obtener mejor las tonalidades oscuras. Estas
variables afiadidas no son dimensiones adicionales por si mismas ya que no son
totalmente independientes de las coordenadas primarias, por ejemplo, algunos de los
colores generados por mezcla de tintas adicionales a las primarias se podrian generar
solo por mezcla de los primarios originales, aunque supusiera una dificultad afiadida

[161].

En base a la literatura hay muchos sistemas de color, algunos que datan de miles de
anos. Para el propdsito de esta Tesis se consideran tres tipos: de mezclado de color
(gobernados por la fisica del color), de percepcién del color y de coincidencia de color

(gobernados ambos por experimentacion visual) [139].

Los sistemas de mezclado del color ejemplifican las relaciones entre los colores
primarios y sus mezclas intermedias. El set de primarios definido depende del método
de coloracidn. El sistema mas sencillo quizas sea el mezclado de la luz coloreada, cuyos
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colores primarios son el rojo, el verde y el azul. Cuando las cantidades de los colores
primarios estdn en su minimo, resulta el negro. Cuando las cantidades de los tres estan
en su maximo, resulta el blanco. Aumentar o reducir las cantidades de los colores
primarios individuales o sus varias combinaciones entre en minimo y maximo en

incrementos pares produce una descripcion sistematica de los colores.

Mientras que los sistemas de mezclado del color evolucionan a partir de definir un
conjunto de primarios, los sistemas de percepcién del color evolucionan de definir un
conjunto de percepciones visuales. Estos sistemas se generan en nuestra mente, por lo
gue no requieren un conjunto de muestras, aunque ejemplificarlos tenga numerosas
ventajas. Sin las muestras, es imprescindible que las percepciones sean inequivocas y
consistentes de una persona a otra. También en estos el espaciado es par, estando
explicito en este caso el concepto de espaciado visual igual. Esto permite interpolar
visualmente y facilita la clasificacién de los colores en incrementos pequefos. De todos
modos, cuando se quieren producir muestras que ejemplifiquen el sistema, hay muchos
aspectos criticos que tener en cuenta. El primero tiene que ver con la visualizacion y la
iluminacidén ambiente pero la eleccién de materiales es igualmente critica. El set de
estimulos no deberia ser sensible a cambios ambientales. Esto incluye cambios causados

por la humedad y la temperatura, por aclarado o amarilleado con el tiempo, etc.

Un ejemplo de un sistema de color percibido seria el Sistema de Color Natural (NCS).
Este sistema se basa en que hay seis colores elementales que son el amarillo, el rojo, el
azul, el verde, el blanco y el negro, que son los que se corresponden con nuestras
sensaciones de color mas simples, percibiendo el resto como combinaciones de 2,3 e
incluso 4 de estos colores. El espacio de color se define en base a tres coordenadas:

negrura, cromaticidad y tonalidad, expresadas en porcentajes [162].

El ultimo tipo de sistemas de color son los basados en la coincidencia de colores. El color
a reproducir debe coincidir con el color de la muestra vista e iluminada en unas
condiciones especificas. Si estamos comparando luces coloreadas con muestras
materiales simplificamos las condiciones de manera que la luz emitida por el dispositivo

coincida con la luz reflejada por el material.
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Esta clasificacion de los sistemas de color es util porque dependiendo de para qué se

vaya a usar la medida del color, se elige un espacio de color u otro [139].

La principal diferencia entre espacios de color es la dependencia del dispositivo. Las
coordenadas de color de espacios independientes del dispositivo son siempre las
mismas sea cual sea el medio de salida. Los espacios xyY y su equivalente, la
representacion XYZ, estarian dentro de esta categoria. Para que se entienda, un estimulo
que sea caracterizado por un trio de valores XYZ se percibirdn como el mismo color que
otro estimulo procedente de una fuente diferente pero que tenga el mismo trio de
valores XYZ. Esto se debe a que el espacio XYZ se basa en como el ojo humano percibe
la luz y, por tanto, es independiente del medio en el que se encuentre el color. Por otro
lado, estarian los espacios de color que dependen del dispositivo, que tendran
diferentes coordenadas para un mismo color si se presenta en diferentes dispositivos de
salida. Los espacios RGB y CMYK caen dentro de la categoria de espacios dependientes
del dispositivo porque se definen con relacién a unos colores primarios muy especificos.
Asi pues, un trio de valores RGB en un ordenador Apple Macintosh no representara el

mismo color que ese mismo trio de valores en un ordenador Windows.

Otra distincidén a tener en cuenta es la facilidad con la que las coordenadas pueden
asociarse mentalmente con el color que codifican. Por ejemplo, el espacio de color HSB
se ha popularizado debido a lo facil que resulta visualizar un trio de valores de sus
coordenadas mientras que un conjunto de valores de RGB o CMYK puede ser dificil de

visualizar y los de xyY son casi imposibles de imaginar para un usuario inexperto [161].

Algunos de los espacios de color mas comunmente usados en el desarrollo de sensores

Opticos se presentan a continuacion.

Espacio RGB

Es el espacio de color mas comun en los dispositivos de captura ya que funciona de
manera similar a la vision humana y se usa como espacio de color a partir del cual se

obtienen otros espacios de color.
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RGB viene de los nombres en inglés de rojo (R), verde (G) y azul (B), que son las tres
coordenadas de color de las que se vale este espacio de color aditivo para describir de
forma univoca cualquier color. Los valores pueden variar desde el trio [0, O, 0], que
representa el color negro, al trio de valores [2"1, 2", 2™1] (Blanco) siendo n el nimero

de bits digitalizados para cada canal del dispositivo [136].

B
(0,0,255)

{

_ Blanco
(255,255,255)

R G
(255,0,0) \ (0,255,0)

Figura 1.25 Representacion del espacio de color RGB mediante vectores 3D [163].

Al depender del dispositivo, el espacio RGB no esta globalmente estandarizado y un trio
de valores RGB puede representar visualmente dos colores diferentes en dos
dispositivos distintos. Se han hecho valiosos intentos de estandarizarlo (Por ejemplo,
Adobe RGB) pero, a pesar de ello, su fuerte dependencia con la iluminacién ha impedido

su uso en algunas aplicaciones de alta resolucién.

Para paliar este efecto de la iluminacién y poder aprovechar la simplicidad y capacidad
de medida directa con detectores de imagen electrénicos de este espacio de color, lo
gue se hace cuando se emplea en el desarrollo de sensores dpticos es, en vez de usar
las tres coordenadas por separado, emplear una combinacién de las coordenadas RGB
o definir una magnitud llamada “intensidad” para definir la contribucién colorimétrica

de la luz incidente sobre los elementos sensores del detector [136].
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Espacio HSV

Este espacio de color describe totalmente un color en base a 3 coordenadas: la tonalidad
(H), la saturacion (S) y el brillo (V). La tonalidad se suele definir como la longitud de onda
dominante del espectro de radiacion de un color. La saturacidn consiste en la pureza del
color y finalmente, el brillo, representa la intensidad de la luz presente en el color

descrito.

Tonalidad

Saturacion

Figura 1.26 Representacion del espacio de color HSV.

Las coordenadas HSV pueden obtenerse facilmente a partir del espacio de color RGB,
transformdandolo en un espacio perceptualmente uniforme vy, por tanto, clasificando los
colores puramente en relacidn a como el ojo humano los percibe. Este tipo de espacios
de color que emplean la tonalidad, saturacién y brillo se conocen también como

espacios de color fenomenoldgicos [136].

En este contexto también existe el espacio de color HSl en el que la | es por “Intensidad”
y el HSL donde la L es la luminancia del color. Todos ellos se consideran espacios de color
orientados con la tonalidad, aunque no sean equivalentes debido a la definicién de
saturacion. Para HSV la saturacion se entiende que estd definida entre blanco y color

saturado mientras que en HSI y HSL va desde el gris hasta el color saturado.
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6. Aplicaciones de los uPADs, uTADs y uCADs

Algunas areas en las que se aplican los dispositivos microfluidicos basados en fibras son:

e Farmacia y toxicologia. En los ultimos afios se han desarrollado tecnologias de
cribado de alto rendimiento para encontrar nuevos farmacos, sin embargo, la
productividad de la investigacién de nuevos farmacos ha caido en parte debido al alto
coste de las tecnologias disponibles actualmente [164]. Es por ello que la miniaturizacion
de los ensayos a través del uso de dispositivos microfluidicos es una aproximacién
prometedoray aun lo es mas el empleo de fibras como soporte, ya que estas tienen bajo
coste, pueden conducir el flujo por capilaridad y son idéneas como plataformas de
cultivo celular. La actividad de multiples farmacos contra el cancer (entre ellos la
cicloheximida, el etopdsido y la camptotecina) se ha comprobado a través de la

apoptosis del crecimiento de células en soportes de fibra.

También para el analisis de la calidad de los farmacos en formato de dosis para el
suministro, son utiles. Hay farmacos que pueden verse afectados por las condiciones de
transporte y almacenamiento y los métodos instrumentales convencionales pueden ser
muy costosos frente a los dispositivos microfluidicos mas baratos y portatiles. De hecho,
Manmana et al. [165] propusieron un ensayo colorimétrico de analisis de dopamina en

formato inyectable usando un uPAD.

Los medicamentos falsificados son medicamentos con férmulas farmacéuticas que
carecen de principios activos, contienen cantidades incorrectas de principios activos,
contienen impurezas o tienen etiquetas incorrectas. Son falsificados intencionalmente,
elaborados por fabricantes no registrados que no cumplen las normas de calidad
establecidas [166]. Estos medicamentos, ademas de poner en riesgo la salud de quienes
los consumen, son antibidticos en su mayoria, por lo que su uso se ha relacionado con
un riesgo creciente de resistencia antimicrobiana, que es uno de los mayores problemas
del sector sanitario en la actualidad. Ademas, debido a la prevalencia de los
medicamentos falsificados en areas en las que es dificil llevar a cabo un control de
calidad tradicional, los dispositivos microfluidicos basados en fibras juegan un papel

importante como herramienta de screening en este caso. De hecho, la deteccién de
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antibidticos B-lactama como la amoxicilina se puede llevar a cabo con ensayos

colorimétricos [167].

En el dmbito de la toxicologia, la microfluidica también es esencial ya que permite
analisis in situ con pequeiios volimenes de muestra [168]. Por ejemplo, recientemente
se ha demostrado que el arsénico promueve un cambio estructural en los nanoprismas
de plata, dando como resultado un cambio de color. Basandose en este hecho Saadati
et al. [169] propusieron un dispositivo basado en papel para detectar arsénico en orina,
mostrando un limite de cuantificacién comparable o incluso mejor que el de los

dispositivos que se emplean habitualmente.

e Medio ambiente. Se encarga del andlisis de contaminantes medioambientales,
gue engloba el analisis de suelos (en busca de residuos de explosivos o de contaminantes
como los metales pesados, por ejemplo), del aire (en busca de contaminantes gaseosos
o en suspension), el analisis ecoldgico (pesticidas, insecticidas, fungicidas), el de aguas

(microorganismos), etc.

Conforme la tecnologia ha avanzado, el medio ambiente ha sufrido mayores
contaminaciones por metales pesados, nutrientes, microorganismos, contaminantes
organicos, pesticidas, etc. Muchos de estos contaminantes son extremadamente
perjudiciales para la salud humana y por ello es muy importante desarrollar técnicas
instrumentales capaces de detectar bajas concentraciones de analitos en diversas
matrices. En muchos casos los métodos analiticos empleados requieren equipos
costosos y personal especializados para llevarlos a cabo. Sin embargo, los dispositivos
microfluidicos basados en fibras presentan la ventaja de requerir pequefios voliumenes
de muestra y dar respuestas rapidas in situ a problemas analiticos. Los dispositivos
microfluidicos son una oportunidad para monitorizar mayores extensiones geograficas
con costes reducidos. Algunos ejemplos de problemas medioambientales que se pueden
evaluar gracias a estos dispositivos son el analisis de suelos en busca de contaminantes
gue puedan reducir su fertilidad o impedir su capacidad de retener nutrientes o agua, la
deteccidon de residuos de explosivos (p.e. deteccion de TNT en ropa, pieles o sobres)
[170], la contaminacién con metales pesados (p.e. Nam y An propusieron un dispositivo

de papel efectivo y facil de usar para evaluar la toxicidad del cobre y el niquel en el suelo
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con algas) [171] o el analisis de contaminantes en el aire, como por ejemplo los
pesticidas organofosforados y carbamatos, los bisfenoles [172,173], el amoniaco o el

sulfuro de hidrégeno [174-176].

e Alimentario. El ejemplo mas avanzado de sistemas PON orientado al control
alimentario son los envases inteligentes, que llevan el control alimentario mas alla de la
cadena de produccién, incluyendo también la distribucion y el periodo de tiempo

comprendido entre la compra del producto hasta su consumo.

El envasado inteligente se refiere a los sistemas de envasados que llevan incluidos
sensores alimentarios. Se usan para extender la vida util de un producto, controlar su
frescor, mostrar informacidon sobre la calidad y mejorar la seguridad de los
consumidores. El envasado inteligente es el futuro en sociedades en las que el
desperdicio de alimentos alcanza cifras extremadamente altas y permite a los
consumidores tomar decisiones mejor informadas acerca de los alimentos que compran

[177].

Un ejemplo de desarrollo de envases inteligentes seria el propuesto por Grazioli et al.
[178]. El malondialdehido es un producto secundario de la oxidacion de acidos grasos
poliinsaturados que se determina a menudo en una reaccién lenta con acido
tiobarbiturico. El producto de la reaccion es un aducto de color rosaceo facilmente
detectable por medios dpticos por lo que en la investigacidn se desarrollé una etiqueta
colorimétrica a partir de discos de papel sumergidos en una disoluciéon del acido
tiobarbiturico. También ha habido avances hacia la incorporacién de la circuma, que
exhibe cambios de color frente a variaciones de pH, en peliculas de biopolimeros como

son la gelatina o el acido polilactico [179].

e Médico. Entre los multiples avances en medicina que se estan logrando con los

dispositivos microfluidicos de tela, hilo y papel, cabe resaltar los sistemas vestibles.

Los dispositivos vestibles son dispositivos analiticos que se colocan en alguna parte del
cuerpo de una persona de manera que resulten cdémodos, como puede ser ropa,

vendajes, relojes, gafas, lentes de contacto y anillos, y que proporcionan informacion
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fisioldgica del portador o su entorno con la ventaja de ser portatiles, sencillos de usary

facilmente adaptables al entorno [180].

Los dispositivos vestibles se desarrollaron sustancialmente en la década pasada gracias
al desarrollo de la electrénica miniaturizada e impresa pero han estado especialmente
orientados al control de parametros fisicos como puede ser el ritmo cardiaco, el nivel de
oxigeno en sangre, la temperatura corporal, el movimiento del cuerpo, la actividad
cerebral y la presidn sanguinea entre otros, habiendo muchos menos dispositivos

vestibles orientados a la obtencién de informacién quimica del portador [181].

El seguimiento de biomarcadores en fluidos biolégicos como el sudor, la saliva o las
ldgrimas supone la ventaja de evitar perforaciones mas o menos dolorosas en la piel
propias del muestreo de sangre y su combinacién con la portabilidad de los dispositivos
vestibles aumenta la frecuencia de obtencidn de la informacién, dando lugar a alertas
tempranas de variaciones en el estado de salud del portador, que repercuten en la toma

de decisiones médicas [182].

Algunos ejemplos de dispositivos vestibles desarrollados en los ultimos afos son el
vendaje inteligente desarrollado por Kassal et al. [183] para el control de las variaciones
de pH del liquido exudado por heridas, de manera que sirva para relacionarlo con la
correcta cicatrizacion o la infeccidén de la herida o el interés creciente en el control a
tiempo real de farmacos para mejorar las terapias individualizadas que presentan Bian

et al. [184].

103



104



Introduccion

iNDICE DE FIGURAS

Figura 1.1 Tira sensora de pH de la casa comercial Panreac. .....ccccccceveeeeevecnvvinneeeeenenn. 32
Figura 1.2 Esquema de los componentes de un inmunoensayo de flujo lateral............ 34
Figura 1.3 Linea temporal de los materiales usados en dispositivos microfluidicos. .... 38
Figura 1.4 Esquema de las fuerzas implicadas en la microfluidica en papel. ................ 41
Figura 1.5 Montaje para Serigrafia. ....eeeeiiiiiiiiiiieeeee ettt e e e e e e 51
Figura 1.6 Corte con plotter de una pelicula de acetato. ....cceeeeeeeiieiiieviiieeee e, 52
Figura 1.7 Corte |ldser de una pieza de conglomerado. .......ccccceeeevreeeeieciireeeccreeee e, 54
Figura 1.8 Esquemas de los sistemas de control de flujo desarrollados por Lutz et al.
[85] (A) Xiao et al. [84] (B) y Toley et al. [33] (C)).ceeeeuererrerireeeeciieeeeeiire e e cereee e eevreee e 58
Figura 1.9 A) Red de polimero ideal. B) Uniones multifuncionales. .......ccccecvvreeecunnenn. 62
Figura 1.10 Clasificacion de 105 hidrogeles.....cccccuueiiiecieieiiciieei e 63
Figura 1.11 Mecanismo de las reacciones de Diels-Alder.......ccccoevveeiiriieeerinieeeeeiesnennn. 70
Figura 1.12 Clasificacion de los métodos electroguimicos para Sensores. .......cccecuvuen.. 84
Figura 1.13 Tipos de SENSOreS OPLICOS. wiiiiivrrreiiriireeririieeeresiireessereeeesssareeesessseeeessssseens 85
Figura 1.14 Diagrama de Jablonski de la fluorescencia y la fosforescencia................... 86
Figura 1.15 Estructura celular de los conos y bastones presentes en la retina humana
1 R 88
Figura 1.16 Espectro de absorcion de los diferentes tipos de conos ( [135]. ................ 89
Figura 1.17 Representacidn del espacio de color RGB mediante vectores 3D [160]. ... 98
Figura 1.18 Representacion del espacio de color HSV.......cccceeiivcvieeiiccieeenescieee e, 99

105



106



Introduccion

iNDICE DE TABLAS

Tabla 1.1 Ejemplos de ensayos que se realizan con dispositivos POC.......cccccceeeecunnnneen. 30
Tabla 1.2 Principales métodos electroquimicos para el desarrollo de sensores........... 83
Tabla 1.3 Ejemplos de dispositivos POC y PON que emplean el smartphone como

(o 1=t oY PR 93

107



108



Metodologia

CAPITULO 2:

METODOLOGIA

109



110



Metodologia

CAPITULO 2: METODOLOGIA
1. Reactivos, materiales e instrumentacion

1.1 Reactivos

Todos los productos quimicos empleados durante esta Tesis Doctoral fueron de grado
analitico, se adquirieron en la casa comercial Merck y se presentan en las Tablas 2.1, 2.2

y 2.3 separados en reactivos, disolventes y gases respectivamente.

Tabla 2.1 Relacion de reactivos utilizados en esta Tesis Doctoral.

No CAS Nombre del reactivo Abreviatura
85-85-8 1-(2-Piridilazo)-2-naftol PAN-Cu
91-10-1 2,6-Dimetoxifenol
931-36-2 2-Etil-4-metilimidazol EMIES
1193-02-8  4-Aminotiofenol
596-01-0 a-Naftolftaleina
4767-03.7 Acid(? 2,?—bis(hidroximeti|) OMPA
propionico
64-19-7  Acido acético AcOH
7647-01-0  Acido clorhidrico
7664-93-9  Acido sulfurico
79-06-1 Acrilamida AAm
57-09-0 Bromuro de cetiltrimetilamonio CTAB
497-19-8 Carbonato de sodio
9004-57-3  Etilcelulosa
7447-41-8  Cloruro de litio
9004-54-0 Dextran
701921-71-3 Di.cian.amida de. . PDCA
trihexiltetradecilfosfonio
7778-77-0  Dihidrégeno fosfato de potasio
77-77-0 Divinilsulfona DVS
1310-58-3  Hidrdxido de potasio
1310-73-2  Hidrdxido de sodio
17756-58-0 Hidroxido de tetraoctilamonio TOAOH
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(E)-2,6-dimetoxi-4-((4-((2-
vinilsulfonil)etil)tio)fenil)diazenil) AD-VS-1
fenol

548-62-9 Indicador cristal violeta

7758-11-4  Monohidrégeno fosfato de potasio

2210-25-5  N-isopropilacrilamida NIPAM
110-26-9 N,N’-metilenobis(acrilamida) MBAA
110-18-9 N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina TEMED

31175-20-9 Nafion 5 wt %

7632-00-0  Nitrito de sodio

37682-29-4  Nitrofeniloctiléter NPOE
7727-54-0  Persulfato de amonio APS

Sal de sodio de azul de
34725-61-6
bromofenol

13590-82-4 Sulfato de cerio
7783-20-2  Sulfato de amonio

78-10-4 Tetraetoxisilano TEOS
126-73-8 Tributilfosfato TBP
121-44-8 Trietilamina

2996-92-1  Trimetoxifenilsilano PTMOS

77-86-1 Tris-(hidroximetil)-aminometano Tris base

Tabla 2.2 Relacidn de disolventes empleados en esta Tesis Doctoral.

No CAS Disolventes Abreviatura
67-63-0 2-Propanol
67-64-1 Acetona
142214-04-8 Diclorometano
2679-89-2  Dietiléter

67-68-5 Dimetilsulfoxido DMSO
64-17-5 Etanol EtOH
110-54-3 Hexano

67-56-1 Metanol MeOH

108-88-3 Tolueno
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Tabla 2.3 Relacidn de gases empleados en esta Tesis Doctoral.

No CAS Gases
7783-06-4  Acido sulfhidrico
7664-41-7 Amoniaco

124-38-9 Dioxido de carbono
7727-37-9  Nitrégeno

Se han preparado disoluciones tampodn fosfato de pH comprendidos entre 4 y 10 de
concentraciéon 0.1 M por diluciéon a partir de dos disoluciones madre de la misma
concentracién de monohidrogenofosfato de potasio y dihidrégenofosfato de potasio

ajustando con disoluciones diluidas de acido clorhidrico e hidréxido de sodio.

Se prepard una disolucidn de carbonato de sodio de concentracién 1 M para el lavado
de hilos y telas previo a la retencion del indicador y se disolvié en disolucidn acuosa de
base Trizma para preparar una disolucion tampdén de pH 9.5 para realizar un primer

lavado de las telas con indicador covalentemente unido.

Como espesante de las tintas se prepard una disolucién de 20 g de etilcelulosa en 100
mL de etanol. Una vez se logré formar una disolucién homogénea se adicionaron 5 mL

de TBP.

1.2 Instrumentos y equipos

Los instrumentos y equipos empleados durante la realizacién de esta Tesis Doctoral se

recogen a continuacion:

e Espectréometro de matriz de diodos Agilent modelo 8453 (Connecticut, EE.UU.)
conectado mediante la interfaz InfiniBand HP a un ordenador con procesador Pentium
MMX 200 con una memoria RAM de 64 Mb, sistema operativo Windows 95, y disco duro
de 4,3 Gb

e Espectrémetro Varian Direct Drive 400 MHz de la casa comercial Varian Medical

Systems Iberica S.L. (Madrid, Espafia)
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e Espectrometro Waters LCT Premier XE de la casa comercial Waters

(Massachusetts, EE.UU.)

o Teléfono mévil Samsung Galaxy S4 Zoom con la aplicacién Open Camera (Sedl,

Corea del Sur)

e Teléfono inteligente Samsung Galaxy S7 de la casa comercial Samsung (Sedl,

Corea del Sur)

e Balanza analitica de precisién modelo DV215CD con una precision de 0.1 mg de

la casa comercial Ohaus (Nueva Jersey, EE.UU.)

e Balanza analitica modelo BWL51 de la casa comercial Boeco (Hamburgo,

Alemania)

e pHmetro Crimson micropH 2000 de la casa comercial Hach Lange Espaiia

(Barcelona, Espana)

e (Camara de fotos Sony DSC-HX300 de la casa comercial Sony (Tokio, Japdn) con

zoom 6ptico de 50x y sensor CMOS Exmor R® de 20.4 megapixeles

1.3 Aparatos de laboratorio

= Ultrasonidos Ultrasons HD con sistema calefactor de la casa comercial JP Selecta

S.A. (Barcelona, Espafia)
= Vortex V2H de la casa comercial Boeco (Hamburgo, Alemania)
= Estufa ULM500 Memmert (Schwabach, Alemania)

= Frigorifico LKexv 3600 MedLine de la casa comercial Liebherr Iberica, S.L.

(Madrid, Espafia)

= Bomba peristaltica Minipuls 3 de la casa comercial Gilson (Berlin, Alemania)
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= (Cortadora laser de CO; Rayjet 50 de la casa comercial Trotec Laser (Trotec,

Austria)

= QOsciloscopio de sefial mezclada MS04101 de la casa comercial Tektronix (Oregén,

EE.UU.)
=  Multimetro Digital 81/2-bit 3158A de Agilent Technologies (California, EE.UU.)

= Generador de Formas de Onda de 15 MHz modelo 33120A de Agilent

Technologies (California, EE.UU.)
= Fuente de alimentaciéon DC modelo E3630A de Agilent Technologies

= Fresadora mecanica modelo ProtoMat S100 de la casa comercial LPKF Laser &

Electronics AG (Garbsen, Alemania)

= Microcontrolador Altium Designer 19.1.7 de la casa comercial Altium Limited

(Nueva Gales del Sur, Australia)

= Impresora 3D de escritorio Witbox 2 de la casa comercial BQ (Madrid, Espafia)
qgue emplea filamentos de poliuretano negro y filamentos de acido polilactico de

diametro 1.75mm de la casa comercial Filaflex.
= Impresora 3D Form 3+ de la casa comercial Formlabs (Berlin, Alemania)

= Microondas Start Milestone de l|a casa comercial Gomensoro S.A.

Instrumentacion Cientifica (Madrid, Espafia)
= Bomba de jeringa Model 11 de Hardvard Apparatus (Massachusetts, EE.UU.)

= Maquina de serigrafia semiautomatica MSM-004V de la casa comercial Croma

Ibérica SL (Girona, Espana)
= Pantallas de serigrafia de 120 hilos de nylon por centimetro (T-cm™)
= Regulador de flujo masico controlado por ordenador de Iberfluid Instruments

(Madrid, Espaiia)
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=  Camara climatica VCL4006 de Votsch Industrietechnik (Oberhausen, Alemania)

= (Caja de luz con dos tiras de luz LED (50 LEDs cada una, de 550 lumenes,

temperatura del color 5600 K) de la casa comercial PULUZ (China)

= Estacién Milli-Q Milli-RO 12 plus de la casa comercial Millipore (Bedford, MA,
EE.UU.)

= Plotter de corte X-Y de la casa comercial Secabo GmbH (Wolnzach, Alemania)
= Sistema corona de la casa comercial Tantec (Chicago, EE.UU.)

= Equipo de spin coating modelo WS-400BZ-6NPP/LITE (REV. MS) de la casa

comercial Laurell Technologies Corporation (Gales, Reino Unido)

=  Fuente de alimentaciéon modelo E3616A de la casa comercial Hewlett Packard

(Madrid, Espafiia)

= Secador modelo SP-213 220-240V~/50Hz/2000W de la casa comercial Ansonic

(Nanjing, China)

= |laminadora térmica de 420 W modelo LM-320 de la casa comercial PrideMatik

(Barcelona, Espaiia)

= Mezclador de gases de Iberfluid Instruments S.A. (Madrid, Espafia)

1.4 Materiales de laboratorio

= Hilo de algoddn blanco de calibre 12 y NTex 94 de Finca Presencia Hiladuras S.A.

(Espaiia)

Telas de la casa comercial telas.es:

o

Jersey algoddn blanco (95% algoddn 5% licra, 195 g/m2, No 205_10007_012)

O

Sarga blanca (100% algoddn, 240 g/m?, No 81_2888 050)

o Poliéster blanco (100% poliéster, 148g/m?, No 81_2795_050)
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o Poliéster blanco (100% poliéster, 146g/m?, No 63_5350_02)
o Piqué tipo gofre — blanco (100% algoddn, 235.00 g/m?, No 81_02903_050)
o Pufios blancos (93% algoddn 7% elastan, 270 g/m?2, No 37_1033_001)
o Sudadera blanca (94% algoddn 6% elastan, 245 g/m?, No 81_2188_050)
o Suéter blanco (100% algodén, 300 g/m?, No 37_1035_001)
o Muselina/doble arruga blanca (100% algoddn, 135 g/m?, No 81_3001_050)
o Franela de algoddn (100% algoddn, 165 g/m?, No 4_panbrush_10)
o Corduroy fino blanco (100% algodon, 166 g/m?, No 81_9471_051)
= Papeles de la casa comercial Filter Lab (Barcelona, Espafia):

o Papel de filtro (ref. 1420, peso base 80 g/m?, espesor 170 um, retencion 14-18

um)

o Papel filtro de analisis cuantitativo 1246 de filtracion muy lenta, gramaje 100

gr/m?, espesor 0.200 mm, porcentaje de cenizas inferior al 0.01% y tamafio de poro 1-3

pHm

o Papel filtro de analisis cuantitativo 1240 de filtracion media, gramaje 80 gr/m?,

espesor 0.170 mm, porcentaje de cenizas inferior al 0.01% y tamafio de poro 14-18 um

o Papel filtro de analisis cuantitativo 1242 de filtracion medio-lenta, gramaje 80
gr/m?, espesor 0.170 mm, porcentaje de cenizas inferior al 0.01% y tamafio de poro 7-9

um

o Papel filtro de andlisis cuantitativo 1238 de filtracidn rapida, gramaje 80 gr/m?,

espesor 0.180 mm, porcentaje de cenizas inferior al 0.01% y tamafio de poro 20-25 um

o Papel filtro de analisis cuantitativo 1244 de filtracién lenta, gramaje 80 gr/m?,

espesor 0.160 mm, porcentaje de cenizas inferior al 0.01% y tamafio de poro 2-4 um
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o Papel filtro de analisis cualitativo bajo en cenizas 1248 de filtracion rapida,
gramaje 80 gr/m?, espesor 0.180 mm, porcentaje de cenizas inferior al 0.06% y tamafio

de poro 25-30 pum

o Papel filtro de andlisis cualitativo bajo en cenizas 1249 de filtraciéon muy rapida,
gramaje 80 gr/m?, espesor 0.210 mm, porcentaje de cenizas inferior al 0.06% y tamafio

de poro 25-30 um

o Papelfiltro de andlisis cualitativo bajo en cenizas 1254 de filtracién lenta, gramaje
80 gr/m?, espesor 0.150 mm, porcentaje de cenizas inferior al 0.06% y tamafio de poro

2-4 um

= Papel Whatman grado 1, de 180 um de grosor, porcentaje de cenizas inferior al
0.06% y tamaiio de poro de 11 um (Cat N°: 1001-824) de la casa comercial Whatman

(Inglaterra, Reino Unido)

= Pelicula de acetato de celulosa de 0.5 mm de espesor y densidad 1.3 g/cm?3, de la

casa comercial Goodfellow (Londres, Reino Unido)

= Papel MF1 Cat N°. 8122-2250 de la casa comercial Whatman (Buckinghamshire,

Reino Unido)

= Papel LF1 Cat N°. 8121-1750 de la casa comercial Whatman (Buckinghamshire,

Reino Unido)

= Membrana de transferencia de nailon Nytran SPC de 0.45 um Cat N°. 10416294

de la casa comercial Whatman (Buckinghamshire, Reino Unido)

= Politereftalato de Etileno (PET) de espesor 0.25 mm orientado biaxialmente de la

casa comercial Goodfellow (Buckinghamshire, Reino Unido)

= Politereftalato de Etileno (PET) de espesor 0.125 mm orientado biaxialmente de

la casa comercial Goodfellow (Buckinghamshire, Reino Unido)

= Kapton de espesor 250 um de la casa comercial DuPont (Paris, Francia)
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» Acido polilactico (PLA) 100% de colores negro, blanco y rojo de la casa comercial

BQ (Madrid, Espaiia)

= Placas de aluminio de cromatografia fina con una matriz de gel de silice 60

modelo F245 de la casa comercial Merck (Nueva Jersey, EE.UU.)

= Picndmetro Gay-Lussac de 10 mL calibrado de Boro 3.3 de la casa comercial Pobel

(Bryne, Noruega)

= (Calibre digital de acero inoxidable de 150 mm de precisién 0.01 mm casa

comercial Laste inc. (Madrid, Espafia)

= Ldmpara UV modelo VL-6.LC de la casa comercial Vilber Lourmat (Collégien,

France)
= (Cinta adhesiva de doble cara de Miarco (Valencia, Espaiia)

= Tintas de plastisol de colores ultramarino (1575), rojo brillante (5254), amarillo

limén (5152) y negro (5051) de la casa comercial Marancolor (Madrid, Espafia)

= Tinta textil ecolégica de base acuosa Serie A-1002 Base Mezcla de la casa

comercial Tiser (Madrid, Espaiia)

= Laca textil de base acuosa Serie L-2002 Base Mezcla de la casa comercial Tiser

(Madrid, Espafia)

= Plastex opaque White DKO1 de la casa comercial SunChemical (Nueva Jersey,

EE.UU.)

=  Emulsién de serigrafia VARIOCOAT 10019 Violet de la casa comercial Marancolor

(Madrid, Espafia)
= Limpiatintas Varioclean S 4306 de la casa comercial Marancolor (Madrid, Espana)
= Desengrasante Varioprep 3002 de la casa comercial Marancolor (Madrid, Espafia)

= Pantallas de serigrafia de entre 32 y 120 hilos con marcos de madera o aluminio
de la casa comercial Marancolor (Madrid, Espafia)
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= Limpiadora de agua a presion modelo K2.120 de la casa comercial Karcher

(Winnenden, Alemania)

=  Soporte de gelificacion Mini-Protean modelo 1658050 de la casa comercial Bio-

Rad con cristales espaciadores de 0.75, 1.0 y 1.5 mm (California, EE.UU)
= Material superabsorbente de marca registrada Flexicel (Barcelona, Espafia)

= Material volumétrico (matraces aforados y Erlenmeyer, vasos de precipitado,

probetas, etc.) de la casa comercial Afora (Salamanca, Espaiia)

= Juego de pipetas para volumenes comprendidos entre 0.5 puL y 10 mL modelo

Nichipet EX Il de la casa comercial Nichiryo (Tokio, Japdn)

1.4 Software empleado

Para la obtencion y el procesamiento de datos se emplearon los softwares
proporcionados por las casas comerciales de los instrumentos y equipos anteriormente
citados (ChemStation UV-Vis para el espectrofotémetro UV-Vis, Rayjet Commander para
la cortadora laser, el software de fuente abierta Cura para controlar los parametros de la
impresora 3D de filamento y el software FlowView versién 1.23 de Bronkhorst High-Tech
B.V. para el mezclador de gases) y softwares libres para el procesamiento de videos e
imagenes (Avidemux para la extraccién de fotogramas de videos e Imagel para el analisis

de imagenes).

Para programar el software incorporado del microcontrolador se empled el programa

MPLAB X IDE v5.40 de la casa comercial Microchip Technology Inc. (Arizona, EE.UU.).

Los disefios 3D para la impresora 3D Form 3+ se realizaron con el programa SketchUp

2020y los aplicados en la cortadora laser con Adobe lllustrator CC 2014.

Ademds, tanto para la pulsera de medida de pH a tiempo real como para la medida de
los codigos sensores fue necesario el desarrollo de aplicaciones de Android™. Estas se
llevaron a cabo con el programa Android Studio 4.2.2 y se testaron frente a API 26, siendo

compatibles con versiones previas de Android también.
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2. Desarrollo de sensores

El desarrollo de sensores consta de una serie de etapas que garantizan que el dispositivo
obtenido es capaz de cumplir con su funcién de manera adecuada y durante las cuales

se suele procurar aplicar los principios de la quimica verde [185].

2.1 Diseino

2.1.1 Consideraciones previas
Antes de que se construya el prototipo del sensor es necesario definir o tener al menos

una idea aproximada de una serie de aspectos del dispositivo final como son [186]:

e Elusuario final del sensory el ambiente en el que este va a ser empleado. A veces
se pretende que el usuario sea el propio paciente, como en el caso de los glucdmetros
qgue emplean las personas con diabetes, siendo probable que este no tenga
entrenamiento en este tipo de analisis. Sin embargo, en otros casos, el usuario final sera
un médico o técnico sanitario con cierta experiencia en su uso. Esto son factores a tener
en cuenta a la hora de plantear el sensor. Ademas, en ocasiones se han disefiado
dispositivos con la intencién de ser usados en paises en vias de desarrollo sin tener un
conocimiento suficiente de los recursos médicos disponibles en ese pais [187]. Por lo
gue definir quién lo va a usar y dénde y entender sus potencialidades y limitaciones es
clave para mejorar la viabilidad y un manejo adecuado del sensor, repercutiendo en la

fiabilidad del ensayo analitico.

e La operacién del usuario. Hay muchos pasos incorporados en la operacién de
usuario que se suelen pasar por alto. En este apartado se distingue entre la recoleccion
de la muestra, su procesado, la operacién del dispositivo, la deteccidén y la lectura o

interpretacion.

o Recoleccién de muestra. La variabilidad en el tipo de matrices de muestra
es enorme en el campo de los sensores. Hay dispositivos disefiados para trabajar con
fluidos bioldgicos (como puede ser el caso de la sangre, la orina o la saliva), muestras
medioambientales (como tierras o aguas) o muestras de medicamentos o alimentos.
Como es légico, el nivel de dificultad para obtener la muestra varia considerablemente

dependiendo de cada caso y determina también el volumen de muestra disponible, un
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aspecto clave en el disefio del dispositivo. Conforme el desarrollo del sensor avanza, se
debe considerar el método de deposicidon de la muestra, si se precisa un aplicador y, por
supuesto, sera necesario ser coherente, no puede suponerse que un paciente sera capaz
de extraer muestras complejas (por ejemplo, la sangre procedente de venopuncién
[188]), por lo que esta etapa es crucial también a la hora de determinar quién es el
usuario final del dispositivo. También es preciso tener en cuenta el material auxiliar que
pueda necesitarse para la toma de muestra y como influye en el dispositivo final, en su

portabilidad y facilidad de uso.

o Procesado de muestra. Algunas pruebas requieren que la muestra sea
tratada antes de ser aplicada a un dispositivo. Las etapas de este tratamiento se suelen
llevar a cabo en un tubo, fuera del sensor como tal. Algunos ejemplos de estos procesos
son la centrifugacién para separar el plasma de las células sanguineas [189], la lisis de
células [190] o el enriquecimiento bacteriano [191]. Cuantos mds pasos haya entre la
recoleccion de la muestra y su adicion al dispositivo, aumenta el error potencial del
usuario y con ello, la posibilidad de que el dispositivo falle. Es por ello que se debe
procurar siempre el minimo procesado posible y que en caso de que la muestra lo
requiera, que esté bien automatizado e incluido dentro del propio dispositivo para

reducir la posibilidad de error [9].

o Operacion del dispositivo. La operacién del dispositivo incluye los pasos
gue van desde que se adiciona la muestra hasta que el sensor devuelve un resultado de
salida. Idealmente, segun la guia de la FDA, los errores que puedan causar dafos o
degradar el tratamiento médico se deben eliminar o reducir en la mayor extensién
posible [192], por lo que, al igual que ocurre con la etapa anterior, se procurara que no
haya pasos adicionales a realizar por el usuario avanzando hacia la automatizacién y la
integracidn para aquellos tests que requieran multiples pasos [193]. Cada vez se estan
introduciendo mas sistemas de control de flujo que permiten controlar tiempos de
incubacidén y favorecer el avance de fluido en unos canales frente a otros. En el caso de
ser imprescindible la implementacidén de etapas extra por parte del usuario final, se
incluirdn instrucciones claras que minimicen los errores. Si se emplea como lector una
camara de mdvil serdn necesarias también instrucciones claras acerca de las condiciones

necesarias para tomar la imagen [194] y/o se incluird una unidad de alojamiento del
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dispositivo que solo permita la entrada del dispositivo microfluidico con la orientacién
adecuada. Ademas, lo ideal seria que la aplicacién de procesado de la imagen pueda

corregir desalineamientos o variaciones en la iluminacion.

o Deteccidny lectura/interpretacion. A pesar de que son dos pasos distintos
merece la pena discutirlos juntos. Es aconsejable que el médulo de visualizacién
presente los resultados directamente al usuario sin necesidad de interpretacién
adicional y en el menor tiempo posible. Esta interfaz puede establecer cuando la lectura
se realiza a simple vista o con asistencia de un lector externo. La principal desventaja de
la deteccidn colorimétrica a simple vista es que hay una gran tendencia a que se vea
sesgada por el usuario o las condiciones ambientales en las que se estd observando. Para
la deteccién colorimétrica cada vez hay mas lectores externos e incluso los teléfonos
moviles pueden servir para eliminar ese sesgo y lograr una buena cuantificacidon del
analito de interés, especialmente si van acompafiados de las unidades de alojamiento

del dispositivo microfluidico previamente mentados [45].

e Pruebas in-situ para la evaluacién de la utilidad. Las pruebas reales son un
método excelente de evaluar la utilidad de un sensor y es una parte esencial en el
desarrollo de dispositivos POC comerciales, aungque en algunas ocasiones aln se omiten
en las publicaciones académicas. Cuando sea posible sera conveniente plantear

estrategias para probar en situaciones reales la utilidad de los sensores desarrollados.

Una vez llevada a cabo esta evaluacidon previa se seleccionan los materiales que mejor
concuerden con la aplicacién deseada, teniendo en cuenta que no deben dar
interferencias y deben poseer las propiedades mecanicas necesarias para soportar el

analisis.

2.1.2 Seleccidon de materiales
Algunos criterios a la hora de seleccionar el soporte para la quimica de reconocimiento

son los siguientes:

Los materiales que se emplean en los sensores pueden tener un rol activo o pasivo. Los
materiales pasivos serian aquellos que se usan como soporte y para establecer

conexiones entre las diferentes partes del sistema mientras que los activos son los que
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intervienen directamente en el proceso de reconocimiento. En el caso de los materiales
pasivos seran de especial interés aspectos como la resistencia mecdnica, que se le pueda
dar la forma deseada sin problemas, un bajo coste y la disponibilidad del material. Sin
embargo, en el caso de los materiales activos, el material elegido debera tener unas

caracteristicas mds concretas para ser seleccionado.

La seleccidn de material es crucial y requiere tener en cuenta multiples factores. No hay
un Unico material ideal para los analisis, las caracteristicas que resultan beneficiosas en
ciertos casos pueden ser perjudiciales en otros por lo que hay que realizar una seleccion
cuidadosa y adaptada a cada caso. Sin embargo, hay una tendencia generalizada hacia
la busqueda de materiales biodegradables y poco contaminantes para la fabricacién de
sensores, de acuerdo con los 12 principios de la quimica verde enunciados por Graluszka
[185,195]. Es por ello que, entre los materiales mas usados, se encuentran papel, hiloy
tela debido a su abundancia, biodegradabilidad, la posibilidad de movimiento de fluidos
por capilaridad sin necesidad de un sistema externo de bombeo y con volimenes de

muestra muy reducidos [196—199].
En el caso de papeles, hilos y telas seria aconsejable tener en cuenta [200]:

e Color/Opacidad. La opacidad es una propiedad que describe cuanta luz se
trasmite a través del material. En cuanto al color, para lograr el color blanco, que es
especialmente adecuado para que resalten variaciones de color de los indicadores, es
necesario realizar ciertos tratamientos. En el caso del papel, durante el proceso de
fabricacion de la pasta de papel, toda la lignina se elimina de la celulosa, haciendo que
el papel se vuelva blanco. Y en el caso de telas e hilos, se suele recurrir a un proceso de

blanqueo con peréxido de hidrégeno, hipoclorito de sodio o clorito de sodio [201].

e Tamafo de poro y tamaifo de retencion de particulas. El tamafio de poro se
relaciona con la retencidn del liquido en sustratos microfluidicos como el papel, el hilo o
la tela. Un tamafio de poro grande permite que el fluido se mueva mas rapidamente que
el tamafio de poro normal. Los diferentes tamafios de poro son lo que diferencia algunos

grados de papel como el Whatman 1y el Whatman 2.

e Espesor. El espesor del material poroso también desempefia un papel importante

en la fabricacién de dispositivos microfluidicos ya que del volumen de los poros de este
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depende la cantidad de muestra necesaria para realizar con éxito la prueba. Si el espesor
es alto, se requieren grandes cantidades de muestra para saturar el material de fluido y
si es baja, en el caso de papeles, se volveran mas fragiles debido al mojado que los que

son mas gruesos.

e Porosidad. La porosidad es el porcentaje de espacios vacios presentes en un
sustrato. Depende de la forma de particula, grado de empaquetamiento y ordenacién,
no asi del tamafiio de particula. Si los espacios huecos son mas grandes, la velocidad de

avance del flujo de fluido es mas alta.

e (Capacidad de mojado o humectabilidad. La humectabilidad es una medida de la
cantidad de agua que recoge el material. Diferentes tipos de tela, hilo o papel tienen
diferentes humectabilidades dependiendo de los grupos funcionales que presenten, los

tratamientos a los que hayan sido sometidos durante su fabricacién, etc.

e Compatibilidad quimica. El papel es un sustrato emergente cuyo analisis
estructural es muy dificil. Es muy importante asegurar que la estructura de poros del
papel o la superficie son coherentes con los componentes quimicos o bioldgicos que se
desean retener. La temperatura, el tiempo de flujo laminar y la concentracién de la

muestra juegan un rol crucial en la compatibilidad quimica.

e Tasa de flujo volumétrico. La velocidad a la que un liquido viaja desde el origen
del sensor hasta la linea final puede definirse en torno a la tasa de flujo volumétrico, que
es el volumen de fluido que atraviesa una seccion de papel, hilo o tela en una unidad de
tiempo. El flujo de liquido en el papel puede ser menor o mayor debido a su tamafio de

poro o tamafio de retencién de particula.

2.2 Técnicas de preparacion de dispositivos microfluidicos

Una vez seleccionado el material a usar es necesario dar forma a la plataforma
microfluidica, afadiendo una o varias zonas de deteccidén y adaptando el disefio al

problema analitico.
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2.2.1 Corte y grabado Idser

Tratar con laser la superficie de un material hidrofébico puede dar lugar a la creacién de
canales de profundidad determinada. El proceso emplea una cortadora ldser de CO; que
puede cortar o grabar sobre todo tipo de sustratos. Los trazos realizados pueden hacerse
con muy buena precisién tanto para lineas rectas como curvas y a diferentes

profundidades, lo cual permite una gran variabilidad de disefios y tamafios.

Este método presenta como ventaja una gran reproducibilidad y rapidez a la hora de
manufacturar los dispositivos microfluidicos, sin embargo, en el caso del papel en los
bordes queda un residuo de cenizas que es necesario eliminar puesto que modifican el

flujo de los fluidos y acidifican el medio.

El proceso de lavado de los uPADs que han sido cortados con la cortadora laser consiste
en poner en agitacion durante 1 hora los papeles en una mezcla de agua: etanol (50:50)
y posteriormente dejarlos secar a temperatura ambiente sobre una superficie plana,
evitando en la medida de lo posible que queden arqueados o doblados, de manera que
no se formen canales de paso preferentes debido a esta etapa de fabricacidon del

dispositivo.

rayjcet

SUSE plareg sr70S raps

Figura 2.1 Cortadora Idser Rayjet cortando vinilo blanco.

En el caso de materiales plasticos es muy importante elegir correctamente el material.
Plasticos de poco espesor como el mylar o el PET son muy dificiles de grabar puesto que
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tienden a fundirse a temperaturas relativamente bajas, sin embargo, materiales como el
vinilo o metacrilato si pueden grabarse con buena precisién, pero presentan rugosidad

en la superficie grabada, lo cual puede afectar a la retencion de ciertos compuestos.
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Figura 2.2 Software de configuracion de pardmetros de grabado y corte en Rayjet Commander.

Los parametros que controlar cuando se graba o corta un material empleando una

cortadora laser son los siguientes:

e Espesory material de la pieza a cortar. Ayuda a fijar a qué distancia de la lente se
debe dirigir el laser para cortar en toda la profundidad de la pieza o grabar tan solo en

las capas mas superficiales.

e Velocidad del haz. Cuanto mayor es la velocidad, menor capacidad de
penetracion del haz de CO; y menor probabilidad de que la pieza se sobrecaliente y

acabe fundiéndose o quemandose.

e Potencia del haz. Cuanto mayor potencia, la capacidad de penetracion en el

material y el calentamiento generado en el material aumentan.
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2.2.2 Corte con plotter
Un plotter de corte es una maquina que dispone de una cuchilla y puede modular la
velocidad y profundidad con la que esta corta materiales de diverso grosor, que van

desde el papel hasta maderas delgadas.

Figura 2.3 Plotter de corte X-Y de la casa comercial Secabo Gmbh.

Entre los pardmetros que son necesarios fijar para un buen corte se encuentran:

e Lafuerza de corte. Es la potencia con la que trabaja en cada momento el plotter.
Dependera de la dureza y espesor del material al cortar. Antes de comenzar a hacer los
cortes que se precisan para la elaboracién del sensor es preciso hacer una prueba con el
material y la fuerza de corte seleccionada a fin de comprobar que es capaz de atravesarlo

sin dafar la malla protectora que se coloca debajo.

e Lavelocidad. Al aumentar la velocidad se reduce el tiempo de fabricacién de los
sensores, pero aumenta la probabilidad de que los cortes no sean lo suficientemente

profundos.

e La cuchilla. Existen diferentes tipos de cuchillas, con diferentes angulos y se
pueden afilar conforme se van desgastando por el uso, otro factor por el que es

importante la calibracién previa a realizar los cortes definitivos.

El plotter de corte es mejor con trazos rectos que curvos, ya que, en estos ultimos,
dependiendo de lo delgado que sea el material y del disefio que se esté intentando

aplicar, puede rasgarse con facilidad.
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2.2.3 Laminado
El laminado emplea una lamina previamente hecha o extruida adherida a otro sustrato,
generalmente de forma térmica o quimica. No suele requerir curado y permite el uso de

varias capas, bien del mismo material o de diferentes [202].

Debido a la falta de resistencia mecanica del papel, los sustratos de este material se usan
normalmente unidos a una cubierta trasera de polimero. Un ejemplo seria la cubierta de
poliéster o la cinta adhesiva de proteccién, ambas aportan suficiente resistencia

mecanica.

Proteger los sustratos de papel, hilo o tela entre peliculas de polimero es un
procedimiento sencillo que permite un mejor manejo del dispositivo y la proteccién de
los materiales internos frente a dafos ambientales. Otro aspecto de proteccién
importante es que evita la evaporacion de fluido (permitiendo un mayor avance del
fluido y mayores tiempos de incubacion), la desactivaciéon de reactivos o la

contaminacion ambiental.

Ademas, las laminas de polimero pueden jugar un rol esencial en la funcionalidad del
dispositivo. Por ejemplo, en un sensor piezorresistivo la laminacidén puede mantener las
partes del dispositivo en su lugar manteniendo estable la sefal de salida del sensor.
Debido a su facil diseno estas aproximaciones son candidatos populares para modelar

dispositivos microfluidicos.

Hay dos métodos fundamentales de conjugar sustratos porosos con polimeros: 1) Cubrir
uno de los lados del medio poroso con cinta adhesiva seguido del corte que le da forma
y 2) Darle forma primero al medio poroso y luego aplicar capas de polimero tanto en la
cara superior como la inferior del medio. Esta ultima aproximacion marca la primera
aparicion de los dispositivos de papel completamente laminados, que minimiza la
evaporacioén del liquido, mejora la proteccién y reduce la necesidad de empaquetado

[203].

La idea del laminado de dispositivos de papel con ldminas de polimero lo propuso por
primera vez Cassano et al. en 2013 [73]. Después del disefio y de darle forma al sustrato
de papel, se usaron peliculas de poliéster para laminar las piezas de papel haciéndolas

pasar por rodillos calentados a 1042C. Ya que el proceso de calentamiento puede dafiar
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los reactivos que sean sensibles al calor, como es el caso de enzimas, estos reactivos
deben ser aplicados al dispositivo después de la laminacién. Ademas, se observo que el
flujo se reduce si ha habido laminacién debido a la compresién del sustrato de papel
durante el proceso, donde la compresion depende del espacio entre los rodillos de la

laminadora [203].

e
iy

Figura 2.4 Laminadora térmica de la casa comercial PrideMatik.

2.2.4 Serigrafia

La serigrafia, también llamada impresion con pantalla, se usa en muchos procesos de
produccién industrial en los que se requiere depositar peliculas finas. Es una tecnologia
de bajo coste y ha sido ampliamente usada para hacer carteles publicitarios, para
decorar camisetas o para imprimir cristales en la industria del automoévil, entre otras

aplicaciones.

La serigrafia es un proceso de impresion en el que una pantalla (un marco cubierto con
tejido de malla) presenta un dibujo o patréon con la informacién que se desea imprimir.
Ese dibujo constituye las zonas abiertas de la pantalla mientras que el resto de la pantalla
esta constituido con lo que se conoce como zonas cerradas. La tinta se aplica a través de
la pantalla empujandola con una rasqueta y recubre el material que se encuentra bajo
la pantalla tan solo en las zonas abiertas, trasmitiendo el dibujo de la pantalla al sustrato

elegido (ver Fig. 2.5).

La imagen de la pantalla por lo general se obtiene recubriendo toda la malla de Ila
pantalla con una emulsién sensible a la luz y aplicando luz de forma selectiva solo en

aquellas partes de la pantalla que se desean hacer impermeables a la tinta. Las zonas
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radiadas se endurecen mientras que las zonas abiertas, en las que no se ha permitido el
paso de la luz, se lavan, quedando libres de emulsidn. Posteriormente la tinta se
transfiere a través de las zonas abiertas de la malla al sustrato empujandola con una

rasqueta.
En la practica hay tres métodos en los que se puede usar la serigrafia:

e Método plano-plano. Tanto el sustrato como la plancha de la pantalla son planos.
La tinta se transfiere a través de las aperturas de la malla al sustrato de impresién con

los movimientos de la rasqueta.

e Serigrafia sobre superficies curvas. La plancha de la pantalla es plana e imprime

sobre el sustrato en un cilindro rotador.

e Método circular-circular. La pantalla, el sustrato y la pieza que presiona la tinta
son cilindros que se mueven de forma sincronizada. La tinta se transfiere desde dentro

a través de la plancha de impresién cilindrica hacia el sustrato.

Rasqueta

\

Marco de pantalla

Tinta

Mesa de serigrafia

Figura 2.5 Esquema del método plano-plano de serigrafia.

El dibujo de la pantalla juega un rol crucial en la serigrafia. La seleccidon del patrén
correcto (ver Fig. 2.6), que deberia reproducirse siempre con la misma calidad, es un
prerrequisito importante para obtener buenos resultados de serigrafia. Cuando se
selecciona un patrdn, este debe estar optimizado para el trabajo de impresién. Otros
factores relevantes en la calidad de la serigrafia son la eleccidon de la malla de la pantalla,
de la emulsiéon y de la técnica de recubrimiento, el tiempo de exposicion y la

estructuracion del proceso de impresion, los cuales se desarrollaran a continuacion.
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Figura 2.6 Serigrafiado de un sustrato plano de papel con tinta de plastisol.

Malla de pantalla de serigrafia

Hay una amplia variedad de materiales que pueden fijarse al marco de la pantalla, como,
por ejemplo, algoddn, seda, nylon, poliésteres de mono y multifilamento o metal. El
numero de hilos es uno de los parametros mas importantes en la serigrafia,
determinante en su calidad. Se mide en hilos por cm. Hay mallas desde los 10 hasta los
200 hilos/cm, aunque los mas frecuentemente usados se encuentran comprendidos en
el rango de 40 a 120 hilos/cm. Cuanto mayor es la densidad de hilos en la malla, mas

precision se logra en la impresidn, pero mas cuesta que las tintas espesas la atraviesen.

Ademas, la calidad del tejido también esta determinada por el grosor de los hilos
empleados. Este aspecto se suele indicar con un maximo de 4 grosores, que van desde
“ligeros” a “pesados”. Estas medidas y el espesor del dibujo en la emulsién influencian
la cantidad de tinta que se transfiere a través de la pantalla por lo que resultan muy

relevantes.

Una mala coordinacion entre la resolucién de la pantalla y el espesor de la capa de tinta
que la traspasa da como resultado defectos del tipo moiré. El material elegido para la
impresion con pantalla debe ser tan fuerte como sea posible para evitar que se raje

cuando se estire, ser dimensionalmente estable y no afectarse por la humedad o los
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compuestos de uso comun en la serigrafia. Ademas, los materiales deberian ser inertes

e inmunes a los quimicos que se van a emplear en ella.

Los monofilamentos y los multifilamentos son dos categorias basicas en la eleccion de

pantalla de serigrafia.

Los tejidos multifilamentos consisten en multiples hebras retorcidas para formar un
Unico hilo. Hilos que posteriormente se tejen juntos para formar la malla de la pantalla.
Los tejidos de este tipo que se usan para aplicaciones de serigrafia son la seda y el

poliéster.

Las sedas son las fibras naturales mas fuertes. Sin embargo, los hilos de seda pueden
ensancharse con el uso y eso puede provocar aperturas irregulares en la malla y
distorsionar la imagen de la impresién por lo que este material solo sera adecuado para
procesos de impresion que no requieran detalles finos. La seda ha sido progresivamente
reemplazada por el poliéster, debido principalmente a la dificultad para limpiarla tras la
impresion. Estas dificultades son consecuencia de la estructura superficial rugosa de la

seda, que hace que las particulas de tinta se queden atrapadas en las hebras.

Las mallas de multifilamento de poliéster tienen unas aperturas de malla mucho mas
uniformes y no se expanden tanto como la seda durante el proceso de impresién. Otro
factor importante en el reemplazo de la seda por el poliéster es que este no se ve
afectado por los productos quimicos normalmente empleados en serigrafia. Incluso asi,
el poliéster de multifilamento estd lejos de ser la solucién perfecta ya que sus fibras
tienden a aflojarse mas en las intersecciones de hilos que las fibras de monofilamento,
lo cual provoca aperturas en la malla que se perciben en las impresiones como bordes

difusos de la imagen.

Cuando se comparan tejidos de monofilamento y de multifilamento, los segundos tienen
una superficie mucho mas rugosa y espesa. Estos tejidos son ideales para pintar grandes
posters, textiles y superficies con textura o contorno, en todos los casos en los que se

requiere depositar una tinta pesada.

La estructura de una superficie suave es caracteristica de los tejidos de monofilamento,
gue producen aperturas uniformes de la malla. Los tejidos de monofilamento mas
comunes son el poliéster, nylon, los hilos de metal y el poliéster metalizado.
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El nylon de monofilamento tiene unas caracteristicas de constitucién similares al
poliéster de monofilamento con la excepcién de la estabilidad, siendo una fibra muy
eldstica. El nylon es una eleccién adecuada para imprimir formas irregulares o con
contorno. Sin embargo, la elasticidad es una caracteristica indeseable cuando se
requiere una precision critica. Cuando se emplean fibras de nylon, los principales

factores que influyen en el registro multicolor son la temperatura y la humedad.

La malla de cable por su parte se emplea habitualmente con tintas muy abrasivas o para
impresiéon de ceramicas extremadamente afiladas, cuando se requiere depositar una
capa de tinta espesa y para impresién de circuitos. La malla de cable es extremamente

estable y puede reutilizarse muchas veces.

La malla metdlica es un nuevo tipo de tejido. Tiene la composicién de una fibra sintética
de monofilamento (nylon o poliéster) recubierta con una capa extremadamente fina de
metal. En esta combinacién la malla de nylon o poliéster metalizado tiene las ventajas
del cable y los tejidos sintéticos de un Unico filamento. Limpiar una pantalla que tiene
recubrimiento metalico es mucho mas facil que limpiar fibras sintéticas. La malla
metalizada tiene muy buena estabilidad dimensional y puede usarse para muchas

pasadas en las que se requiere una buena precision.

La decisidon del tejido de la pantalla es una decision muy importante. Algunas pautas que

ayudan en serigrafia a elegir correctamente el tejido de la malla son las siguientes:

e El drea de malla abierta es el area entre hilos y permite el paso de la tinta. Esto
implica que en caso de que se requiera una mayor cantidad de tinta, se debe usar un

mayor porcentaje de drea de malla abierta.

e El tamano promedio del pigmento estd correlacionado con la apertura de malla.
La apertura de malla debe ser al menos tres veces mayor o la pantalla se quedard

atascada durante el proceso de impresion.

e El niumero de hilos de la malla varia de acuerdo con el didmetro del hilo. Hilos

con menor tamano de didmetro producen mallas mas finas.
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e Para la reproduccion de detalles finos en el disefio, se requiere una malla mas

fina.

La tensidon de pantalla correcta es un parametro importante para lograr una buena
calidad en la impresion. No debe haber una distorsidon de la imagen como resultado de
la fuerza de cizallamiento aplicada por la rasqueta durante el proceso de impresion ni
tampoco la tensidn de la pantalla debe alcanzar el limite elastico del material, de lo
contrario se dafiaria la pantalla. Se debe prestar especial atencidn a este aspecto cuando
se realiza una impresidon multicolor o cuando se imprimen circuitos, en los que se
requiere una precisién muy buena de la impresidn. La tensién de la pantalla depende
del material, la cantidad de hilos, la calidad del tejido y el limite eldstico que estos
aspectos determinan. La carga de la pantalla debe estar entre 0 y 25 N/cm. La tensién
que se ha aplicado en la fabricacién de la pantalla disminuye dependiendo de la
naturaleza del tejido de la pantalla, el estrés al que se somete al imprimir y el paso del
tiempo. Por tanto, es posible, en el caso de tejidos sintéticos, por ejemplo, que la tensién
caiga hasta un 50% después de multiples usos, dependiendo del tipo de tecnologia de
adhesién empleada. Ademas, los marcos flexibles llevan a una tensién desigual que

puede resultar en distorsiones en la imagen.

Marco de pantalla de serigrafia

El principal propdsito del marco de la pantalla de serigrafia es asegurar una tensién de
malla constante durante los procesos de emulsién e impresién. Para lograrlo, el marco
debe tener una cierta rigidez ya que la malla que se va a anclar a él crea una tensién
considerable. Ademas, el marco también esta expuesto a las sustancias quimicas que se
aplican durante los procesos de produccion, impresién y limpieza por lo que debera ser

resistente a ellas.

Los materiales mas tipicamente usados para serigrafia son:

e Madera. Se emplean por su bajo peso, bajo coste y facil manufactura. Sin
embargo, tienen importantes desventajas como que no son muy estables o que no se

suelen hacer de dimensiones mayores a los 50 cm en cada lado.
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e Metal. Los mas usados son el acero y el aluminio. Los marcos metalicos tienen
mucha mejor estabilidad que los de madera y son muy importantes cuando se quieren
realizar grandes disefios. Tanto el acero como el aluminio presentan ventajas vy
desventajas. Los marcos de acero ofrecen una mayor rigidez, estabilidad y durabilidad,
resistencia a cambios de temperatura y menor precio los de aluminio. Sin embargo, el
peso de los marcos de aluminio es casi la mitad de los de acero por lo que para disefios
muy grandes se suelen preferir estos ultimos. Ademas, el acero puede corroerse
facilmente mientras que los marcos de aluminio son mucho mas resistentes a la
corrosiéon, pero no tanto a quimicos basicos o acidos, que suele ser el caso de los

desengrasantes.

Rasqueta de serigrafia

Se puede decir que la rasqueta es uno de los componentes mdas importantes para la
serigrafia. La rasqueta es una hoja de goma o plastico fijada a un mango para laimpresién
manual o para encajarla en la maquina de serigrafia automatica. Si se va a utilizar un
numero elevado de pasadas, la hoja de la rasqueta se suele componer de materiales
sintéticos como el polivinilo y el poliuretano en vez de goma, ya que esta ultima tiende
a perder su eje mas rapidamente. La hoja de la rasqueta se emplea para forzar el paso
de la tinta a través de la malla de manera que controla el avance de la tinta a través de
la pantalla. Presiona la pantalla contra el sustrato adaptando la malla a la superficie de
este. Ademas, elimina el exceso de tinta de la malla. El espesor de tinta en la impresién
se puede controlar con la presion que se aplica a la rasqueta. Hay diferentes
posibilidades para el borde de las rasquetas dependiendo del formato de las pantallas 'y
los sustratos, pero para el caso de la serigrafia plano sobre plano el mas elegido es el

borde cuadrado con una dureza intermedia.

Emulsion para serigrafia

Después del proceso de entelado de la pantalla, el tejido debe prepararse para recibir el
dibujo. En este proceso, la persona encargada de la impresién debe conocer el trabajo
de impresién y las propiedades de la emulsién, como el contenido en sdélidos y la

viscosidad. Un alto contenido en sélidos permite un valor de rugosidad superficial mas
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bajo. Un recubrimiento de alta viscosidad es recomendable para mallas mds gruesas. Las
emulsiones foto para lineas finas deberian tener buena resolucién y un alto contenido

en sélidos, sin embargo, siguen teniendo que asegurar una exposicién adecuada.

La emulsidén es un material que reacciona o se endurece al ser expuesto a la luz UV. Las

partes que no reciben luz se mantienen blandas.

En el método directo, la emulsidn se aplica a ambos lados de la pantalla, primero en el
lado de la impresién y luego en el de la rasqueta. Para obtener una buena calidad de
dibujo en la emulsion directa son necesarias varias capas de emulsion aplicadas con
secado horizontal entremedias. La emulsion normalmente es una mezcla de
polivinilacetato y polivinilalcohol y se le afade un colorante para hacer el dibujo visible

en la pantalla.

En el método directo-indirecto, una hoja de poliéster se recubre en una cara con la
emulsion, normalmente con una mezcla de polivinilalcohol y polivinilacetato, que no es
sensible a la luz. La pantalla se coloca encima de esta pelicula con la cara recubierta hacia
arriba. Después una emulsion sensible a la luz (la misma que se usa en el método directo)
se aplica con la rasqueta en la parte superior de la pantalla. La emulsién sensibiliza a la

luz la pelicula que se encuentra por debajo y también se une a la pantalla.

En el método indirecto, la pelicula de gelatina humeda se coloca, con la emulsién hacia

arriba, en contacto con la cara de la impresién de la pantalla.

Figura 2.7 Proceso de emulsion de la pantalla de serigrafia.
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Ya se ha explicado que hay muchos factores que influyen en la calidad final de la
impresién, pero considerando el dibujo hay dos pardmetros especialmente significativos
como son la rugosidad de la superficie del dibujo en la cara de la impresién y su perfil o
espesor. Con menores rugosidades superficiales el dibujo puede impedir el avance de la
tinta alrededor del drea de laimagen y la impresidn tendrd una buena definicién. El perfil
o espesor ademas de la malla de la pantalla, define la cantidad de tinta que se imprime,
el conocido como depdsito de tinta. Algunas aplicaciones requieren mayores espesores

de la capa de tinta y otras se benefician de peliculas mas finas.

Las técnicas de produccidn de dibujos se pueden dividir en dos grupos mas amplios. La
preparacion directa del dibujo o patrdn, en la que los dibujos formados por separado se
adhieren al tejido de la pantalla, y se prepara el dibujo directo, en el que el portador de
imagen se prepara directamente sobre la pantalla. En la produccién de sensores es

mucho mds comun la segunda, que acelera los tiempos de preparacion y es mas sencilla.

La preparacion de los dibujos se puede realizar de tres maneras diferentes:

e Cortandolos. Inicialmente se cortaban a mano, pero actualmente se puede hacer
también con un plotter de corte o una cortadora laser. Los primeros se hacian en papel
y se adherian a la parte posterior de la pantalla, pero hoy, la mayoria se hacen en
peliculas solubles en agua o en lacas. Estas peliculas constan de dos capas, la posterior
o de soporte, hecha de papel transparente, vinilo o poliéster y la capa de la emulsién. Se

corta la emulsion de la capa de soporte y se pega a la pantalla con agua.

e Disefio foto. Es el mas comunmente usado para la serigrafia desde la mitad de los
50. Para formar las zonas que dejan pasar la tinta y las que no se emplea radiaciéon UV
selectiva. En el positivo la imagen/areas de impresidn son opacas, absorbiendo la luz UV,
pero las zonas de sin impresién son transparentes y permiten que la luz brille a su través
y endurezca la emulsion. Después de la exposicidon a la luz UV las zonas que no se han
endurecido con luz (blandas y solubles) se lavan con agua u otro fluido formando la parte
abierta del dibujo de la pantalla mientras que las partes endurecidas de la emulsién
fotodisefiada forma las areas no impresas. En el disefio foto indirecto las laminas de
transferencia son muy similares a los disefios cortados a mano en cuanto a estructuray

procedimiento de aplicacién. Consisten en un plastico transparente que se usa como
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soporte y en una capa de emulsion fotosensible. Después de la exposicion y desarrollo
del proceso, laldmina preparada se aplica a la parte trasera de la pantalla con la emulsién
hacia arriba. Este tipo de disefio permite la mayor resolucidon de impresion y definicidon
del dibujo mayoritariamente debido al contacto directo entre el disefio y el sustrato de
impresidon y la técnica de secado (la capa de plastico transparente impide cualquier
forma de contraccion de la emulsiéon durante el secado). En el disefio foto directo,
también conocido como emulsidn directa, se hacen con emulsion fotografica liquida
aplicada directamente sobre la malla de la pantalla sin ningin tipo de pelicula de
sujecioén. Esta emulsion se deja secar antes de la etapa de exposicidn a la luz, durante el
que el positivo debe estar en contacto directo con la capa de emulsién aplicada.
Después, las areas que no han sido expuestas a la luz se lavan igual que en proceso

indirecto y se deja secar la pantalla.

En el caso de la fabricacién de dispositivos la emulsién empleada fue VARIOCOAT 10019
VIOLET, se extendid sobre ambas caras de la pantalla con una regleta procurando que
cubra por completo la malla con el espesor minimo posible, se secé en una estufa a 302C
durante 30 minutos y a continuacién se expuso a la luz en una insoladora a través de una
pelicula de acetato en la que se han impreso en negro las partes de la pantalla que se

desean dejar abiertas al paso de la tinta.

Figura 2.8 Proceso de secado de la emulsion de serigrafia en horno.
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Durante la exposicion de la pantalla a la luz sera preciso tener en cuenta el nimero de
hilos de la malla, cuanto mayor sea este mas tiempo se requerira para garantizar que se
ha endurecido bien la emulsién por toda la zona descubierta a la luz. Para las pantallas
empleadas en la preparacion de los sensores la relacion de nimero de hilos/tiempo es

la que aparece en la Tabla 2.4:

Tabla 2.4 Relacion entre el numero de hilos de la malla de serigrafia
y el tiempo exposicion requerido para la emulsion.

Numero de hilos Tiempo de exposicidn

150 2
120 220"
20 3’50”
43 4’40”
32 5’30”

Como este tipo de disefio foto no tiene ninguna pelicula de sujecion se produce una
cierta contraccidn durante ese Ultimo proceso de secado, que sera mayor cuanto mayor
sea el contenido liquido de la emulsién. Para eliminar la contraccidn del disefio y lograr
una capa mas espesa y homogénea de emulsién, la emulsidn se debe aplicar por ambos
lados de la pantalla. La ventaja del método directo es que logra disefios mas fuertes y

duraderos en comparacién con el indirecto.

e Sistemas del ordenador a la pantalla. Las zonas de impresidn y no impresion de
la pantalla se definen directamente usando un ordenador. Los disefos asi producidos
son duraderos y tienen una alta resolucion de impresidon de imagen. No hay pelicula
positiva en el proceso de preparacién del disefio por lo que se requiere un menor tiempo
de exposicion y no hay distorsion de imagen ya que se elimina rebajando el disefio. Los
sistemas de inyeccidn de tinta, basados en la técnica piezo convencional de impresién
piezoeléctrica, crean una imagen recubierta directamente sobre la pantalla previamente

recubierta con una emulsion fotosensible [204,205].
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Recuperacion de pantallas

Una vez finalizado el estampado del sustrato deseado se hace necesario retirar los restos
de tinta de la malla de la pantalla con un estropajo humedo y jabdn. Resulta esencial
durante la manipulacion de la pantalla, especialmente durante su lavado, pero también
en el resto de etapas, evitar el contacto directo de la piel con la malla de serigrafia,
sujetando siempre la pantalla por el marco y con guantes, puesto que la malla es muy

sensible y puede rajarse.

Deberan darse pasadas suaves con la parte blanda del estropajo por el mismo motivo,

siempre manteniendo la malla humeda.

Una vez retirada la parte mas gruesa de los restos de tinta, se debe aplicar un limpiatintas
gue sea compatible con la tinta que se haya empleado para la serigrafia y frotar con un
cepillo para extraer los restos de tinta que hayan quedado ocluidos en los espacios entre
hilos. Ademas, el limpiatintas tiene que ser escogido con cuidado para evitar que pueda
deteriorar la capa de emulsidn aplicada en la pantalla. Las compatibilidades de unos y
otros productos de serigrafia pueden encontrarse en la casa comercial del distribuidor
junto con recomendaciones de uso en funcidn de la aplicacién que se vaya a dar al

material.

Las pantallas de serigrafia, empleadas adecuadamente pueden ser reutilizadas con
numerosos disefios a lo largo de afos por lo que resulta importante también ser capaz
de retirar la emulsién una vez se ha acabado de trabajar con un disefio para dejar la
pantalla disponible para un nuevo uso. Para ello se aplica dejando resbalar desde el
marco un recuperador de la pantalla. Este se deja actuar durante un par de minutos
antes de cepillar la pantalla con un cepillo diferente al empleado con el limpiatintas y

finalmente se aplica agua a presion.

La limpieza tanto para retirar una tinta como para retirar la emulsion debe realizarse por
las dos caras de la malla y repetirse hasta que se logre que la pantalla quede

completamente libre de residuo.

Es importante que no haya cambios bruscos de temperatura durante el proceso de
recuperacion de la pantalla puesto que esto también contribuye a que los filamentos de

las mallas se deterioren o puedan incluso llegar a romperse.
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Figura 2.9 Proceso de eliminacion de emulsion de la pantalla de serigrafia.

2.2.5 Spin coating

El spin coating es la técnica empleada de forma predominante para producir capas finas
de materiales organicos con un espesor del orden de micrémetros y nanémetros. Los
analisis pioneros de spin coating se llevaron a cabo hace mas de 50 afios por Emil et al.
[206], quien lo estudid centrandose en la fisica de la expansién de una capa fina
asimétrica de fluido newtoniano en un sustrato que rota con una velocidad angular. En
muchos casos el material de recubrimiento es polimérico y se aplica en forma de una

disolucién de la que se evapora el disolvente.

Este proceso se ha empleado extensamente en la manufactura de circuitos integrados,
espejos Opticos, pantallas de television en color y discos magnéticos para
almacenamiento de datos. La fuerza centrifuga impulsa el liquido radialmente hacia el
exterior. La fuerza viscosa y la tensién superficial causan una pelicula fina para estar
retenida en un sustrato plano. La capa se hace fina por combinacién del flujo de fluido

hacia el exterior y la evaporacién [207].

El proceso de spin coating se puede dividir en varios pasos [208]:
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Figura 2.10 Equipo de sping coating de la casa comercial Laurell Technologies Corporation.

Deposicién. Durante esta etapa la disolucidn se vierte sobre el sustrato. Para un volumen
concreto de disolucidn, resulta irrelevante llevar a cabo la deposicion como una lluvia
densa en todo el perimetro deseado o como una gota gruesa en el centro o alrededor
del centro de rotacion del sustrato escogido, ya que en etapas posteriores se producird

el reparto y homogenizacion de la disolucidn sobre la superficie del sustrato.

Aceleracion. Esta segunda etapa se caracteriza por acelerar el sustrato hasta alcanzar la
velocidad de rotacion deseada. Debida a esa aceleracion, se produce una fuerza
centrifuga que provoca que la disolucion se expanda radialmente. Durante este
movimiento pueden formarse brevemente vértices espirales en la disolucion como
resultado de la inercia estatica que sufre la capa superior del fluido mientras que el
sustrato es acelerando. Eventualmente, al alcanzar una altura critica, el espesor del
liquido es lo suficientemente pequeiio como para estar en rotacidon simultdnea con el

sustrato desapareciendo esos vortices.

Salida hacia el exterior estable. La tercera etapa es cuando el sustrato estd girando a
velocidad constante y las fuerzas viscosas del fluido dominan los procesos de reduccién
del espesor de este. Los tratamientos matematicos del comportamiento del flujo
muestran que durante esta etapa el liquido presenta una viscosidad newtoniana y su

espesor es inicialmente uniforme a lo largo del sustrato.

Evaporacién. Cuando la etapa de acelerado finaliza, empieza la etapa de secado de la
pelicula. Durante esta fase el fluido comienza a evaporarse. En los bordes, el liquido
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evaporado va siendo sustituido por liquido procedente del centro gracias a la fuerza
centrifuga, lo cual favorece los “coffee rings” [209]. La ratio de evaporacién depende,
entre otros factores, de la diferencia en la presién parcial de cada especie de la disolucion
entre la superficie libre de la capa de liquido y el aire flotando a su alrededor. Durante la
evaporacion los sdélidos en suspension o disueltos pueden aumentar su concentraciéon
en la superficie del liquido hasta dar lugar a una alta viscosidad e incluso a un

recubrimiento sdlido.

Deposiciéon Aceleracién Salida hacia  Evaporacion
el exterior
estable

T-T
-

Figura 2.11 Etapas del proceso de formacion de una membrana por spin coating.

Fisica del spin coating [210]: La fisica de la rotacién del sustrato lleva a una condicion de
flujo de fluido donde las aceleraciones rotacionales se equilibran con el arrastre viscoso
gue se da dentro de la disolucién. Esta condicién es la base sobre la que se han fundado
posteriormente muchos otros estudios, entre ellos el de Meyerhofer, que considera el
hecho de que la evaporacién de disolvente esta ocurriendo simultadneamente fuera de
la capa superior de la capa de disolucién. El tratamiento de Meyerhofer permite predecir
el espesor final del recubrimiento, hs, en términos de varios pardmetros clave de la

disolucion, de acuerdo con la ecuacion 2.1:

e 1/3
hf =X (m) (Ecuacion 2.1)
Donde e y K son las constantes de evaporacidn y flujo respectivamente, definidas mas
adelante, y x es el contenido sélido efectivo en la disolucion. Las constantes de

evaporacion y flujo constantes se definen como:
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e = C\/ w (Ecuacion 2.2)
pw?

= — (Ecuacion 2.3)
3n

Donde w es la velocidad angular, p es la densidad de la disolucién, 1 es su viscosidad, y
C es una constante de proporcionalidad que depende de si el flujo de aire sobre la
superficie es laminar o turbulento, y de la difusividad de las moléculas de disolvente en

el aire.

Los espesores logrados con esta técnica suelen estar por debajo de 1 micra,

dependiendo en parte de la carga sdlida de la disolucién.

Algunos defectos comunes las membranas generadas con spin coating son los siguientes

[210]:

e Defectos de estriado. Estos defectos consisten en crestas radiales y ondulaciones
de espesor que apuntan casi directamente a la direccidn del fluido durante el proceso
de revestimiento por rotacién. Los defectos de estriado se conocen como resultado de
las fuerzas capilares que se desequilibran durante el revestimiento como resultado del
proceso de evaporacion de disolvente. La forma mas facil de prevenir la formacion de
estrias es evitar la evaporaciéon durante el giro, pero esto da como resultado capas
mucho menos espesas o puede requerir una placa calefactora para eliminar el disolvente

una vez acabado el giro.

Estos defectos se dan muy facilmente cuando se preparan membranas de sol-gel porque
su preparacién se basa en el uso de agua para hidrolizar grupos alcéxido liberando
alcohol en la disolucién. Pero, las mezclas alcohol-agua pueden ser inestables para este
tipo de procesos de evaporacion. El etanol se evapora mas rdpido que el agua asi que la
capa superficial tiene una composicion que estd enriquecida en agua. Esta menor
concentracién de alcohol tiende a causar que aumente la tensién superficial y por tanto
la hace susceptible al efecto Marangoni [211]. El exceso de agua también puede acelerar
las reacciones de hidrélisis y condensacion que llevan a una gelificacion temprana en la

capa superficial y una peor calidad de la membrana.
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e \Variaciones graduales en el espesor radial. Incluso los recubrimientos que no
tienen estrias, que son localmente planos, pueden tener diferencias de espesor desde el
centro hacia el borde. Pueden ser céncavos o convexos y usualmente dependen de
variaciones de viscosidad especificas no-newtonianas dentro de la disolucion durante el
giro. La velocidad de cizallamiento local sera proporcional al radio y variard con la
profundidad dentro de la disoluciéon que fluye. Si una solucidon de revestimiento
experimenta un adelgazamiento por cizallamiento, luego el flujo serd mas rapido a
mayores radios resultando en menores espesores de recubrimiento graduales a mayor

radio.

e Marcas de sujecion. A veces las membranas tienen patrones obvios en su espesor
que concuerdan con la sujecién del vacio por debajo de la oblea o a otra forma de fijacién
de esta. En nuestro caso se observaria como un circulo dénde el equipo contacta con la
oblea para ejercer el vacio. El vacio provoca que el sustrato se flexione ligeramente en
contacto con la goma del equipo. Las variaciones de contacto fisico en la parte posterior
del sustrato causan, por tanto, variaciones en el espesor de la membrana que se estaba

formando en la capa superior.

e Cometas. Cualquier particula que se cruce y caiga en la superficie de la
membrana, bien durante la preparacién del coctel o durante el giro pueden causar
defectos en el flujo llamados cometas. La particula se pega a la superficie del sustrato y
el flujo de fluido alrededor causa problemas en la uniformidad del espesor. Claramente,
en la manufactura puede ser necesario trabajar en condiciones higiénicas para reducir
los problemas de particulas. Es ventajoso hacer un filtrado de particulas de tamafios

superiores a la micra previa a la fase de deposicion.

Ventajas de esta técnica. El spin coating tiene muchas ventajas, siendo la mas
importante, que requiere controlar pocos parametros (velocidad de giro, viscosidad y
volumen del fluido) para controlar la formacién de la membrana. Otra ventaja es la
habilidad de la pelicula de ir haciéndose progresivamente mas uniforme conforme se
seca, ademas del bajo coste y la rapidez de operacion del proceso. Las desventajas estan
principalmente relacionadas con los defectos ya mencionados y con el bajo

aprovechamiento del material de sustrato [208].
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2.2.6 Tratamiento corona

El tratamiento corona es el método industrial de tratamiento de polimeros mas comun
para mejorar la humectabilidad de los sustratos de impresion no absorbentes. Se realiza
en la etapa previa a la impresiéon o para mejorar las propiedades del material antes de

ser laminado o metalizado [212].

Un material se humedece si su energia o tension superficial es mayor que la del liquido
que pretendemos adherir. El plastico es un material sintético con una estructura de
largas cadenas moleculares homogéneas que conforman un producto fuerte y uniforme.
Estas cadenas de moléculas estdn normalmente unidas en sus extremos dejando tan solo
un pequeiio numero de extremos de cadena abiertos. La escasez de puntos de unidn es

la responsable de los problemas de humectabilidad que impiden la impresién.

El tratamiento corona fue inventado por Verner Eisby en 1950 para vencer la dificultad
gue supone imprimir materiales plasticos. Eisby desarrollé una teoria segun la cual una
descarga de alta frecuencia, del orden de varios electronvoltios, aceleraria los electrones
en la superficie del plastico. Los electrones que tienen una energia cinética superior a la
energia de enlace rompen algunos enlaces moleculares y provocan la fragmentacién de
la cadena para dar un mayor numero de extremos abiertos. Sin embargo, debido a la
baja capacidad calorifica de los electrones, por lo general esta descarga eléctrica no

causa dafios en el material [213].

Durante las descargas corona ademas se produce la formacién de un plasma de baja
temperatura resultado de la ionizacién del aire en torno a los electrodos. Este estd
compuesto por compuesto casi en igual proporcion por electrones, radicales libres y
atomos de varios gases: oxigeno, nitrégeno y ozono entre otros, ademds de fotones de
radiacion electromagnética. El ozono, en combinacién con los radicales libres, crean
grupos oxidados como el hidroxilo, carboxilo, carbonilo y grupos éster en la superficie
del material, oxidando de manera efectiva una capa fina de este (103 micras). Esta
oxidacidn es la reaccion primaria durante el tratamiento y aumenta la humectabilidad y
la energia superficial del polimero notablemente. Sin embargo, otro posible resultado es

un aumento de la rugosidad de superficie, introducir entrecruzamiento superficial,

147



modificar la morfologia de la superficie aumentando o reduciendo su cristalinidad vy

eliminar la suciedad [214].

El tratamiento de la superficie con la descarga corona bajo condiciones ambientales es
facil de llevar a cabo, barata, simple, rapida y genera pocos residuos. Ademas, es un
tratamiento superficial, que no reduce ni cambia la resistencia del sustrato, ni la
apariencia del material. Estas ventajas han hecho que el tratamiento corona se emplee
ampliamente en films poliméricas para obtener una mejor adhesiéon de pinturas y
papeles entre otros materiales, pero su uso no se limita a este dmbito. También es
empleado en dispositivos biomédicos en los que se modifica la superficie para mejorar
la adhesidn de células y mejorar la biocompatibilidad entre células vivas y el sustrato

[215].

La efectividad del tratamiento corona depende del material especifico sobre el que se
esté usando. Diferentes materiales plasticos tienen diferentes propiedades y diferentes
cantidades de aditivos, lo cual determina el efecto del tratamiento corona. No hay limites
con respecto a los materiales que pueden ser tratados con la descarga corona, aunque
la intensidad del tratamiento puede variar significativamente de unos a otros. La mejor
manera de determinar el valor exacto de esta intensidad es probar sobre una muestra
del material. En cualquier caso, es importante tener en cuenta que este tipo de
tratamiento es reversible y factores como las condiciones de almacenamiento y la

temperatura pueden afectar también a la velocidad a la que se pierde el efecto [216].

Los dispositivos que se emplean en el tratamiento corona generalmente reciben el
nombre de activadores. Consisten en generadores, transformadores y un conjunto de
electrodos: un electrodo de alto potencial y un electrodo de toma de tierra. El electrodo
de toma de tierra se cubre con poliésteres, cerdmica, goma de silicona vulcanizada,
recubrimiento epoxi, resina de poliéster con una composiciéon endurecida y fibra de
vidrio. El tratamiento corona se basa en descargas de alta frecuencia que ocurren como

resultado de diferencias de potencial en el espacio entre electrodos.
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Figura 2.12 Sistema corona de la casa comercial Tantec.

2.2.7. Impresion 3D

La impresién 3D, también conocida como fabricacién aditiva, normalmente construye
objetos 3D afiadiendo capa sobre capa de material con la forma deseada. La fabricacién
aditiva es agil y puede crear formas complejas a partir de un disefno digital, lo cual es su
principal diferencia frente a otras técnicas de fabricacién convencionales como el
moldeo o el fresado. Con esos procesos de fabricacién tradicionales, siempre que se
requiere un nuevo componente o cambiar parte del disefio, se hace necesario adquirir
una nueva herramienta, molde o plantilla. Si embargo, en la impresién 3D no se
requieren cambios fisicos en el equipo, tan solo modificar el disefio digital. De este
modo, las técnicas de impresién 3D estdn cambiando los procesos de fabricacién arduos
y que consumen mucho tiempo. Ademas, reducen la cantidad de residuos generados en
comparacién con las técnicas tradicionales. Esto junto con otras ventajas significativas,
que incluyen la flexibilidad en cuanto a disefios geométricos complejos, la posibilidad de
hacer piezas a medida y personalizadas, la fabricacion aditiva se esta abriendo paso

rdpidamente en la fabricacién de componentes para plataformas microfluidicas.

La impresion 3D empieza con un disefio 3D usando software CAD y convirtiendo el
modelo en un archivo STL (Surface Tessellation Language). El archivo STL se dividira en

capas de dos dimensiones para planificar la ruta de impresién de los objetos 3D. Sin
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embargo, esto solo sirve para un Unico color o un solo tipo de material porque el archivo
sélo contiene la geometria de la superficie, no el color ni la textura. Un formato de
archivo alternativo seria los OBJ, que pueden almacenar informacién de color, material
y textura; y los archivos PLY que pueden contener objetos escaneados en 3D. Ademas,
se han desarrollado nuevos formatos de archivo como el 3MF (formato de fabricacién
3D) o el AMF (Formato de fabricacion aditiva). Ambos describen la informacion interna

de los modelos 3D como el color, los materiales y la textura.

En términos de materiales, los polimeros son muy populares en impresion 3D debido a
la flexibilidad de disefio, facilidad de uso y bajo coste. Generalmente, las propiedades
fisicas, quimicas y mecdnicas de los polimeros dependen de su composicién quimica,
estructura de polimero y proceso de curado. En la etapa de disefio y sintesis del material,
se tiene la capacidad de disefar las propiedades inherentes del material a nivel
molecular y después procesarlas en formas, tamafios y reologias adecuadas para los
procesos de impresién 3D. Durante la impresion, hay multiples pardmetros de
fabricacion que pueden influenciar la microestructura del material, como, por ejemplo,
el grado de cristalinidad y el tamafio; y finalmente determinar las propiedades mecanicas
o de otro tipo de los objetos impresos. Por tanto, es critico entender las relaciones

proceso-estructura-propiedades del proceso de impresién 3D.

Para una impresion 3D exitosa primero se requiere conocer los materiales y elegir el
proceso adecuado. Después, el proceso de fabricacion debe ser optimizado y finalmente,
se examina la calidad de las impresiones. El post-procesado, que puede consistir por
ejemplo en la limpieza, pulido de la superficie, curado y pintado, se requiere en la
mayoria de los procesos de impresién. El limpiado incluye cortar el material de soporte
y eliminar el polvo. Después de retirar las partes innecesarias, el pulido de la superficie
(p. e. lijado) y los tratamientos quimicos (p. e. Reaccién de vapor) pueden ser necesarios

para que el producto presente mejores propiedades mecanicas.

Los procesos de impresidon 3D estan bien establecidos para objetos tridimensionales
fabricados con polimeros y/o compuestos de polimeros, como es el caso de la extrusiéon
de material (ME) y la estereolitografia (SL). Cada proceso de impresiéon 3D tiene sus
propias ventajas y retos y requiere unas condiciones especificas del polimero, como
pueden ser la forma, el estado (sélido o liquido) y las propiedades fisicas (viscosidad y
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temperatura de fusion). Por tanto, cuando se seleccionan las técnicas de impresion 3D,
el usuario debe considerar materiales, coste y requisitos derivados de la aplicacién

(incluyendo la resolucién, la complejidad de la geometria y las propiedades mecdnicas).

En este caso para la fabricacion de sensores se tienen disponibles dos impresoras 3D que

se basan en principios distintos.

Por un lado, la Witbox 2 consta de un mecanismo de ME. La extrusion de material
consiste en dispensar selectivamente un polimero a través de una boquilla y depositar
el material capa por capa para construir el objeto tridimensional. EIl mecanismo de
extrusiéon tiene una manera diferente de imprimir dependiendo del tipo de material, si
es sélido o liquido. En la ME la deposicidn de filamento fundido (FFF) es el mas utilizado
debido a configuracién sencilla y rentabilidad. La FFF es una forma de impresiéon 3D en
la que el filamento sélido se funde y pasa a un estado semiliquido en el extremo caliente,
se extruye a través de una boquilla y se deposita capa a capa sobre la plataforma o las

capas previamente impresas.

Los materiales termoplasticos, como los policarbonatos, el PLA o el nylon, se usan como
materia prima debido a su baja temperatura de fusién y apropiada viscosidad cuando se
funden. Los filamentos compuestos se emplean como materia prima aplicando
reforzadores o rellenos activos, como los nanomateriales de carbono, metales vy
biomateriales y ceramicas, a los polimeros de manera que la FFF puede producir
productos funcionales de electrénica para sensores electroquimicos y todo tipo de
soportes para las plataformas microfluidicas por complejas que sean y exigentes que

puedan ser los requisitos de propiedades mecanicas.

Para una impresion exitosa, el importante controlar la velocidad de alimentacion que
empuja el filamento fundido fuera de la boquilla y mantener la presion de compresién
entre el rodillo y el extremo caliente por debajo de un limite critico para evitar que el
filamento se rompa. La rotura es el modo de fallo mads comun de la extrusion de
filamento. Desde el afio 2000 se conoce la relacidn experimental entre la rotura y el
indice entre el mddulo elastico del filamento y la viscosidad fundida, de manera que se
sabe que para un indice superior a un rango critico (E/n: 3x10° a 5x10° s!) no se rompera

el filamento. La tensién de cizalla generada en el estado fundido de un polimero
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depende de la velocidad de impresion y afecta al grado de orientacion de las cadenas de
polimero. Como resultados las cadenas de polimero tienen a alinearse a lo largo de la
direccion de impresidn y la resistencia del polimero a lo largo de la direccion de la cadena
es mayor que la de la direccién transversal. La temperatura ambiental de la impresién
debe ser considerada también porque la temperatura influencia la velocidad de
enfriamiento del polimero fundido y con ello la cristalinidad del polimero resolidificado,

afectando también a las caracteristicas finales del objeto impreso.

El principal problema es que los productos que usan FFF tienen baja fuerza y dureza en
la direccidn de construccién (eje z) debido la débil unién entre capas y a la formacion de

huecos. Para superar esta problematica se han planteado diversos métodos como:

e Sistema de calentamiento éptico. Para calentar la superficie de manera previa a
la deposicién del material, lo cual puede mejorar la difusidn de las cadenas de polimero

en las interfases entre capas.

e Modificar el filamento afiadiendo rellenos conductores térmicos en los polimeros
para ayudar a que se genere calor entre las capas intermedias. Para ello se desarrollaron

filamentos con recubrimientos de nanotubos de carbono.

En el caso de que se le quiera dar un aspecto final al sensor mas liso se precisaran
métodos de post-procesado quimicos o fisicos como pueden ser la fusidn de resina, el

acabado con acetona, el lijado, etc.

Otro tipo de ME, mas avanzado tecnoldgicamente, seria el cableado directo de tinta
(DIW), que es un proceso de deposicidn de tinta en el que la tinta viscoelastica se extruye
a través de una pequena boquilla con caudales controlados y se deposita capa a capa
para crear la estructura 3D. Debido a su alta resolucion cada vez se usan mas para la

fabricacion de dispositivos sensores [217,218].

Los polimeros termoplasticos son polimeros usados cominmente que se ablandan
cuando se calientan, permitiendo dar forma y solidificarse de nueva cuando se enfrian.
Los polimeros termoplasticos pueden dividirse en amorfos o semicristalinos segin su
estructura molecular. Los termoplasticos amorfos tienen estructuras moleculares

ordenadas que carecen de punto de fusién determinado, haciendo facil para ellos la
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termoformacion. Por otro lado, los termoplasticos semicristalinos tienen una estructura
molecular con un punto de fusién determinado. Después de que cierta cantidad de calor
sea absorbido, de forma repentina pasan a estado liquido desde el estado sélido inicial.
Los polimeros semicristalinos tienen buenas propiedades mecdnicas debido a sus
fuerzas intermoleculares. Todos los polimeros termoplasticos tienen la capacidad de
pasar por la fusién de manera reversible, siendo esto lo que los hace aptos para
aplicaciones de impresidn 3D basada en la extrusion. Bajo calor externo por parte de una
impresora 3D, las particulas de polimero sélidas (o filamentos) se funden rompiendo las
cadenas de polimero. En esta etapa las cadenas de polimero pueden moverse de manera
libre y después de imprimirse el polimero derretido se solidifica con el ordenamiento
deseado y las cadenas de polimero se interconectan y se inmovilizan de nuevo. Algunos
materiales tipicamente usados como materia prima para la impresién 3D de extrusién
son el PLA, el nylon poliamida o el polietilenglicol tereftalato debido a su bajas

temperatura de fusion.

En nuestro caso los materiales disponibles para la fabricacion de sensores son los
filamentos de PLA. El PLA es el material crudo mas ampliamente usado en procesos de
impresion 3D debido a su biodegradabilidad y sus propiedades respetuosas con el medio
ambiente, sin embargo, tiene como desventaja su fragilidad mecdanica, que hace
necesario cuidar de que el hilo de alimentacién de PLA al extrusor no se rompa durante

el proceso de impresién [219].

En la Witbox hay un pequeiio extrusor en el que los filamentos de polimero se derriten
hasta estado semi liquido y se expulsan para construir una plataforma capa a capa
cuando el filamento expulsado se enfrie, solidifique y se adhiera con el material que
adyacente que ha sido previamente depositado. El extrusor se mueve en torno al eje xy
y durante este movimiento el material se dispone sobre la superficie. Paralelamente el
plato base se mueve en la direccién vertical con un incremento de altura negativo igual
al grueso del filamento que esta siendo extruido. Una vez finalizada la impresion la pieza

se separa del plato con una espatula y se deja enfriar.

La impresora SL emplea fotopolimeros (resinas basadas en grupos epoxi o acrilicos)
solidificados con la luz UV. Para los equipos de SL existen dos posibles configuraciones:
las arriba abajo y de abajo a arriba. En las de arriba abajo, que es el caso de la impresora
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Forms 3+, con la que contamos en el laboratorio de investigacién dentro del grupo del
ECSens, hay una plataforma que se sumerge en el tanque de fotopolimero liquido y luego
asciende y la luz UV incide sobre aquellos puntos que se desean solidificar formando
redes entrecruzadas. Una vez que se ha impreso una capa y ha escurrido el fotopolimero
liquido, se vuelve a sumergir la plataforma y se repite el proceso hasta lograr la pieza
completada capa a capa. La SL puede fabricar objetos 3D con una alta resolucién en la

region submicrométrica.

Figura 2.13 Impresora 3D de extrusion de filamento de la casa comercial Witbox.

Los fotopolimeros tipicamente consisten en mondémeros/oligémeros y fotoiniciadores,
pero para un adecuado proceso de foto iniciacién y productos de alta cualidad, pueden
afadirse diluyentes y agentes de transferencia de cadena. Los agentes diluyentes
controlan la viscosidad de la resina para lograr un adecuado mojado e impregnado y los
agentes de transferencia modifican la red de entrecruzamiento durante la impresion.
Para un buen proceso de curado del polimero hay varios factores de curado de la
reaccion, incluyendo la intensidad del laser, viscosidad y el comportamiento de mojado

de la resina, que deben controlarse.

La alta resolucion de SL ayuda a fabricar objetos precisos en el rango de cientos de
micrometros, pero cuanto mayor sea la resolucién mas tiempo mas largo sera el proceso
de impresion, especialmente para piezas grandes, debido a la baja velocidad de
impresion (~14 mm/h en la direccidn vertical) ademas de que este tipo de impresora es

mucho mas cara comparada con la FFF. Para limpiar se suele usar alcohol isopropilico
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gue elimina el exceso de resina pegajoso del objeto impreso. En algunos casos, se precisa
un proceso posterior de curado para mejorar las propiedades mecanicas usando bien luz

UV o calentando [220].

Figura 2.14 Impresora 3D de estereolitografia. 1. Cartucho de resina. 2. Luz de estado. 3. Cubierta. 4.
Plataforma de construccion. 5. Tanque de resina. 6. Pantalla tdctil. 7. Luz de estado. 8. Disco de nivel.

2.3 Preparacion de membranas

La palabra membrana se utiliza en diferentes situaciones para diferentes funcionesy, por
lo tanto, es complejo hallar una definicién. En esta Tesis se definen las membranas como
barreras semipermeables. La semipermeabilidad implica que, en las aplicaciones
consideradas, la membrana se usa para transportar ciertos tipos de especies. Cuando la
direccién del transporte es hacia fuera del sistema se habla de separacién mientras que,
si es dentro del sistema, se trata de membranas de contacto. El motivo del transporte a
través de la membrana es una diferencia de potencial entre los dos medios que separa.
Esta diferencia puede ser debida a un gradiente de temperatura, de presiones parciales,
de concentraciones o de potencial eléctrico y los mecanismos de transporte dependen
fuertemente de la morfologia de la membrana. Las dos morfologias tipicas que pueden
distinguirse son la porosa y la densa. Las membranas densas son permeables a moléculas
individuales. El transporte en estos sistemas se describe con el modelo de disolucion-
difusidn. En este modelo la permeabilidad, P, de un componente se relaciona con su
difusividad, D (cm?s?) y solubilidad en el material de la membrana, S (atm™), siguiendo

la féormula:
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P, =0D;- Si (Ecuacion 2.4)

Ya que tanto la solubilidad como la difusividad dependen de las interacciones con la
membrana, el transporte es claramente dependiente del material en cuestién. La
permeabilidad de materiales densos iguala al flujo, normalizado por el area superficial
de la membrana, la diferencia parcial en presién y el espesor de la membrana. El valor
de la permeabilidad es una propiedad intrinseca de los materiales de la membrana y da

una indicacién de la capacidad de transporte de esta.

La segunda caracteristica de las membranas densas es la selectividad intrinseca, a. Para
dos componentes j e i, la selectividad ai; se define como la relacidn entre las
permeabilidades puras de j e i. Su valor da una indicacién de la eficiencia de separacién
de la membrana. La combinacidon de la permeabilidad y la selectividad indica el
funcionamiento general de un material membranoso. Es importante dejar claro que
todos los materiales tienen propiedades de membrana. Sin embargo, para la mayoria de
los materiales la permeabilidad y/o selectividad es muy baja como para que tenga

utilidad practica.

Para las membranas porosas, el mecanismo de transporte es completamente diferente.
En este caso el transporte ocurre a través de los huecos vacios (poros) en la membrana
en vez de en el material en si mismo. A pesar de que la interaccién con la superficie
interna de la membrana juega un rol crucial, el transporte esta regido principalmente
por la morfologia de la membrana. La morfologia incluye la porosidad superficial y de
volumen, la distribucién de tamafio de poro y la tortuosidad. La tortuosidad es un factor
usado para corregir la desviacion de forma de los poros comparados con cilindros
perfectos. En las membranas porosas, de nuevo, la permeabilidad se usa para indicar la
capacidad de la membrana. Sin embargo, ya que el transporte en este caso no es una
propiedad intrinseca del material, la permeabilidad en membranas porosas no esta
normalizada segln el espesor de la membrana. Los tamanos de poro se encuentran
comprendidos en un rango desde los micrémetros hasta por debajo de 1 nm, aunque

son mucho mas probables los primeros.

Para las membranas porosas se ha definido un término alternativo a la selectividad: la

retencion, R. La retencién se mide durante la filtraciéon y esta relacionada con la
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concentracion del componente en el permeado (Ciperm) Yy la alimentacion (ciaim),

respectivamente, como viene dado por:

R; = 1- (Ci,perm/ci,alim) (Ecuacion 2.5)

Las retenciones varian entre 0 (no hay retencién de la componente i) hasta 1, (la
componente i estd completamente retenida). Depende de la relacién del tamafio
molecular y el tamafo de poro. Una segunda caracteristica de la membrana porosa es
que indica si la separacion ocurre en el peso molecular de corte (MWCO). MWCO se
define como el peso molecular al que el 90% de lo retenido por la membrana.
Combinando el MWCO vy la permeabilidad, se puede dar una estimacion del
funcionamiento de la membrana. En resumen, el funcionamiento de las membranas
densas es dependiente estrictamente del material del que estan hechas, sin embargo, el

funcionamiento de las membranas porosas depende del material y su morfologia.
¢Cémo integrar la funcionalidad de la membrana en una plataforma microfluidica?

Se han realizado multiples aproximaciones para combinar membranas y microfluidica.

Se puede hacer una divisién gruesa en cuatro métodos de fabricacién:

e Incorporacién directa de membranas comerciales. Es método mas directo e
implica el pegado o sujecion de la membrana al dispositivo microfluidico. La membrana
puede comprarse a un distribuidor comercial o prepararse de manera interna. El mayor
problema de este método es el paso de sellado, especialmente cuando se combinan
sustratos inorganicos como el silicio o el vidrio con membranas poliméricas. Debido a las
fuerzas capilares los liquidos pueden quedarse facilmente obstruidos entre las placas de
recubrimiento. Usando pegamento las mismas fuerzas pueden provocar el bloqueo
completo de la membrana debido al taponado de poros. Las ventajas son la simplicidad

del proceso y la amplia eleccion de materiales para la membrana y morfologias.

e Preparacion de membranas como parte de fabricacion del proceso. Se emplean
materiales procedentes de la industria de los semiconductores. En este caso para
integrar la funcionalidad de la membrana se prepara esta durante el proceso de

fabricacion del proceso. Se pueden aplicar una gran variedad de métodos de fabricacién
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como, por ejemplo, el grabado para la preparacion de micropeliculas o la deposicion de
una fina capa metalica o de otros materiales como las zeolitas, la silice o la aliumina.
Recientemente también se han logrado combinaciones de tecnologias de
semiconductores con polimeros e incluso nuevos métodos que no requieren condiciones

de sala blanca.

e Preparacion in-situ de membranas. Una tercera aproximacion a la integracion de
las membranas consiste con empezar con un chip microfluidico y fabricar la membrana
in situ. Este principio ofrece una oportunidad interesante de controlar la posicion y
espesor de la membrana, solo controlando la posicion de la exposicién. Todas las
membranas discutidas hasta este momento se basan en materiales sélidos. Sin embargo,
un liguido también puede actuar como membrana (membranas liquidas) para la
extraccidn y tecnologia de membrana combinadas. Un fluido estable de tres capas de
fluidos inmiscibles en los que la capa intermedia se usa para la separacion. En contraste
con las membranas discutidas mas arriba, la membrana es en este caso es una capa
dinamica. La separacion de los componentes se basa en la diferencia de solubilidad en

la fase | de membrana liquida.

e Uso de las propiedades de membranas del material. El Ultimo método para la
integracion de caracteristicas de membrana en el chip es seleccionar un material para el
chip que tenga las caracteristicas de la membrana en si mismo. Este método es simple

pero elegante ya que no requiere pasos extra de fabricacidon [221].
¢Qué aplicaciones se pueden beneficiar del uso de membranas?

A pesar de que el uso de membranas en microfluidica se esta expandiendo a muchas
areas, la mayoria de las aplicaciones pueden encontrarse en la quimica analitica. Ya que
el sensor analitico a menudo es sensible a la composicién de la muestra, en muchos
casos las muestras no pueden analizarse directamente y necesitan un pretratamiento.
Este puede incluir la eliminacién selectiva de componentes de gran tamafio, impurezas
y polvo por un lado y componentes de bajo peso molecular, como las sales, por otro.
Ademads, en muchos casos los componentes de interés estan por debajo del limite de
deteccién del equipo de analisis. En tales casos es necesario eliminar el disolvente. Las

membranas son muy adecuadas para estas operaciones.
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Entre las funciones que pueden desempefiar las membranas se encuentran:
o Concentracion de la muestra
o Filtracion de la muestra

o Preparacién de la muestra por microdidlisis y otras aplicaciones de contacto

liquido-liquido

o Interconexiones con control externo. Hasta ahora el transporte en la membrana
habia estado dominado por el material de esta o su morfologia, pero los poros de las
membranas se pueden emplear como interconectores que permiten el control externo

de las caracteristicas de la separacién
o Microrreactores de membrana

o Estudios relacionados con células [221]

2.3.1 Preparacion de sol-gel

La ruta del sol-gel ofrece un método util para preparar materiales similares al vidrio o la
ceramica a través de la hidrdlisis y condensacidon de los alcéxidos metalicos adecuados.
El proceso de sol-gel puede ser descrito como la creaciéon de una red de éxido por
reacciones de policondensacion progresiva de precursores moleculares en un medio
liquido. Generalmente empieza con disoluciones alcohdlicas (o de otro disolvente
organico de bajo peso molecular) del mondmero, precursores alcoximetdlicos o
semimetadlicos, M(OR),, donde M representa el elemento que forma la red, como puede
ser Si, Ti, Zr, Al, B, etc. Y R es tipicamente un grupo alquilo, (CxHxx+1), y agua.
Generalmente las reacciones de hidrélisis y condensacion ocurren simultdneamente una
vez que se ha iniciado la reaccion de hidrdlisis. Durante la transformacion sol-gel la
viscosidad de la disolucién aumenta gradualmente conforme el sol (suspensién coloidal
de particulas muy pequeiias, 1-100 nm) se interconecta para formar una red rigida y
porosa, el gel. Tanto la etapa de hidrélisis como la etapa de condensacion generan
subproductos de bajo peso molecular como alcohol y agua. Estas pequefias moléculas
deben dejarse secar para dar una red tetraédrica SiO2 (en el caso de que la especie fuese

el silicio). Los principios para la formacion de la red de sol-gel de silice son también
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ciertos para alcoxidos inorgéanicos sin silicato. De hecho, los alcoxidos de titanio, circonio,
estafio o aluminio son mucho mds reactivos frente al agua que los alcoxisilanos debido
a su menor electronegatividad y mayor acidez de Lewis. Durante el secado, el alcohol y
el agua se evaporan de los poros causando que el gel se cuartee. Los xerogeles, geles
completamente totalmente secos, son significativamente menos porosos que sus
homdlogos hidratados. Las reacciones quimicas que tienen lugar durante la formacién
del sol, el gel y el xerogel influencian las propiedades y la composicidn final del material.
Ademas, las propiedades fisicas (tamafio de poro promedio, distribucién de tamafio de
poro, forma de poro, area de superficie, etc.) del gel seco depende de los pardmetros del

proceso sol-gel y de los métodos usados para preparar el material [222].
En esta Tesis, el sol-gel se preparé como se describe a continuacién:

Se mezclan 1.1 mL de TEOS con 0.47 mL de PTMOS, 0.5 mL de etanol, 0.66 mL de agua y
0.38 mL de HCl 0.1 M. Se agita con vortex durante 10 segundos y se deja reposar 24

horas a temperatura ambiente antes de depositarlo sobre el sustrato.
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Figura 2.15 Reaccion de formacion de un sol-gel de silicio.

2.3.2 Preparacion de membranas de pullulan

Otra posibilidad que se explord fue el uso de pullulan como matriz para el sol-gel. El
pullulan es un exopolisacarido producido por una levadura parecida a un hongo llamada
Aureobasidium pullulans. Su unidad de repeticidén es la maltotriosa unida mediante un

enlace a-1,6-glucosidico. Es hidrofilico y tiene una alta densidad de grupos quimicos

160



Metodologia

reactivos facilitando su entrecruzamiento quimico. Ademads, presenta buenas

propiedades para la formacién de peliculas finas [223,224].

CH,0H CHZ0H

OH OH cy

Figura 2.16 Mondmero del polimero pullulan.

En los ultimos afios las peliculas de pullulan se han investigado intensamente
encontrando que se contraen al aumentar la temperatura y esta contraccién depende
de la reduccién en el contenido en agua de la pelicula durante el calentamiento. En
ocasiones a las peliculas de pullulan se les afiade glutaraldehido y glicerol para mejorar
la fuerza tensil y la extensibilidad, la hidrofilicidad y la permeabilidad al vapor de agua

respectivamente.

Contrariamente a lo que se cree, el pullulan natural no tiene ningln tipo de actividad
antibacteriana, pero se lo puede dotar de esta afiadiéndole varios agentes
antimicrobianos como pueden ser nanoparticulas o aceites esenciales. Sin embargo,
estos procesos aumentan la dificultad de la preparacidn de las peliculas de polisacarido

[225].

Jahanshahi-Anbuhi et al. introdujeron las disoluciones acuosas de pullulan como una
forma de estabilizar biorreactivos labiles [226]. Estos se afaden a la disoluciéon acuosa
del polisacérido y se dejan gelificar para formar una pelicula o tableta que contiene los
reactivos. Durante la gelificacidon el pullulan forma un material similar al vidrio que es
impermeable al oxigeno y puede disolverse facilmente en agua. Ademas, es inocuo para
la salud humana. Debido a estas propiedades Unicas el pullulan se puede usar para
estabilizar membranas en sensores para la industria alimentaria, en dispositivos Point-

of-care y en el control de la calidad de farmacos [227].
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2.3.3 Preparacion de chitosan

El chitosan se produce por desacetilacién parcial de la quinina, el segundo biopolimero
mas abundante en la naturaleza. Tiene propiedades atractivas como la
biocompatibilidad y la biodegradabilidad. Los grupos amino del chitosan tienen un valor
de pK; en torno a 6.5 lo cual implica que se encuentran protonados en disoluciones
acidas. La carga positiva es la propiedad que permite a este polimero unirse a las
superficies cargadas negativamente, como es el caso de las fibras de celulosa o el PDMS
tratado con plasma. El chitosan ha sido empleado previamente para modificar las fibras
de papely los tejidos de algoddn para mejorar la humectabilidad y brindar la posibilidad
de inmovilizar covalentemente anticuerpos a un sustrato para la fabricaciéon de

biosensores [228].

OH

B |_OH

NH;
. -n

Figura 2.17 Mondmero del polimero de chitosan.

Las disoluciones de chitosan se preparan disolviendo pequefias cantidades de este (entre

5y 25 mg/mL) en agua con un 1% (v/v) de acido acético [43].

2.4 Preparacion de NIPAM

2.4.1 Hidrogeles

Los hidrogeles son matrices poliméricas hinchadas con agua que presentan una
configuracién tridimensional capaz de absorber grandes cantidades de agua o fluidos
bioldgicos. Su tendencia a hincharse los convierte en un material inteligente e ideal para

aplicaciones biomédicas y farmacéuticas.
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Figura 2.18 Colapso del NIPAM hidrogel con liberacion de disolucion.

Las caracteristicas de estas redes de polimero dependen de la naturaleza y unién de los
mondmeros que las constituyen, asi como del método de sintesis y el entrecruzamiento

de las cadenas de polimero que forman la red.

Los mondmeros empleados en la polimerizacidn de hidrogeles suelen contener una gran
cantidad de grupos ionizables o polares como -COOH, -OH, -NH;, -CONH-, -CONH; y -
SOsH que le confieren caracter hidrofilo a la red de polimero y que son los responsables
de la absorcién de disolvente por parte del hidrogel. Cuando las moléculas de disolvente
penetran las redes de polimero, se dice que este se encuentra en estado hinchado vy el
hidrogel presenta aspecto blando y consistencia gomosa similar a la de los tejidos vivos

naturales.

H,Ca NHf\”NH _~CH,

Figura 2.19 Estructura quimica de la N-metilenbisacrilamida.
Algunos mondmeros corrientes en la preparacion de hidrogeles son los que aparecen en
la Tabla 2.5. Algunos de los copolimeros mas cominmente empleados en la sintesis de

hidrogeles son Ila N-metilenbisacrilamida, el etilen glicol dimetacrilato, la

tretrametiletilendiamina y el glioxal.
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Mondémero

Acidos

acrilicos

Acrilamidas

Acrilatos

Acrilamidas
N-
sustituidas
Metacrilatos

Glicoles

Lactonas

Vinilos

Otros

Formas de sintesis de los hidrogeles

Tabla 2.5 Mondmeros comunes para la sintesis de hidrogeles.

Estructura

-CH3
-C,H40OH

CH2(CH3)16CHs3
CHs

CH3

-CoH40CH3
-CoH40OH
-C4Hg

-CHs

-CsH1o

Ejemplos

Acido acrilico
Acido metacrilico

Acrilamida
Metacrilamida

2-hidroxietil acrilato
Octadecil acrilato

N-isopropilacrilamida

2-Metoxietil
metacrilato
2-Hidroxietil
metacrilato
Butil metacrilato

Etilenglicol

Propilenglicol

e-caprolactona

Vinil alcohol

N-vinilcaprolactama

Anilina

Pirrol

Ref.

[229,230]
[231,232]

[233,234]
[235]

[236,237]
[236]

[230,238]

[239]
[237,240]
[241]

[242]

[242]

[239]

[243]

[244,245]

[246]

La técnica de polimerizacién controla la funcionalidad y propiedades de los polimeros

resultantes. Las aproximaciones usadas para la sintesis de polimeros, en general, son el

crecimiento de cadena y la polimerizacién de crecimiento escalonado. En la
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polimerizacién de crecimiento de cadena, la cadena de polimero crece afiadiendo
mondmeros en su extremo activo. Usualmente un iniciador usa energia como el calor o
la luz para activar un primer mondmero con un solo grupo funcional produciendo un
radical libre. El mondémero activado continda activando a las moléculas de monémero
vecinas de manera que la cadena de polimero va creciendo, uniéndose uno a uno los
mondmeros en el extremo activo. Este método de polimerizacion implica el uso de
diferentes técnicas como las polimerizaciones gruesas, en disolucidn, en suspensiény en
emulsion. Hay también métodos de polimerizacién radical no convencionales como la
polimerizacién de transferencia radical y la polimerizacion de transferencia de cadena
por adicién-fragmentacion reversible. El crecimiento de cadena es rapido y da lugar a

polimeros de alto peso molecular en un periodo corto.

Por otra parte, la polimerizacion escalonada, también conocida como polimerizacion por
condensacién, implica la combinacidon de oligdmeros para formar las cadenas de
polimero mediante técnicas como la policondensacién de fundido y la policondensacién
de la disolucion. En la polimerizacidon escalonada, al contrario de la polimerizacién por
crecimiento de cadena, los mondmeros implicados en el proceso tienen al menos dos
grupos funcionales diferentes por lo que pueden unirse entre si en cualquier momento,

sin necesidad de iniciador, en vez de unirse uno a uno en un extremo activo de la cadena.

En los hidrogeles las cadenas de polimero formadas como se ha descrito anteriormente
se entrelazan para formar una red tridimensional. El entrecruzamiento de cadenas de
polimero afecta a sus propiedades fisicas: elasticidad, viscosidad, solubilidad,
temperatura de transicion vitrea, fuerza, dureza y punto de fusidon por nombrar algunas.
Los polimeros entrecruzados tienen una mayor temperatura de transicién vitrea porque
los enlaces entre cadenas limitan el movimiento de rotacién de estas. El
entrecruzamiento aumenta el peso molecular de las cadenas de polimero a la par que
restringe el movimiento traslacional, por tanto, la solubilidad del polimero disminuye. A
pesar de que estos enlaces entre cadenas son insolubles normalmente absorben una
gran cantidad de disolvente en los geles resultantes. La cantidad de disolvente que
puede absorber una red de polimero depende de la densidad de enlaces entre cadenas

o el numero de estos por volumen. Conforme aumenta la densidad de entrecruzamiento,
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la libertad de las cadenas de polimero para acompanar las moléculas de disolvente

disminuye.

El entrecruzamiento puede darse simultaneamente al crecimiento de las cadenas de
polimero o después de la sintesis de las cadenas de hidrogel. Existen tanto métodos
fisicos como quimicos para entrecruzar hidrogeles. Los hidrogeles con entrecruzamiento
quimico presentan enlaces covalentes entre las diferentes cadenas de polimero mientras
que los hidrogeles entrecruzados fisicamente evitan disolverse mediante las

interacciones fisicas que existen entre las diferentes cadenas de polimero [247].

Figura 2.20 Soporte de gelificacion de la casa comercial Bio-Rad.

Para la preparaciéon de hidrogel se suele recurrir a disolver los mondémeros en un
disolvente adecuado, en el caso del NIPAM, la bisacrilamida y el acido acrilico, en agua;
y a continuacién adicionar un iniciador quimico o foténico, homogeneizar y exponer a la
luz o dejar polimerizar en un molde. En el caso de esta tesis para controlar el espesor de
las l[dminas de NIPAM hidrogel sintetizado quimicamente se usdé como iniciador el
persulfato de amonio, se adiciond un catalizador liquido para acelerar el crecimiento de
cadena, el TEMED, y la mezcla a prepolimerizar se vertié en un soporte de gelificacion
con espaciadores de 0.75, 1.0 0 1.5 mm segun el espesor que se desee en la lamina final
de hidrogel. Posteriormente estas se desmoldan y pueden ser cortadas con moldes o
bisturis en fragmentos que se adecuen en forma y dimensiones a la aplicacién de interés.

Se han de conservar hUumedos hasta el momento de su uso para lo cual se suele recurrir
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a dejarlos sumergidos en un cristalizador con agua tapado para prevenir la

contaminacion cruzada y evaporacion del disolvente.

Meétodos de caracterizacion

Los hidrogeles pueden retener grandes cantidades de agua en su matriz, aumentando
sus dimensiones y volumen. El proceso de absorber una gran cantidad de agua se conoce
como hinchado del hidrogel. El hinchado del hidrogel es muy importante para la
determinacién de otros parametros como el grado de entrecruzamiento, las propiedades
mecanicas y la velocidad a la que se degrada. Generalmente, el hinchado de un hidrogel
se estudia usando técnicas simples como el estudio de la fraccién de gel, medidas del
grado de hinchado y pérdidas por secado. La fraccion de gel se puede calcular de varias
maneras. Por ejemplo, un método es sumergir el hidrogel en agua durante un cierto
periodo y medir la relacidon entre los pesos secos del polimero después y antes de
hincharse. En otro método el hidrogel se sumerge en agua caliente para eliminar las
impurezas solubles en agua y en etanol para eliminar contaminantes organicos y a
continuacién, se calcula la relacion de pesos seco antes y después del tratamiento. El
propdsito de estos métodos es eliminar impurezas atrapadas dentro del gel. La fraccién

de gel se puede calcular como sigue:

Fraccion de gel (%) = % X 100% (Ecuacion 2.6)

Donde W; es el peso seco del polimero después del tratamiento y Wi es el peso seco del
polimero después de tratarlo. Normalmente, el grado de hinchamiento se mide
manteniendo el hidrogel en agua destilada durante 48 horas vy filtrando a través de un
filtro de malla 30. El porcentaje de hinchamiento se calcula con la ecuaciéon que se

presenta a continuacion:

Ws—W;

—— X 100% (Ecuacidn 2.7)
Wi

Hinchamiento (%) =

La pérdida de peso se mide después de deshidratar el hidrogel y viene dada por:
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Pérdida de peso (%) = % X 100% (Ecuacién 2.8)

Donde Ws es el peso final después de deshidratar. La pérdida de peso puede atribuirse a

la liberacién de agua u otras sustancias que estuvieran contenidas en la red del hidrogel.

Por otra parte, la microesctructura del hidrogel puede determinarse usando la fraccion
en volumen del polimero en estado hinchado, el peso molecular promedio entre enlaces
entre cadenas y el tamafio de malla de la red. La evaluacion de estos pardmetros se basa

principalmente en la teoria de equilibrio-hinchado y la teoria de goma-elasticidad.

La fraccién de volumen del polimero en estado hinchado representa la cantidad de

liguido embebido en el gel hinchado y se describe por:

1/p2

= (Ecuacion 2.9)
Qmp1+1/p2

vZ,s
Donde p1 es la densidad del disolvente, y p; es la densidad del polimero. Qm es la relacién
de masa hinchada. El peso molecular promedio entre cadenas indica el grado de
entrecruzamiento y puede ser determinado usando la teoria de Flory-Rehner. Para un

hidrogel no idnico se esta dado por la siguiente ecuacién:

2 @/v)[In(1-vy5)+v, s+ X102
= —— 1 [ ( 2’5) 25 21 Z’S] (Ecuacion 2.10)

M 1
" Vz,r[(vz,s/vz,r)3_(Vz,s/zvzjr)]

1
M,

Donde M, es el peso molecular de las cadenas de polimero preparadas bajo condiciones
idénticas, v; es el volumen molar de agua, v, ;- es la fraccion en volumen de polimero en

estado relajado y y; es el parametro de interaccidn polimero-disolvente.

El tamafio de malla del hidrogel puede determinarse de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

1 20, /M 1/2
¢ = vz’;l(Cn ¢ T) (Ecuacion 2.11)
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Aqui la | es la longitud del enlace entre cadenas principales de polimero, C, es el indice
de Flory caracteristico, y M, es el peso molecular de las unidades de repeticién. La
determinacién del tamafo de malla es util cuando se quiere emplear el hidrogel como
repositorio de moléculas complejas ya que tendra que ser mayor es tamano de malla
que el de la molécula que se pretende retener en el hidrogel. El tamano de malla
depende del grado de entrecruzamiento, la estructura quimica de los monémeros y el
entorno externo, especialmente estimulos como el pH, la temperatura y la fuerza iénica.
El tamaifo de malla determina las propiedades fisicas del hidrogel, como la fuerza

mecanica, la degradabilidad y la difusividad de la molécula liberada.

Ademas, un hidrogel debe tener propiedades mecdnicas relevantes para la aplicacion
que se le desee dar. Las técnicas generales usadas para evaluar las propiedades
mecanicas de un hidrogel son los ensayos de traccion, los ensayos de compresion
(confinada y no confinada), los ensayos de hendidura, los ensayos de abombamiento, los
ensayos ciclicos y la extensiometria de una tira. En los ensayos traccién, dos pinzas del
instrumento agarran el hidrogel y lo someten a fuerzas de tension. Este experimento
aporta datos sobre la tensidn-deformacién a partir de los cuales se pueden calcular el
maodulo de Young, el limite eldstico y la resistencia a la traccién final. Los ensayos de
compresion por su parte miden la distancia de compresidn de un hidrogel que se coloca
entre dos placas entre las que se aplica presidon. Un ensayo de hendidura por su parte
determina la fuerza necesaria para provocar una hendidura en el hidrogel mientras que
el ensayo de abombamiento mide el desplazamiento resultante del inflado de un
hidrogel como resultado de la presidn aplicada. Llevar a cabo ensayos ciclicos permite
determinar la durabilidad, longevidad y caracteristicas de deformabilidad. La
extensiometria es el ensayo en el que se investigan las caracteristicas viscoeldsticas del
hidrogel. Los materiales viscoeldsticos almacenan y disipan la energia dentro de la
estructura molecular compleja. Esta técnica implica la elongacion del gel hasta cierta
longitud seguido del registro de la respuesta para la relajacidon del estrés a lo largo del

tiempo.

Estudios de morfologia, andlisis de la estructura quimica, la composicion, la topologia
molecular, la determinacion del peso molecular, los analisis termales y el estudio de los

procesos de gelificacion son otros métodos que ayudan a explorar el gel en detalle.
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Modificacion de las propiedades y capacidad de respuesta a estimulos

La mayoria de los hidrogeles no son estables tanto en estado seco como en el hinchado.
En la mayoria de los casos el proceso de secado genera fracturas en el hidrogel. La
incorporacién de sales higroscdpicas de alta densidad dentro de la matriz de hidrogel o
la encapsulacion del hidrogel en un material elastomérico evita los problemas asociados
al proceso de secado. Recientemente se han introducido métodos mas efectivos para

preparar hidrogeles resistentes tanto al hinchado como al secado.

La capacidad de respuesta a estimulos se puede introducir en el hidrogel para hacer que
sea capaz de reaccionar al entorno. La introduccién de respuesta a estimulos conduce a
aplicaciones muy interesantes como son los repositorios de todo tipo de moléculas. El
pH y la temperatura estan entre los estimulos externos que se pueden usar en estos
sistemas. La incorporacidn de mondmeros catidnicos (por ejemplo, el DMAEMA) o
anidnicos (como el AA y el MAA) en el polimero introduce la sensibilidad al pH. Estos
mondmeros se ionizan o desionizan dependiendo del pH del medio dando lugar a una
absorcidn o eliminacién de agua en el hidrogel. Los hidrogeles sensibles a temperatura,
por su parte, se hinchan o deshinchan en respuesta a una temperatura critica. Este
comportamiento se debe a cambios en la solvatacion de las cadenas de polimero, estado
conformacional y solubilidad en agua. Cuando la temperatura aumenta, la solubilidad
del polimero disminuye para los hidrogeles con respuesta a una temperatura critica
inferior de disolucién (LCST). En contraste, la solubilidad de los hidrogeles poliméricos
con respuesta a una temperatura critica superior de disolucion (UCST) aumenta con el
incremento de temperatura. Algunos ejemplos de hidrogeles con UCST son los derivados
de PAM y PAA y los polimeros zwitteridnicos. Ejemplos de hidrogeles con LCST son el

PNIPAM, PDEAM, PVCy PMVE.

Estos hidrogeles que responde a estimulos pueden incluirse en sensores para la

deteccién de determinadas biomoléculas y moléculas de disolvente [248].

2.4.2 lonogeles

Sin embargo, la aplicabilidad practica de los hidrogeles en dispositivos microfluidicos
estd limitada debido a su contraccidon cuando aumenta la temperatura, baja robustez del
material y cinéticas de llenado mas bien lentas. El uso de ionogeles, geles poliméricos
gue incorporan liquido idnico en su matriz polimérica, permite mejorar la robustez de
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los sensores que los incorporan. La naturaleza fragil de los hidrogeles convencionales en
condiciones ambientales, que provoca problemas durante su almacenamiento, también
se puede evitar usando ionogeles. Ademas, la mayor presion de vapor de los liquidos
idnicos y su habilidad para hacer plastica la estructura del gel polimérico mejora la fuerza

mecanica del gel.

Los liguidos iénicos han atraido mucho la atencién debido a sus potenciales aplicaciones
en muchos campos como la quimica y la industria debido a su estabilidad térmica, menor
presién de vapor, alta conductividad idnica y su naturaleza cambiante de hidréfobo a
hidréfilo. Incorporar liquidos idnicos en geles poliméricos es también atractivo porque
genera materiales con las ventajas inherentes de los liquidos idnicos dentro de una

estructura sélida o semi sélida de tipo gel.

Los ionogeles mantienen las propiedades importantes de los liquidos iénicos en una
estructura solida o de tipo gel, permitiendo darles forma, manipularlos e integrarlos,
aumentando la aplicabilidad de los liquidos idnicos en dreas como la energia, el medio
ambiente y el analisis. Los liquidos idnicos tienen excelentes propiedades que pueden
mejorar los dispositivos microfluidicos ya que son materiales de bajo coste y faciles de
obtener. Estos aspectos los hacen candidatos buenos y multifuncionales para mejorar la
capacidad de los dispositivos microfluidicos de controlar el flujo, la sensibilidad, el
almacenamiento de reactivos, la separacion microfluidica, controladores de
temperatura, etc. A la par que se reducen los costes de fabricacién respecto a los

dispositivos convencionales.

Entre los posibles liquidos idnicos a incorporar en los dispositivos microfluidicos se

encuentran los que aparecen en la Tabla 2.6.

La preparacion de ionogeles se suele hacer por fotopolimerizacion, disolviendo en el
liquido idnico elegido el mondmero y los comondmeros necesarios junto a un

fotoiniciador. Una vez la mezcla ha sido homogeneizada, se tienen dos opciones:

e Colocarla en un molde con el espesor y la forma deseadas para aplicarle la
radiacion que inicia la polimerizacién y una vez completado el proceso desmoldar el

ionogel y depositarlo sobre el sustrato deseado.
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e Afadir la mezcla inicial al sustrato y a continuacion irradiarlo para lograr la

polimerizacion.

Tabla 2.6 Ejemplos de liquidos idnicos usados en la sintesis de jonogeles.

Nombre del liquido iénico Abreviatura
Metilsulfato de 1-etil-3-metilimidazolio [EMIM][MeSOQa4]
Etilsulfato de 1-etil-3-metilimidazolio [EMIM][EtSO4]
Dicianamida de trihexiltetradecilfosfonio [Pe,6,6,14][DCA]
Cloruro de 1-metil-3-octilimidazolio [OMIM]CI
Tetrafluoroborato de 1-hexil-3-metilimidazolio [HMIM][BF4]
Tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio [BMIM][BF4]

Los mondmeros y comondmeros empleados en la sintesis de ionogel pueden ser capaces
de responder a estimulos, como es el caso del NIPAM o la acrilamida, de manera que
esta cualidad esté presente también en el ionogel resultante. La eleccién del liquido
idnico se suele realizar en funcién de la aplicacién que se quiera dar al sensor,
distinguiendo aquellos que son hidréfilos de los que son hidréfobos, que producirdn

efectos opuestos.

La longitud de onda de la luz, la distancia de esta a la mezcla y el tiempo de irradiacién
dependeran en ultima instancia de los componentes de la mezcla por lo que deben ser

optimizados en cada caso [249].

2.5 Captura y analisis de imagen

2.5.1 Toma de imdgenes
La toma de imagenes es una etapa fundamental del proceso de medida en un sensor
Optico. Durante esta resulta muy importante tener en cuenta parametros como la

iluminacion o los ajustes del dispositivo de medida empleado [250,251].

Hasta la fecha la mayoria de los dispositivos épticos basados en colorimetria e intensidad
han empleado la cdmara de un smartphone para tomar imdagenes o cuantificar fotones

de las muestras directamente. Sin embargo, hay ciertos problemas asociados a usar la
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camara como detector. El primero es que diferentes marcas de telefonia moévil tienen
cdmaras con caracteristicas diferentes en términos de numero de megapixeles,
sensibilidad del sensor CMQOS, calidad de la lente de la cdmara, dimensién de apertura,
etc. Por tanto, las imagenes tomadas pueden diferir en calidad, lo cual puede dar lugar
a resultados erréneos en el sensor colorimétrico. El segundo el que las imagenes del
sensor CMOS pueden tener ruido como cualquier otra medida analitica y este puede
reducir la calidad de la imagen, siendo también en este caso el efecto dependiente de la
marca del teléfono modvil empleado. Como resultado, la imagen tomada con un
smartphone y sus correspondientes canales de color puede ser diferente a la tomada

con otro.

Ademas, otro aspecto a tener en cuenta es que las cdmaras de los smartphones estan
optimizadas para capturar imagenes en condiciones de luz ambientales y estas son
dificiles de controlar en muchos casos. La cdmara como detector puede funcionar de
manera fiable solo a alta concentracién de los analitos, a baja concentracién el ruido
térmico y las sefales indeseadas de luz dispersada dentro del compartimento
optomecanico puede introducir ruidos indeseables y reducir la ratio sefial/ruido en la

captura de imagenes. Estos aspectos se han paliado de varias maneras [252]:

e Realizar las medidas en una caja de luz en condiciones de iluminacion
controladas. En caso de emplear una cdmara de fotos, como suele ser habitual en las
primeras etapas del desarrollo del sensor, esta puede fijarse mediante un pie de manera

gue la distancia de la cdmara a la zona de deteccién también permanezca constante.

e Introducir sensores de luz ambiental que realicen correcciones automaticas

dependiendo de los cambios en la iluminacidn.

e Disefiar complementos para el mévil que permitan realizar las medidas en

condiciones de iluminacidn constantes.

Durante el desarrollo de sensores cualquiera de estas tres estrategias es aceptable y da

buenos resultados.
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Figura 2.21. Montaje de captura de imdgenes.

Otro aspecto importante a la hora de realizar medidas con un sensor dptico es fijar los
parametros de la cdmara de fotos o del smartphone. En el caso de la cdmara de fotos
suele ser mas facil ya que estdn preparadas para realizar ajustes finos de su
configuracién, no ocurre igual con los smartphones, que suelen hacer correcciones de
color automaticas para ajustarse a la iluminacién ambiente y requieren en muchos casos

disefiar o descargar aplicaciones modviles capaces de fijar parametros como:
= Balance de blancos
= Brillo
= Zoom
= Resolucién de videos e imagenes
= Formatos de video e imagenes
= Tasa de bits por imagen
=  Temporizador
= Cuadricula
= Flash

= Exposicidon
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Para esta Tesis se uso la aplicacion Open Camera, de cddigo abierto y apta para moviles
Android, que permite sustituir la aplicacién de la cdmara que viene por defecto en el

smartphone.

2.5.2 Grabacidn de videos

No en todos los casos resulta posible la deteccidn con una sola imagen, un ejemplo son
las medidas de cinéticas. Para este tipo de ensayos suele ser comun recurrir a la
grabacidon de videos y su posterior analisis extrayendo los fotogramas que sean de

interés.

En la mayoria de los casos la grabacidn de videos puede llevarse a cabo con el mismo
dispositivo con el que se realiza la toma de imagenes con excepciones como la toma de
imagenes a través de un escaner, si bien con la grabacién de videos resulta mas relevante
la capacidad de almacenamiento del dispositivo ya que la diferencia de peso de los

archivos de video respecto a las imagenes suele ser considerable.

Otro aspecto relevante es la pérdida en resoluciéon de las imagenes en los videos
respecto a las fotografias, que debera ser tenida en cuenta en aquellos estudios en los
gue sea precisa una alta calidad de la imagen pudiendo emplearse la grabacién para
etapas previas del estudio, pero siendo necesario posteriormente calibrar con

fotografias.

2.5.3 Andlisis de imdgenes: ImageJ

Para el analisis de imagenes se recurrié al software libre Imagel). En 1987 Wayne
Rasband, lanzd “NIH Image”, el predecesor de Imagel. NIH Image entré en un campo que
hasta entonces habia estado dominado por softwares de procesado de imagenes muy
avanzados que estaban al servicio de informaticos. A pesar de ello, unas pocas
caracteristicas de este programa lo hicieron distinto de sus competidores y estas siguen
manteniéndose en la actualidad: la aplicacidén y el cddigo fuente estaban disponibles
gratuitamente, tenia una interfaz de usuario muy sencilla y podia ejecutarse en
ordenadores de escritorio. Adicionalmente, como proyecto que da la bienvenida a
contribuciones cédigo preprogramado, Imagel atrae por igual a usuarios y

programadores estando muy extendido en el ambito de los sensores dpticos para el

analisis de imagenes [253-255].
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La arquitectura de software abierto e inclusivo se hizo ya como disefio, de acuerdo con
el pensamiento de Wayne Rasband de que, ya que el NIH se habia fundado con dinero
publico, debia servir al publico. Como consecuencia, Imagel se mantiene como software
libre. La funcionalidad del programa puede cambiarse basandose en las necesidades del
usuario, su funcionamiento interno puede ser conocido y su arquitectura provee una
fuente excelente para aprender cdmo implementar algoritmos de procesado de
imagenes. Si, por el contrario, Imagel fuera gratuito pero su cédigo fuente tuviera una
licencia restrictiva, el programa esencialmente se convertiria en una caja negra que
evitaria que pudiera comprenderse y validarse lo que hace. El concepto es simplemente

incompatible con la naturaleza de la investigacion.

La accesibilidad de ImageJ hace que sea un recurso ideal para la ensefianza. El ilimitado
numero de descargas gratuitas evita por otro lado el precio prohibitivo “per seat” de las
licencias necesarias para establecer y mantener ordenadores de clase, incluso, los
participantes de cursos pueden incluso usar sus propios portatiles, minimizando el
esfuerzo para aplicar lo que han aprendido en su trabajo diario. Ademas, los macros y
comandos dedicados a demostrar los conceptos de analisis de imdagenes se afiaden
facilmente a Imagel. Los aspectos educativos de Imagel no se limitan a ensefiar los
fundamentos del procesado de imagenes con Imagel, aunque es una de las herramientas
mas populares para ensefiar el desarrollo de los algoritmos de procesado de imagenes
porque su arquitectura de cddigo abierto esta muy extendida usando comandos escritos

en Java.

La comunidad de Imagel es también un ejemplo para investigar como puede ser mas
efectivo, estableciendo un foro interdisciplinar donde se difunde el conocimiento y
cuestiones que pueden aparentar dificultad para expertos en un campo cientifico, pero
pueden ser facilmente contestadas por un experto de otra drea. La diversidad de
especialidades se presenta en la lista de emails de Imagel, que incluye desde bidlogos
experimentales hasta astrénomos e informaticos, que permite intercambios educados

sobre informacion cientifica.

Ademas, con tan solo el texto de una publicacion cientifica, seria muy engorroso para un

grupo independiente reproducir los hallazgos realizados en esta sin tener un acceso facil
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a los mismos materiales y métodos, incluso si estos requisitos se lograsen, seguiria sin

haber garantias de que los experimentos pudieran ser reproducidos fielmente [256].

Generalmente, se quiere medir una parte especifica de la imagen tomada, no la imagen
completa. Las regiones de interés (ROI) se definen como aquellas partes especificas de
la imagen que deberian procesarse para obtener una relacién entre la variacién en uno
o una relacién de los pardmetros de un espacio de color con cambios en la concentracién
o el avance de nuestro analito [257]. Para analizar una imagen con el software ImageJ se
ejecuta el programa, se abre la imagen que se desea analizar con “File” - “Open... “> Y
seleccionando de la carpeta deseada. A continuacidn, se marca la forma deseada del ROI

pudiendo elegir entre:

Rectangular o secciones rectangulares redondeadas

Ovales, elipticas o de pincel

Poligonos

Selecciones a mano alzada

Todos ellos, invariablemente en 2D. Hacer clic derecho en cada uno de estos botones,
presentes en la parte izquierda de la barra de herramientas permite variar entre las
diferentes opciones ofrecidas para un mismo botdn mientras que hacer doble clic
derecho en el caso de las selecciones de pincel, nos permite fijar el nimero de pixeles

gue se desean seleccionar.

Cuando se dibuja un ROI, presionar la tecla Alt permite dibujar otra forma sobre el dibujo

anterior sin que se borre.

Por lo general, solo se puede tener activo un ROl en cada momento, si se precisa analizar
varios a la vez, estos pueden almacenarse en el gestor de ROI: Permite almacenar varios
ROIs en una lista, permitiendo su acceso, edicién y medicion faciles. Se puede abrir a
partir de la barra de herramientas eligiendo “Analyze” - “Tools” - “ROI Manager...” o
de manera mas rdpida, dibujando el ROl y presionando la tecla T para guardarlo. En caso
de querer que se muestren todos los ROIs de la lista simultdaneamente solo es necesario

marcar la casilla de “Show All”, abajo en el gestor de ROI. Como las regiones de interés
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del gestor de ROIs pueden representarse de manera independiente de la imagen en la
que se han definido, se puede crear un ROl en una imagen, afiadirlo al gestor, abrir una
nueva imagen y clicando sobre el ROl en el gestor lograr que aparezca sobre la segunda
imagen justo en la misma posicidn, con la misma forma y nimero de pixels. EI ROI
aplicado siempre se posicionara sobre la imagen mas recientemente abierta, en caso de

tener varias imagenes abiertas a la vez.

Empleando el gestor de regiones de interés se pueden disefiar regiones de formas mas
complejas afladiendo o eliminando ROIs. Para hacer esto, primero se afiaden los ROls
con los que se quiere trabajar al gestor, después se seleccionan y se eligen entre las

opciones:

o AND - Crea un ROI que contiene solo las regiones en las que solapan los ROIs

seleccionados
o OR—Crea un solo ROl compuesto por la combinacidn de todos los seleccionados

o XOR — Crea un solo ROl que contiene todos los ROIs seleccionados excepto las

zonas en las que solapan

Solo los pixeles que hayan sido incluidos dentro del ROl dibujado seran analizados. Es
por ello que es esencial elegirlo de manera adecuada, procurando reducir el posible
error procedente de sombras, zonas poco uniformes de la imagen, reflejos provocados

por la iluminacién, etc.

Los ROIs individuales pueden guardarse seleccionandolo en el gestor de ROIs y pulsando
el comando “More” - “Save...” También es posible hacerlo seleccionando “File” -

“Save As” - “Selection...”
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Figura 2.22 Gestor de ROIs en el programa Imagel.

Estas selecciones funcionan adecuadamente dentro del propio programa o con Fiji pero

es improbable que se puedan abrir con cualquier otro software.

Los ROIs también pueden manipularse dentro de la imagen, modificando su tamafio (de
pixel en pixel manteniendo pulsada la tecla Alt y la flecha del teclado correspondiente o
en general seleccionando y arrastrando uno de los puntos de seleccidn de la figura),
ajustando la forma con la herramienta de seleccion del pincel y moviéndolos de posicidon
(tanto arrastrandolos una distancia grande con el ratén como pixel a pixel con las flechas

del teclado).

Una vez seleccionada el drea de interés, el principal comando para medir esta en Image)
es presionar M o en la barra de herramientas “Analyze” - “Measure”. Hacer esto abre
una nueva ventana, el cuadro de resultados, que puede presentar diferentes parametros
segun lo que se haya seleccionado a través de la pestafia que se abre al ir a “Analyze” -
“Set Measurements...” Los mds comUnmente usados en esta Tesis han sido: Area,
desviacion estandar, valor promedio, moda y maximos y minimos. Es posible también
seleccionar el numero de decimales con los que se devuelven estas medidas, habiendo
tomado en todos los casos 3. Cuando se pulsa M con el ROI dibujado sobre la imagen

estos valores promedio, moda, minimo y maximo se refieren a la coordenada gris. En
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caso de desear obtener las coordenadas del espacio de color RGB sera preciso ir a
“Plugins” - “Analisis de Color” - “RGB Measure”. En la tabla de datos aparecerdn R, G
y B siempre en este orden, de manera que pueden ser copiados y trasladados a una hoja
de Excel en la que serdn procesados. Si se prefiere trabajar en otro espacio de color,
Imagel lo permite mediante “Plugins” = “Andlisis de Color” - “Color Space Converter”.
Se abre una nueva pestafia en la que se permite seleccionar el espacio de color de
partida (“from ColorSpace”), que, por lo general, al ser imagenes tomadas con una
camara de fotos, serd el RGB; y el espacio de color al que se quiere cambiar (“to
ColorSpace”). Entre las posibilidades se encuentran los espacios XYZ, LAB y HSB. Para
obtener una imagen por cada coordenada del espacio de color se debe ademas marcar
la casilla “separate images” antes de aceptar (OK) que se apliquen los cambios sobre la
imagen. De esta manera se abren 3 imagenes nuevas, cada una de las cuales representa
tan solo una de las coordenadas del espacio, de manera que cuando se aplica sobre ella
la region de interés y se analiza, los valores corresponden exclusivamente a las

variaciones en valor de esa coordenada.

Como todos los resultados, procedan de la imagen que procedan e independientemente
del ROl empleado para ello, aparecen reflejados en el mismo cuadro de resultados y
puede ser dificil recordar qué medida corresponde a cada imagen, para analistas menos
experimentados resulta de interés marcar en “Set Measurements...” la opcién “Display

label”, que muestra el titulo de la imagen incluido en la tabla.

Otras opciones a la hora de obtener informacidn de la regién de interés son:

e “Analyze” - “Histogram”. Muestra el histograma, es decir, la representacion
grafica de la distribucion de frecuencia de los valores de los pixeles ademas de reflejar el
numero total de pixeles tenidos en cuenta, el valor promedio, la desviacidn estandar, el

valor minimo, el maximo, la moda y el nimero de pixeles que tienen el valor de la moda.
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Figura 2.23 Comando para la extraccion de las coordenadas RGB del ROl en Image..
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Figura 2.24 Histograma de RGB en el programa ImageJ.

e  “Plugins” = “Analisis de Color” = “Threshold colour”. Al ejecutar este comando
aparece una ventana en la que se representan un histograma de cada una de las
coordenadas del espacio de color en el que se encuentra la imagen y es posible
seleccionar un rango de valores para cada una de ellas. Al seleccionar los rangos
deseados y pulsar “Select” sélo permaneceran en la imagen los pixeles que se
encuentran dentro de los rangos seleccionados, elimindndose de la imagen los demas.
De este modo se puede comprobar qué partes de laimagen se salen del rango de valores
deseado o normal, haciendo posible identificar zonas poco homogéneas de las

membranas.
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Figura 2.25 Comando para la seleccion de los umbrales de color en HSV en el programa Image.J.

Una vez extraidos los datos se procesan en una hoja de Excel o mediante el programa

Origin Pro.

2.5.4 Andlisis de videos
Avidemux es un software libre con una interfaz facil de usar que consta de los siguientes

paneles:

e Barra de menus. Se encuentra en la parte superior del programa y consta de los

apartados “Archivo”, “Reciente”, “Editar”, “Vista”, “Video”, “Audio”, “Herramientas”, etc.

e Barra de herramientas. Justo debajo estd la barra de herramientas, que permite
un acceso rapido a algunos de los comandos mas comunes como son “Abrir un video”

“Guardar un video”, “Informacién” y “Reproducir con filtros”.

e Panel de decodificacién. Muestra aspectos basicos del decodificador y los

formatos de salida del video y el audio.

e Area de visualizacién. El video se reproduce en el centro de la pantalla, donde se

pueden comprobar los cambios que hayan sido realizados.
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e Panel de reproduccién. A continuacién del drea de visualizacién se encuentran
los controles que permiten reproducir y detener el video, desplazarse por los diferentes

fotogramas y modificar el volumen.

Q0=
Decodificador de video
Lavcodec DXVA2
Configurar
Salida de video
Copy.

Configurar
Filtros
Salida de audio (1 track(s))
Copy v
Configuar
Fittros.

"] Desplazar: |0 s ms

Formato de salida

T o . lll
GQEO”GQEEQOQGOO A 00:00:00.000
Tiempo: | 00:01:30.000 | /00:17:13.780 Tipo de fotograma: B-TFF (00) zm:oo:n:l:z:.llm

Figura 2.26 Interfaz del programa Avidemux para andlisis de videos.

& 00413.MTS - Avidemux

Archivo  Reciente  Editar  Vista  Video  Audio  Automatico Herramientas Ir  Pe
& Abrir Control+0
Anexar Control+A
Qi Guardar Control+S
Cola Control+U 5 Iy A
Guardar como imagen 4 Guardar como BMP Control+M
Cerrar Control+W Guardar como PNG Control+P
Guardar como JPEG Control+E
Script de proyecto 4

Guardar la seleccion como JPEG

6 Informacion Alt+Retorno
Conectar a avsproxy

Salir Control+Q

Salida de audio (1 track(s))
Copy v
Configurar

Filtros

[] Desplazar: ms

Figura 2.27 Comando de extraccidn de fotogramas en el programa Avidemux.

Entre los comandos mas utiles de Avidemux para el andlisis de imagenes se encuentra el
comando “Archivo” - “Guardar como imagen” - “Guardar como JPEG”, que permite

guardar la imagen en un formato compatible con el software Imagel previamente
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descrito para el andlisis de imagenes. Extrayendo fotografias a tiempos fijos resulta
posible estudiar la cinética de los procesos que se dan en el dispositivo microfluidico,

caracterizar el avance de flujo para una determinada plataforma analitica, etc.

3. Caracterizacion de materiales empleados en los sensores

3.1 Espectroscopia de absorcion UV

La espectroscopia de absorcidn se refiere a esa que depende del analisis de la radiacion
absorbida por la muestra. Uno de los ejemplos mds comunes es la espectroscopia de

absorcidn de luz ultravioleta/visible.

La espectroscopia UV-vis es una herramienta que puede ser empleada de forma sencilla,
con indicadores de pH visibles, pero también de forma compleja para ayudar a
monitorizar reacciones organicas. Sin embargo, en esta Tesis se ha puesto el foco en la
espectroscopia UV-vis para la determinacién estructural y los fendmenos

correspondientes.

La base de esta técnica es que una molécula puede ser excitada desde el estado
fundamental a un estado excitado. Para la radiacidn electromagnética dentro del rango
UV-vis, esto corresponde con la excitacidon del electrén desde un orbital molecular
ocupado a uno no ocupado (u ocupado por un electrén desapareado). La molécula solo
absorbe la radiacion si la energia de los fotones de luz es la misma que la diferencia de

energia entre dos orbitales implicados en la transicion de acuerdo con:

hc
AE = hv = 7 (Ecuacion 2.12)

Por lo tanto, para una diferencia mayor de energia entre dos orbitales, se requiere la
absorcién de luz de longitud de onda mas corta. Por este motivo, la absorcién de luz en
la regién UV o visible tipicamente corresponde a transiciones de menor energia que
implican a los electrones de valencia, origindndose en orbitales no enlazantes (pares

solitarios) u orbitales m.
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Ademas, es necesario tener en cuenta las reglas de seleccion que dictan qué transiciones
estan permitidas y cuales prohibidas. Hay tres reglas de seleccion que aplicar: (1) un
electrén no debe variar su nimero de espin cuantico durante la transicién (2) solo puede
excitarse un electréon a la vez y (3) la simetria debe conservarse durante la transicién. En
la practica las reglas de seleccidn pueden en algunos casos relajarse. Un ejemplo
importante de esto serian las transiciones de los grupos carbonilo que se observan en

cetonas y aldehidos como una banda de absorcién generalmente débil.

Aunque se usa menos para el andlisis estructural que la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear, la UV-Vis sigue siendo de importancia para un gran nimero de areas
especializadas, especialmente las que implican compuestos cromdforos distintivos como
los colorantes, indicadores y filtros de color. La principal restriccién del andlisis UV-Vis es
qgue el analito debe ser un croméforo y las absorciones son caracteristicas para una

familia de compuestos y grupos funcionales.

Cuando se prepara una muestra para analisis UV-Vis se deben considerar varios factores.
Quizas los tres mas importantes son la celda, la concentracidn y el disolvente usado. Hay
muchos otros factores que pueden afectar al espectro resultante como la temperatura,

el pH, parametros instrumentales (como el ancho de banda), etc.

3.1.1 Celdas

Los espectros UV-Vis se suelen llevar a cabo usando celdas rectangulares (cubetas) que
permiten posicionar la muestra en el rayo de luz con un camino dptico definido,
tipicamente de 1 cm. Las cubetas han sido disefiadas para que la luz atraviese sus
paredes con el angulo correcto. Las cubetas estan tipicamente hechas de cuarzo fundido
de alta calidad (que es dpticamente transparente para longitudes de onda mayores de
170 nm) a pesar de que también son adecuados el vidrio (transparente a partir de los
300 nm) o plastico (transparente en la region visible). Si el instrumento tiene un doble
haz, uno de ellos pasa por la cubeta con la muestra y el otro por una cubeta idéntica con
el mismo ancho de paso y el mismo disolvente y ambos espectros se graban
simultdneamente usandose el segundo como espectro de referencia, que suele ser

automaticamente restado al espectro de la muestra por el software del espectrémetro.
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Cuando se emplea un instrumento de un solo haz de luz, como en este caso, el espectro

de referencia se graba de forma previa a la obtencién del espectro de la muestra.

3.1.2 Concentracion

La concentracién de la muestra es muy importante debido a la capacidad de deteccidn
del instrumento. Para obtener una sefal detectable, se requiere una muestra lo
suficientemente concentrada. Sin embargo, una serie de problemas quimicos e
instrumentales pueden derivarse de emplear concentraciones mds altas asi que se suele
tener en cuenta la regla no escrita de que los valores de absorbancia no deben exceder

el 2.

Tabla 2.7 Longitudes de onda limite para la absorcidon de disolventes comunes en espectroscopia.

Disolvente Longit;l:”c,i)e onda
Agua 180
Acetonitrilo 190
n-Hexano 190
Ciclohexano 190
Metanol 205
Etanol 205
Tetrahidrofurano (THF) 215
Dimetil éter 220
Diclorometano 232
Cloroformo 245
Tetracloruro de carbono 280
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3.1.3 Disolvente

El disolvente usado para la preparacidon de muestra debe producir la completa disolucién
de la muestra y no absorber en la regién de longitudes de onda de interés, ya que esto
llevaria a que las bandas de absorcién de la muestra queden eclipsadas. Las longitudes
de onda limite para la absorcion de los disolventes mds comunes en espectroscopia se

recogen en la Tabla 2.7.

Aunque deberia tenerse en cuenta que la longitud de onda exacta dependera también

de la pureza del disolvente empleado.

3.1.4 Solvatocromismo

El solvatocromismo ocurre cuando las moléculas de disolvente interaccionan con
moléculas de soluto y estabilizan uno o ambos de los orbitales implicados en la transicién
electrdnica, afectando por tanto a la longitud de onda de la absorcién maxima, Amax. De
acuerdo con el principio de Franck-Condon, el movimiento de los nucleos tiene una
escala de tiempo mucho mas lenta que la de los electrones. Por tanto, durante la
excitacion electrénica, las moléculas de disolvente no tienen tiempo de reorientarse
dando lugar a un estado excitado del soluto que experimenta la esfera de coordinacién
de disolvente. El efecto de esto puede verse en las transiciones m—>n*, donde el estado
excitado esta mucho mas polarizado que el estado fundamental. Aqui, el disolvente polar
ayuda a la estabilizacidn del estado excitado y reduce el salto de energia. El resultado de
esto es un efecto batocrémico de Amax hacia una longitud de onda mas larga con los
disolventes polares como el etanol. En contraste, para las transiciones n—>m* del grupo
C=0, el estado fundamental estd mas polarizado que el estado excitado, resultando en
un mayor salto de energia debido a la desestabilizacion del estado excitado en presencia
de disolventes polares y por tanto, hay un cambio hipsocrémico, hacia longitudes de
onda mas cortas. Cuando esta variacion se da en la region del visible, el cambio debido

al disolvente se aprecia a simple vista.
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3.1.5 Fuentes de error

La fuente de error mas comun cuando se obtiene un espectro UV-Vis no es el
instrumento, sino la preparacion de la muestra. Idealmente, la muestra es una disolucién
de un solo compuesto, pero esto no siempre es cierto. Si la muestra, por ejemplo,
contiene impurezas, estas pueden contribuir a la absorcién UV-vis. Para reducir las
potenciales fuentes de error debidas a la concentracién se debe asegurar que los
volumenes y pesos se pueden medir adecuadamente y asegurarse de que las muestras
preparadas son auténticas disoluciones, ya que de otra manera habra mas dispersion de
luz que absorcién. También se debe tener cuidado a la hora de elegir los parametros
adecuados para la recoleccion de datos. Ciertos compuestos requieren la recoleccién de
varios espectros para una caracterizacién fiable. Por ejemplo, bandas mas estrechas
pueden requerir la determinacién de la estructura fina o absorciones de banda mas
débiles pueden requerir mayores concentraciones de muestra. El nUmero de espectros
adquiridos debe ser tal que asegure una buena relacién sefial: ruido. En vez de recopilar
un espectro completo de forma repetida durante un periodo de tiempo, suele ser mas
conveniente monitorizar el cambio en absorbancia a una o varias longitudes de onda

salvo que se trate de seguir las variaciones de indicadores de pH.

3.1.6 Interpretacion del espectro

La identificacién de un cromodforo en una molécula se logra facilmente cuando la
estructura de la molécula es conocida, esto es, cuando se ha determinado por
combinacidn de otras técnicas, en este caso con el espectro de resonancia magnética
nuclear (RMN). Sin embargo, cuando la estructura de la molécula no ha sido resuelta

antes de interpretar el espectro UV-vis, |a tarea resulta mucho mas dificil.

La complejidad y extensidn en la que el espectro se encuentra en la regidn visible se
debe considerar. Cuanto mas se encuentra dentro de la regién visible o la banda de
absorcidn se extiende, mas probable es que aumente la conjugacidn. Por ejemplo, dos
bandas de absorcién por debajo de los 300 nm sugieren dos o tres unidades conjugadas
pero la absorcion a longitudes de onda mas largas indica un mayor grado de conjugacion.
El nimero de absorbancia maxima (Amsx) Yy su correspondiente intensidad (absortividad

molar) da informacidn util. La posicion de Amsx se relaciona con la energia del estado de
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transicion y la intensidad es constante para cualquier molécula a cualquier longitud de
onda dada y puede ser caracteristica del croméforo. Para ayudar a la interpretacion del
espectro UV-vis es (til tener un espectro de un compuesto modelo que se pueda usar

para establecer aspectos estructurales comunes [258].

3.1.7 Reglas empiricas

Las reglas se establecieron por primera vez por Woodward, quien se dio cuenta de que
la posicion de la banda mas amplia en el espectro UV-Vis estaba relacionada con los
sustituyentes presentes para una familia de compuestos relacionados. A partir de las
relaciones de longitud de onda que se presentan en la Tabla 2.8 se pueden identificar a
qgué grupos funcionales y transiciones corresponden algunos picos en los espectros de

UV-visible.

Cuando la luz monocromatica de una cierta intensidad, lo, pasa a través de una muestra,
parte de la luz puede ser absorbida y otra sera transmitida con una intensidad I. La
transmitancia de luz a través de la muestra, T, se define como la ratio de intensidades de

la luz incidente y la trasmitida.

T =— (Ecuacion 2.13)

Normalmente la transmitancia se muestra como un porcentaje de transmitancia, %T,
donde:

T =100T (Ecuacion 2.14)

Aunque es mdas comun pensar en que la muestra absorbe luz, mas que transmitirla. Por

tanto, la absorbancia puede definirse como sigue:

A = log (170) = log (%) = —log (T) (Ecuacion 2.15)

Puede demostrarse que la absorbancia de la luz por una muestra aumenta con la

cantidad de medio absorbente que tiene que atravesar la luz a su paso, es decir,
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conforme el ancho de paso, |, aumenta. Esto cominmente se conoce como ley de

Lambert.

Tabla 2.8 Longitudes de onda en las que se produce cada transicion electronica de los grupos

croméforos.
Croméforo Tran5|f:|9n Longitud de Ejemplos
electrdnica onda
C-CyC-H c—o* 150 Alcanos
-0- n—o* 185 Eteres, alcoholes
-N< n—o* 195 Amidas
-S- n—o* 195 Tioles
n—om* 280
Cc=0 n—oc* 185 Cetonas
- 160
- 274 .
R-NO: 200 Compuestos nitro
C=N i 165 Compuestos
ciano
%
c=C = 175 Alquenos
223
Cc=C - 195 Alquinos
175
Polienos
No aromaticos
Y 270-415 L.
C=C-C=C - 350-445 Argrnatmos
o 210-280 1enos
conjugados
C=C-C=0 T—* 315 Enonas
_ n—1* 230
C=C-C=C 590
o nT—* 207-400
c=c-c=c 250-394
Benceno n—m* 255 Aromaticos

La dependencia con el ancho de paso se debe esencialmente al aumento de moléculas

gue absorben radiacion en el camino de la luz. Por tanto, la absorbancia es también
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linealmente dependiente de la concentracion de muestra, c. Esta relacidon se conoce

como ley de Beer.

La combinacion de estas dos reglas da como resultado la ley de Lambert-Beer:

A = ecl (Ecuacion 2.16)

Donde € es la absortividad molar, constante para una molécula dada a una cierta longitud

de onda.

3.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una técnica espectroscépica que
se ha desarrollado como una de las herramientas analiticas mas utiles y versatiles.
Permite la visualizacién de atomos simples y moléculas en varios medios en disolucion
ademas de en estado sélido por lo que es fundamental en la elucidacidn estructural de
indicadores, compuestos orgdnicos y biomoléculas y el seguimiento de la cinética de
ciertas reacciones. Ademas, permite la cuantificacién simultanea y sin destrucciéon de la
muestra. Las interacciones magnéticas entre los nucleos RMN-activos a lo largo de
enlaces covalentes resulta en acoplamientos espin-espin ("J-). Las interacciones a través
del espacio pueden detectarse usando el efecto Overhauser (NOE). Ambas interacciones

permiten la elucidacién de la estructura tridimensional [259].

Quizas lo primero que llame la atencién acerca de la espectroscopia RMN es que al
contrario que las de infrarrojo, la de UV o la de rayos X, similares todas a ella, el nombre
de esta espectroscopia no hace alusién a la region del espectro en la que se da la
absorcién o emision. De hecho, para poder entender esta técnica es necesario plantear

antes las propiedades magnéticas de los nucleos atdomicos.

Los nucleos activos en RMN se caracterizan por ser capaces de sufrir magnetizacion
nuclear, es decir, que son afectados por la presencia de un campo magnético externo

[260].
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Los protones y neutrones, al igual que los electrones, poseen un momento angular
intrinseco de % conocido como espin. Los momentos angulares orbital y de espin de cada
uno de los nucleones se combinan vectorialmente en un momento angular de espin
nuclear, I. | puede pensarse como un vector cuya direccion y magnitud estdn cuantizadas.

En la representacion de este vector | tienen una longitud:

JIU+ Dh (Ecuacicn 2.17)

y 21+1 proyecciones permitidas sobre el eje elegido, lamado z. Es decir, la proyeccién de

| sobre el eje z estd cuantizada

Iz = mh (Ecuacion 2.18)

donde m es el nUmero cudntico magnético y presenta 2I+1 valores comprendidos entre
+ly+ltalguem=1,1-1,1 —-2,...,—1.

, .. 1,3
Asi pues, | toma alguno de los siguientes valores: I = O’E’ 1,5, 2, ..., con valores

. 7 . . .
superiores a ~ siendo bastante poco comunes. Es interesante resaltar que para isétopos

de un mismo elemento tienen niumeros cuanticos diferentes y que algunos nucleos muy
comunes como el 12C o el 162 tienen 1=0 y esto hace no tengan momento angular ni

magnético.

+h/2

h/2

=1/2 =1

Figura 2.28 Representacion de la cuantizacion del momento angular de espin nuclear.
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El valor del espin nuclear no puede predecirse exactamente, pero existen reglas
empiricas que permiten relacionar su valor con el nimero de protones y neutrones

presentes en el nucleo:

Tabla 2.9 Relacion entre el numero de protones y neutrones y el momento angular de espin nuclear.

Numero de Numero de |
protones neutrones
Par Par 0
Impar Impar Entero #0
Par Impar
Semientero
Impar Par

El momento angular de espin nuclear origina, como el electrénico, un momento dipolar

magnético nuclear y; dado por:

e
U = N 2m, I =gy MYNI (Ecuacién 2.19)

Donde gy es el factor g nuclear y solo puede determinarse experimentalmente para cada

nucleo ya que engloba las diferencias de masa y carga del nucleo frente al protén.
La expresion se puede simplificar a: yI donde y es el cociente giromagnético.

Si sobre el ndcleo actia un campo magnético de intensidad B, el dipolo magnético sufre

un par de fuerzas t dado por:

T=u XB (Ecuacion 2.20)

Que tiende a alinear el dipolo con el campo magnético. Para esta interaccion la energia

estara dada por:

Eine = —W B =—-yL,B (Ecuacién 2.21)
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Figura 2.29 Interaccién entre un campo magnético, B, y el momento dipolar, p.

Si el sistema no es capaz de disipar esta energia, el dipolo magnético no puede alinearse
con el campo magnético y describe un movimiento de precesion (precesion de Larmor)

en torno a la direccién del campo aplicado.

Aplicando el Hamiltoniano de interaccién correspondiente nos queda:

Hl/) = —]/Bizl/) = El/) (Ecuacion 2.22)
En, = —gnunBm; m;=—1,—1+1,...,1 —1,1 (Ecuacién2.23)

La energia se desdobla en tantos niveles como valores puede tomar el nimero cuantico

de espin nuclear m;.

Suponiendo el caso mas sencillo, un protdn, | = 1/2. El protdon puede estar en cualquiera
de sus dos estados de espin nuclear, unocon m; = —1/2 yelotroconm; = +1/2 . En
ausencia de campo magnético estos dos estados estarian degenerados, tendrian la
misma energia. Sin embargo, al aplicar el campo externo los niveles de energia se
separan, el de estado m; = —1/2 aumenta su energia E(m; = +gyuyB/2) y el de
estado m; = +1/2 disminuye su energia en E(m; = —gyuyB/2) de manera que si se

hace incidir radiacion con la energia adecuada:

AE = hv = ]/hB (Ecuacion 2.24)
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Se pueden inducir transiciones entre los niveles de energia de espin desdoblados del

protdn. Esas transiciones son las que aparecen en los espectros de RMN.

La frecuencia, por tanto, aumentara linealmente con el campo magnético aplicado. Los
campos magnéticos usados habitualmente en RMN varian en intensidad entre 1.4y 17.5

teslas, dando como resultado frecuencias proténicas que van desde 60 hasta 750 MHz.

Ademas, es necesario tener en cuenta las reglas de seleccion. Para que una transicion
ocurra en RMN debe cumplir: Am; = %1, es decir, que las transiciones permitidas son
aquellas que ocurren entre niveles de energia adyacentes, dependiendo las frecuencias

solamente del campo magnético aplicado y del cociente giromagnético.

Segun esto todos los nucleos de un mismo isdtopo de un elemento deberian absorben
a la misma frecuencia. Sin embargo, las frecuencias de resonancia dependen también
del entorno electrénico del nucleo de hidréogeno dentro de la molécula. Ese efecto es el
conocido como desplazamiento quimico y es la que hace que la RMN sea tan util para

distinguir grupos funcionales presentes en la molécula.

El desplazamiento quimico es resultado de que el campo magnético externo, Bo, que se
aplica sobre los nucleos produce una pequena corriente en los electrones que rodean a
cada nucleo. Esa corriente genera a su vez un campo magnético adicional sobre los
nucleos que en la mayoria de los casos se opone al externo siendo la relacién entre

ambos:

B' = —O'BO (Ecuacion 2.25)

Donde G es la constante de apantallamiento, que depende del entorno quimico de cada
nucleo. La constante de apantallamiento es el resultado de dos contribuciones, una
diamagnética y otra paramagnética. La contribucion diamagnética es la que tiene lugar
en el estado fundamental de la molécula debida a las corrientes electrénicas por lo que
depende de la densidad electrénica que rodea al nucleo y siempre se opone al campo
magnético externo. El apantallamiento paramagnético por su parte es debido a las
distorsiones en la nube electrénica asociadas a estados excitados y contribuye a reducir

el campo magnético B’. Las contribuciones paramagnética y diamagnética actian en
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sentidos opuestos. Para 'H predomina el término diamagnético ya que solo existen
orbitales s, sin embargo, para el 3C, que es de mayor tamafio, influye mas el término

paramagnético.

La constante de apantallamiento es adimensional e influye en la condicién de
resonancia. Cuanto mas apantallado se encuentra un nucleo, menor B’. Debido a que las
frecuencias de las seiiales dependen del campo externo aplicado, no se puede definir
una escala absoluta de frecuencias y se debe tomar un compuesto de referencia. El mas
utilizado es el tetrametilsilano (TMS) para espectroscopias RMN de 'H y 3C. El
desplazamiento quimico del tetrametilsilano se toma por tanto como 0 el del resto de
nucleos como la diferencia entre el campo que experimenta cada nucleo y el

experimentado por el tetrametilsilano.

Tabla 2.10 Desplazamientos de las sefiales de proton en RMN.

Grupo funcional Desplazamiento quimico de la sefial de *H

Amidas

Acido carboxilico

Fenoles

Alcoholes

Aminas

Halogenados

Aldehidos

Aromaticos

Eter

Alquinos

Arilo

Cetona

Alquenos

Alcanos

ppm (respecto al TMS) 918|716 |5|4]3]2]1]0
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Las senales medidas en RMN suelen constar de una estructura fina que puede ser de
singlete, doblete, triplete, cuadruplete o multipletes dependiendo del niumero de
sefiales que englobe. Esta estructura fina es el resultado de la interaccidon con nucleos
vecinos que poseen momento magnético (acoplamiento espin-espin), sean
homonucleares (entre nucleos del mismo tipo) o heteronucleares (nucleos de elementos
diferentes). Para dos nucleos acoplados que tengan el mismo espin nuclear de % hay
cuatro niveles energéticos posibles. En ausencia de interaccién espin-espin para dos
nucleos acoplados se dan dos absorciones isoenergéticas, pero a través del
acoplamiento J se termina con esa degeneracién. Cuando ambos nucleos poseen la
misma disposicion de espin J tiene signo positivo y la energia aumenta por el
acoplamiento. Cuando la disposicién de espin sea la contraria la energia disminuird en la
misma extensién. En ambos casos los dos singletes de los nlcleos correspondientes a la
resonancia entre si se desdoblan de dobletes. La magnitud del desdoblamiento se
encuentra descrita por la constante de acoplamiento J, la cual se puede obtener

directamente de la separacién entre las dos lineas correspondientes a un mismo nucleo.

Las constantes de acoplamiento son independientes de la magnitud del campo
magnético aplicado por lo que podemos distinguir las sefales de dos singletes de
nucleos no acoplados con diferente desplazamiento quimico respecto a un doblete
registrando dos espectros a diferentes frecuencias de medida. En el caso de que sean

singletes la separacidn aumentard, pero no asi en el caso de que sean un doblete.

Los acoplamientos entre nucleos se dan a través de los enlaces de la molécula
(acoplamiento escalar. Si tiene lugar a través de un Unico enlace, se trata de un
acoplamiento directo y recibe el nombre de acoplamiento vecinal o geminal cuando el
acoplamiento se transmite 2 o 3 enlaces. Como es légico, J disminuye al aumentar el
numero de enlaces entre los dos atomos y la complejidad de los acoplamientos aumenta

cuando lo hace el nimero de nucleos que se acoplan.

La caracterizacion espectroscdpica de H-RMN y C-RMN se llevé a cabo a temperatura
ambiente con un espectrometro Varian Direct Drive 400 MHz. Los desplazamientos
guimicos se expresan utilizando la resonancia del disolvente como patrén (CDCls a 7.26

ppmy 77.16 ppm) [261-263].
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Tabla 2.11 Desplazamiento de las sefiales de C-13 en RMN.

Grupo funcional Desplazamiento quimico de la sefial de 3C

Cetona

Aldehido

Carboxilico

Ester
Amida
Unidoal
Unido a Br
Unido a Cl
Unidoa N
Unidoa O

Bencénico

Alqueno

Alquino

Alcano cuaternario

Alcano terciario

Alcano secundario

Alcano terciario

(ppm respecto al 220 | 200 | 180 | 160 | 140 | 120 | 100- | 80 60 40 20
TMS) 200 | -180 | -160 | -140 | -120 | 100 | 80 | -60 | -40 | -20 | -0

3.3 Medida de densidad de disoluciones

La medida de la densidad de las disoluciones empleadas se realiza mediante un

picndmetro de Gay-Lussac en un método no destructivo y sencillo de realizar.

Para ello se siguen los siguientes pasos:

a) Se anota el peso del picndmetro seco y vacio

b) Se llena un vaso con aguay se toma la temperatura de esta
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Figura 2.30 Picndmetro de 5 mL de la casa comercial Probus.

c) Se vierte agua en el picndmetro hasta un tercio de la parte superior del

esmerilado sin que se formen burbujas

d) Se introduce el tapdn del picnédmetro con firmeza de manera que el tubo capilar

de este se llene y el excedente de liquido se desborde

e) Se seca la superficie externa del picndmetro sin absorber agua del capilar en el

proceso, de manera que esta se mantenga enrasada
f) Se pesa el picndmetro con el agua
g) Se resta el peso del picnédmetro vacio al peso del picndmetro lleno de agua

h) El proceso se repite anadiendo otras disoluciones y se encuentra que la densidad

estd dada por:

m
P = —L. Pa (Ecuacion 2.26)
Mg

Donde p; es la densidad que se quiere hallar, m; la masa del picndmetro con el liquido
menos la masa del picnédmetro lleno (es decir, la masa de disolucién de interés), p, es la
densidad del agua a la temperatura medida y m, es la masa de agua calculada como se

explica en el punto g.
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Capitulo 3

CAPITULO 3: WIRELESS WEARABLE WRISTBAND FOR CONTINUOUS
SWEAT pH MONITORING

Planteamiento

Los sensores Point-of-Care estdn ganando cada vez mas interés como alternativa a los
tests de laboratorio convencionales para la determinacién de iones, proteinas,
antigenos, hormonas, etc. En particular, las plataformas microfluidicas basadas en tela,
hilo y papel son muy adecuadas para el anadlisis in situ de contaminantes
medioambientales, el envasado inteligente de alimentos y el control de especies

relacionadas con la salud y el rendimiento deportivo.

Durante un entrenamiento o una competicién deportiva, el pH del sudor puede variar
de acuerdo con el estado de hidratacién del cuerpo. No beber suficiente agua durante
una competicidn puede llevar a un atleta a sentirse mareado, experimentar dolores de
cabeza, confusién e incluso calambres musculares. Pero la situacién opuesta también es
problemadtica. Un exceso de agua puede provocar que los niveles de sodio sean
demasiado bajos, lo cual da lugar a sintomas similares a los de la deshidrataciéon por lo
que el control en continuo del pH del sudor se ha convertido en un aspecto de interés

para uno de nuestros sensores.

Es por ello que se ha desarrollado una pulsera para la medida en continuo del pH del
sudor que se conecta sin necesidad de cables a una aplicacion del Smartphone. Esta
pulsera estd constituida por dos partes fundamentalmente: Un uCAD en el que tiene
lugar la quimica de reconocimiento y un mddulo para la lectura dptica y la transmision

de datos.

La zona de muestreo del WCAD se encuentra en contacto con la superficie de la piel,
recogiendo el sudor conforme este se genera y guidandolo por capilaridad hacia la zona
de deteccidon, donde se encuentra retenido covalentemente el indicador AD-VS-1. Esta
union entre la celulosa y los grupos vinilsulfonicos del indicador y la completa
reversibilidad del indicador suponen un avance claro en tanto que garantizan que no
habra pérdidas de intensidad significativas por efectos de lavado del indicador con el
paso continuo de fluido y que sera capaz de percibir igualmente variaciones de pH
ascendentes y descendentes. Ademas, el LCAD incluye un parche absorbente que retira
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la muestra ya analizada permitiendo el funcionamiento en continuo del sensor durante

al menos 17 horas.

Los cambios de color se cuantifican en el mddulo de lectura, el cual ilumina la zona de
deteccion con un LED blanco para garantizar la reproducibilidad en la iluminacién, un
factor determinante a la hora de realizar andlisis colorimétricos. Un sensor de color
cuantifica en coordenadas RGB el color que toma la zona de deteccién y mediante
Bluetooth esta informacién es trasmitida a una aplicacién de Smartphone. Una vez que
la aplicacién recibe los valores de RGB, los traduce a la coordenada H del espacio de
color HSV y finalmente, gracias a una funcién de calibrado, se relaciona esta con los
valores de pH correspondientes. Se encontrd que la relacién entre Hy pH se ajusta a una
ecuacion de Boltzmann (R? = 0.997) con un rango de uso comprendido entre pH 6y 8,
los cuales incluyen el rango de pH habitual del sudor, con una precision a diferentes
valores de pH entre el 3.6 y el 6.0%. El LED, el Bluetooth y el sensor de color fueron
optimizados para consumir lo minimo posible durante su funcionamiento v,
acompafados de una bateria recargable, permiten que la pulsera tenga una autonomia
de 2.63 dias. El peso del dispositivo es similar al de algunas marcas comerciales
conocidas como son Fitbit o Garmin y se comprobd que resultase cdmodo de utilizar

durante la actividad fisica.
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Objetivo

El objetivo del primer capitulo de esta Memoria es desarrollar un dispositivo vestible de
tela capaz de medir las variaciones de pH que experimenta el sudor durante la actividad
fisica mediante un indicador colorimétrico retenido covalentemente y mdédulo de
procesado de la lectura que incluye un sensor de color digital, una bateria que permite
el funcionamiento autéonomo del dispositivo, un LED para lograr la iluminacién
controlada y un moddulo de Bluetooth para enviar los datos recopilados a un

Smartphone.

Para lograr este objetivo se trabajé en colaboracién con el Grupo de Investigacién FQM-
208, que pertenece al Departamento de Quimica Orgdnica de la Universidad de
Granada, quienes llevaron a cabo la sintesis y caracterizacién del indicador (E)-2,6-
dimetoxi-4-((4-((2-vinilsulfonil)etil)tio)fenil)diazenil) fenol (AD-VS-1). A continuacién, se
procedid a disefar y optimizar el uCAD para adecuarlo al funcionamiento en continuo
con pequefos volumenes de muestra. Ademas, se estudio la estabilidad del sensor, su
reversibilidad y su funcionamiento frente a medidas tomadas con un pH-metro
calibrado. Paralelamente, los miembros de ECsens pertenecientes al Departamento de
Ingenieria Electrénica desarrollaron un médulo de lectura capaz de aportar condiciones
de iluminacién reproducibles, medir el color y enviar los datos de tonalidad a una

aplicacion de Smartphone que los traduce a valores de pH.

Las etapas de las que consta este trabajo pueden resumirse en:
1. Sintesis del indicador AD-VS-1
2. Diseinoy fabricacién del uCAD
3. Desarrollo del médulo de lectura y aplicacién de Smartphone
4. Optimizacién del uCAD para la determinacion de pH en continuo
5. Caracterizacidon analitica del método propuesto

6. Determinacidn de pH durante la actividad fisica

209



210



Capitulo 3

WIRELESS WEARABLE WRISTBAND FOR CONTINUOUS pH
MONITORING

Abstract

Several studies have shown that the determination of pH in sweat, which is one of the
most accessible body fluids, can be an indicator of health and wellness, and even be
used for potential disease diagnosis. On that basis, we present herein a wearable
wristband for continuous and wireless monitoring of sweat pH with potential
applications in the field of personal health assessment. The developed wristband
consists of two main parts: a microfluidic cloth analytical device to collect continuously
the sweat from skin with a color-based pH sensing area; and a readout and processing
module with a digital color sensor to obtain the pH of sweat from the color changes in
the pCAD. In addition, the readout module includes a low-power Bluetooth interface to
transmit the measurements in real-time to a custom-designed smartphone application.
To allow continuous operation, an absorbent pad was included in the design to retire
and store the sweat from the sensing area through a passive pump path. It was found
that the Hue parameter (H) in the HSV color space can be related to the sweat pH and
fitted to a Boltzmann equation (R2 = 0.997). The range of use of the wristband device
goes from 6 to 8, which includes the pH range of sweat, with a precision at different pH
values from 3.6 to 6.0 %. Considering the typical human sweat rate, the absorbent pad

allows continuous operation up to more than 1000 min.

Keywords

pH sensor, Sweat analysis, Microfluidic cloth analytical device (LCAD), Wearable system,

Wireless monitoring, Smartphone.
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1. Introduction

Wearable technology has significantly evolved in the last years with the advent of
products such as smartwatches and wristbands. In particular, the use of wearables for
personal health assessment has fuelled the growth of these devices by enabling non-
invasive methods for continuous monitoring of physical activity and vital signs [264,265].
Not surprisingly, the wearable fitness technology market was valued at $5.77 billion in
2016 and it is expected to be worth $12.44 billion by 2022, growing at an estimated
compound annual growth rate (CAGR) of 13.7 % from 2016 to 2022 [266]. Among the
different physiological parameters of interest, we must highlight the monitoring of heart
rate [267], blood pressure [268,269], respiration rate [270], body temperature [271] and
sweat [272-275]. In contrast with traditional health monitoring instruments, wearable
devices have some key advantages such as portability, ubiquity or ease of use, and they
are able to provide continuous, real-time, wireless monitoring of health conditions in a

non-invasive way [276—-279].

Several studies have shown that analytes of interest in blood such as glucose, lactate,
urea or sodium, to name but a few, are also found in other biofluids sources such as
saliva, tears or sweat [280]. The main advantage of using these alternative biofluids lies
in their easier access, thus avoiding the need for acquiring blood samples and allowing
peripheral biochemical monitoring [281,282]. Sweat is particularly attractive since it is
one of the most accessible body fluids, and it can even be produced by on-demand
stimulation using techniques such as iontophoresis [283]. pH determination in sweat is
an indicator of health and wellness, and it can be used even for potential disease
diagnosis. Under normal conditions, the pH of healthy human sweat is within the range
from 4.5-7.0. Nevertheless, the pH of our sweat can vary dramatically under
circumstances of homeostasis dysregulation, disease, acidosis and even stress [284]. For
instance, cystic fibrosis patients are reported to have a higher pH (up to pH 9) than
normal individuals [285], and sweat pH can be also used as an indicator of metabolic
alkalosis [286]. In the field of sport and exercise, it is well known that the formation and
evaporation of sweat is the principal means of heat removal. If the sweat losses lead to
a body water deficit or hypohydration, the reduced volume of body fluids will contain a

greater concentration of sodium (Na*) and potassium (K*), which can cause hypertonic
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hypovolemia [287]. Severe dehydration can lead to headache, vomiting, muscle
cramping, dizziness, nausea and even fainting. In this context, sweat pH can be used to
monitor exercise intensity and dehydration since it is associated with sodium
concentration. On the other hand, excessive water intake can cause hyponatremia,
which refers to a low sodium concentration [288]. Clinical features of symptomatic
hyponatremia include seizures, pulmonary edema, muscle fasciculation, disorientation,
mental confusion, respiratory arrest, weakness, nausea and even coma [289]. Therefore,
the reliable monitoring of sweat pH is crucial for health assessment and wellness

monitoring applications [290].
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Figure 3.1 Graphical abstract of the wristband components.

Different approaches for wearable sweat pH monitoring can be found in the literature
over the last few years. According to their sensing strategy, several platforms draw upon
optical colorimetric detection [273,291-295], while others make use of electrochemical
pH sensors [294,296,297] reviewed by Chung et al. [282]. In the first case, the use of
microfluidic devices allows the precise positioning of the reagents in a specific test zone
to which the sweat is guided, thus taking place the desired reaction with the subsequent

colour change [298].
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The study of the evolution on time of sweat both rate and composition in different areas
of the body has been approached in two main ways referred to passive sampling: i)
microchannel-based microfluidics that rely on deterministic capillary, the so-called
capillary microfluidic [299]. In this case, epidermal microfluidic systems that combine
channels, valves, mixers, and reservoirs, are able to capture, route, and store microliters
of sweat in a time-controlled manner [299]; or ii) porous capillary microfluidics that rely
on stochastic capillary flow within a network of pores (paper, cloth, thread) in which the
sweat is collected, and delivered to the sensing area being removed by an adsorbent

acting as a passive pump [288].

To make the system truly wearable and portable, a wireless interface is required to
transmit the measured data to the end user. Many systems include a RFID solution,
usually a NFC link [295,296,300]. This approach allows the development of passive
systems by means of energy harvesting from the electromagnetic field of an external
reader, typically an NFC-enabled smartphone. Moreover, the NFC antenna required for
this design can be manufactured in flexible and conformable substrates, even
stretchable [294,296]. However, this approach is not suitable for continuous, real-time
sweat monitoring, since it requires that the external reader is permanently placed close
to the system. To overcome such limitations, other systems employ longer range

wireless technologies such as Wi-Fi [301,302] or Bluetooth [273,297,303].

In this work, we present a wearable wristband for sweat pH monitoring. As Fig. 3.1
shows, the system comprises two main parts: i) a custom-designed UCAD to collect and
store the sweat that includes a color-based pH sensor built by immobilization of a vinyl
sulfone acidochromic dye (AD-VS) on a cotton cloth; and ii) a miniaturized readout
modaule to obtain the pH measurements from the sensor and extra circuitry to interface
with the end user. The proposed wristband allows continuous monitoring of sweat pH
and real-time wireless transmission of the measurements to a smartphone via
Bluetooth. The presented system distinguishes from previous works in the same field by
combining the following three main aspects: i) The development of a novel compound
covalently immobilized in cloth optimized for optical pH sensing with high response
speed; ii) The inclusion of an absorbent pad to retire and store the sweat from the

sensing area through a passive pump path, which allows continuous operation up to
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more than 1000 min; and iii) The design of miniaturized and low-power electronics
embedded with the sensing module in a compact and light-weight wristband design,
which is completed by a custom-developed smartphone application for real-time

monitoring.
2. Materials and methods

2.1 Reagents, materials and instrumentation

All reagent and solvents were purchased and used as obtained from commercial sources
(Sigma-Aldrich, Spain) unless otherwise indicated. Reagents for the uCAD preparation
were 10 mg-mL*? solution Na,COs, methanol and Tris buffer pH 9.2 prepared from
tris(hydroxymethyl)aminomethane. Calibration and characterization of uCAD were
performed using phosphate buffer solutions 0.01M which pH are ranged from 4.00 to
10.00 using KH,PO4 and K,HPO,4. Homogenization of the solutions were carried out with
an ultrasounds H-D (JP Selecta, Spain) and methodological validation of the sensor was
performed with a micro pH 2000 pH-meter (Crimson, Spain). Thin-layer chromatography
(TLC) were performed on Merck Silica gel 60 F254 aluminium sheets by staining the
plates with ceric sulfate (1% w/v) and ammonium sulfate (2.5% w/v) in 10% (v/v)
aqueous sulfuric acid or ethanolic sulfuric acid (10% v/v). For the uCAD fabrication, white
100% cotton cloth was used as support and black plastisol ink was selected to define by
screen printing the hydrophilic pattern. As passive pump, absorbent pads containing
Flexicel® (P&G Spain, Madrid) were used. To apply sample and standards solutions, a
syringe pump Model 11 (Harvard Apparatus; Massachusetts, USA) together with a 5 mL
plastic syringe was used to calibrate and test the uCAD flowing the samples and

standards.

Spectroscopic characterization by *H- and 13C-NMR was made using a Varian Direct Drive
400 MHz spectrometer. Spectra were recorded at room temperature. Chemical shifts
are reported in ppm using solvent resonance as the internal standard (CDClz at 7.26 ppm
and 77.16 ppm). Electrospray ionization (ESI) mass spectra were recorded with a Waters

LCT Premier XE spectrometer.

The following instrumentation was used during the system development: an Agilent

diode array spectrophotometer (model 8453; Nortwalk, CT, USA) commanded by UV-
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Vis ChemStation software, used to optically characterize the vinyl sulfone acidochromic
dye AD-VS-1; a Samsung Galaxy S4 Zoom together with Open Camera App to fix the
camera setting; and lately, video and images obtained were analyzed using Avidemux
(Mean) and Imagel) (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA),
respectively. To keep the illumination constant, images are taken on the optical table
(VIBRAPLANE. Boston, MA, USA) model 6102-2436-21 with 3 bulbs (ROBLAN LED.
Toledo, Spain) of 8W of electrical power, 3000K and 638 Im of luminous intensity placed

around the camera tripod.

The development and electrical characterization of the readout and processing unit was
carried out using the following laboratory instrumentation: a mixed signal oscilloscope
(MS04101, Tektronix, Oregon, USA), an 81/2-bit Digital Multimeter 3158A (Agilent
Technologies, California, USA), a 15 MHz waveform generator 33120A (Agilent
Technologies), and a DC power supply E3630A (Agilent Technologies). The printed circuit
board (PCB) was fabricated on 1.5 mm thick FR4 substrate using a mechanical milling
machine model ProtoMat S100 (LPKF Laser & Electronics AG, Garbsen, Germany). The
FR4 substrate had a relative permittivity of er=4.6 and a loss tangent of tan6=0.015,
while metallization layer was 35 um thick copper with a conductivity of 0=4.6x107 S/m.
As software tools, MPLAB X IDE v5.40 (Microchip Technology Inc., Arizona, USA) was
used to program the firmware in the microcontroller, and Altium Designer 19.1.7 (Altium

Limited, NSW, Australia) was employed to design the circuit layout.

2.2 Synthesis of vinyl sulfone acidochromic dye (AD-VS-1)

OH
MeO OMe
NH, NH,
DVS, EtsN, 3h (i) HCI 6N, NaNO,, H,0 N NaN
dichlorometane:2-propanol (i) 2,6-dimethoxyphenol, Na,CO3, H,0.

SH Sig

1

AD-vs-1 02

Figure 3.2 Synthesis of AD-VS-1.
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For the synthesis of the vinyl sulfone acidochromic dye a two steps reaction was
required, as shown in Fig. 3.2 the starting point was a solution 4-aminothiophenol (1.6
g, 12.8 mmol) in dichloromethante:2-propanol (20 mL) that was added divinyl sulfone
(2,58 ml, 25.6 mmol) and triethylamine (1295 mg, 12.8 mmol). The obtained solution
was stirred at room temperature for 3 h. After this time, the solvent was removed under
vacuum. The crude purified by column chromatography (diethylether-hexane 4:1) to

afford compound 1 as a syrup (2.174 g, 70%).

To continue with the second stage of the synthesis. To a solution of 4-(2-(vinylsulfonyl)-
ethylthioaniline (1) (1.2 g, 4.9 mmol) in HCI 6N (1.6 mL, 9.8 mmol) cooled at -152C was
added an aqueous solution of NaNO; (2 mL, 340 mg, 4.9 mmol). The obtained mixture
was added to a solution of 2,6-dimethoxyphenol (680 mg, 4.41 mmol) and Na,COs3
(1.35g, 12.73 mmol) in water (5 mL), and was stirred at room temperature for 1h. After
this time, the solvent was removed under vacuum and the crude purified by column
chromatography (dichloromethane-AcOEt 2:1) to afford AD-VS-1 as an orange syrup
(276 mg, 14%).

Both the reaction intermediate, 4-(2-(vinylsulfonyl)-ethylthioaniline, and the final
product of the synthesis, the (E)-2,6-dimethoxy-4-((4-((2-
vinylsulfonyl)ethyl)thio)phenyl)diazenyl) phenol were characterized by nuclear

magnetic resonance (NMR) spectroscopy to confirm their molecular structure.

2.3 uCAD fabrication

Firstly, a piece of 13.8 x 17.4 cm? of cotton cloth, previously characterized by us in terms
of Washburn constant, was screen-printed using a 43 lines cm™ frame together with a
black plastisol ink, to pattern 12 hydrophilic sections as shown in Fig. 3.3. Lately, the
large piece of cotton cloth was cut to obtain each pattern independently, that will be

used to prepare the uCAD.
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Do

Figure 3.3 Screen-printed pattern on the cotton cloth.

Once the cotton patterned cut was obtained, the vinyl sulfone acidochromic dye AD-VS-
1 was immobilized according to the following procedure. Firstly, it was introduced in a
Na2CO3 10 mg mL™ solution for 1 h to scour the screen-printed fabric and improve its
capillary properties, as well as to get a basic media on the cloth that makes possible the
click immobilization of the AD-VS-1 via oxa-Michael addition by adding of 0.2 uL of AD-
VS-1 15 mg mL* in DMSO. Afterwards, the cloth was located in a light-safe and let dry
for 24 h, and then washed to remove the excess of AD-VS-1 by sonication in Tris buffer
pH 9.2, purified water and methanol, 10 min each. Finally, the uCAD was placed in the
bottom of the designed holder and, on top of it, the U-shaped absorbent pad as shown
in Fig. 3.4(b—c). The uCAD, as well as the U-shaped absorbent pad, are disposable
components that can be replaced when necessary. To collect the sweat, a piece of the
sampling path passes through a hole at the bottom cover of the 3D-printed case, being

in touch with the skin and collecting the sample while sweating.
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Figure 3.4 (a) Chemical structure of AD-VS-1; (b) uCAD design; (c) uCAD photograph; (d) Block diagram of
the processing electronics in the readout module; (e) Schematic diagram of the sensing procedure
in which the LED and color sensor are placed in front of the sensing area of the uCAD;
(f) 3D views and real image of the fabricated module with its main components labelled.

In humans, the rate of sweating is around 1250 g m~2 h'! when exercising [304]. For that
reason, both the sampling and the sensing areas in the uCAD design had to be small
enough to avoid the need of high volumes of sample. On the other hand, however, the
sensing area needed to have a minimum diameter of 3.6 mm so that the detector
included in the device could perform reliable measurements. Cotton cloth was selected
as the support for the uCAD because it presents better properties than paper in terms
of flexibility and bending resistance. However, as it occurs with paper, the cotton cloth
needed to be patterned to achieve that the sample and reagent flow through a specific
path. For this reason, the designed pattern (Fig. 3.4) comprises of several parts: (i) a
sampling zone where the sweat is recollected or added, (ii) a sensing area were the AD-
VS-1 is immobilized, and (iii) a passive pump path in which the sample flows to reach (iv)
an absorbent U-shaped material that makes it possible the use for a prolonged

operation.
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2.4 Imaging and color analysis

For the uCAD development, a Samsung Galaxy S4 Zoom was used to digitalize the color
change of the AD-VS-1 immobilized in cotton cloth. For that purpose, an Open Camera
App (available in Google Play Store) we used, which allows a fully control of the camera
settings to a resolution of 4608x3456 pixels, aperture value of f/3.3, exposure time of
1/800 s, ISO-800 and 2800K white balance, and format saving in jpg. In the case of video
recording, the camera was set to 1280x720 pixels, 30 fps, 2800K white balance, and
format saving in mp4. In all the cases, the digitalization was conducted inside a cube

light box in a fixed place, illuminated by two bulbs whose color temperature was 3000K.

Once the recordings and pictures were obtained, Avidemux software was used to crop
different frames from the videotape, and they were analyzed together with the camera
pictures using ImagelJ software. This software allows the manual selection of a region of
interest that lately will be analyzed obtaining the red, green, and blue coordinates from
the RGB color space, as well as the Hue parameter from the HSV color space. To obtain
this one, the pictures were converted from the RGB color space to HSV color space by

using a color space converter included in the same software.

2.5 Readout and processing electronics

The readout module comprises as main electronic components a low-power
microcontroller unit (MCU) model PIC12LF1822 (Microchip Technology Inc., Chandler,
Arizona, USA); a Bluetooth module Bluefruit Low Energy (BLE) UART Friend (Adafruit,
New York, USA); a high-resolution digital color detector model S$11059-02DT
(Hamamatsu Photonics, Japan); a white excitation LED; and a rechargeable battery of
3.7 V and 150 mA h capacity model JJR/C H36-004 (Goolsky, Singapore, Asia). Fig. 3.4(d)

shows the block diagram of the processing electronics.

The sensing module, which comprises of the excitation LED and the color detector, is
placed aligned in front of the pH-sensitive membrane, as shown in Fig. 3.4(e). The
selected color detector S11059-02DT is sensitive to red (Apeak=615nm), green
(Apeak =530 nm), blue (Apeak =460 nm), and near infrared (Apeak =855 nm) incident
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radiation, codifying it in four 16-bit digital words. These words are sent to the MCU by
means of an 12C interface for further processing. The excitation LED is synchronised with
the reading protocol of the color detector. The selected LED is white since the parameter
to be determined is the color of the sensitive membrane. After the processing, the MCU
sends the data to the Bluetooth module via Universal Asynchronous Receiver-
Transmitter (UART) protocol. The processed data is then wirelessly transmitted to a
mobile phone via Bluetooth. Fig. 3.4(f) shows the 3D views and real image of the

fabricated readout module.

A two-piece case was designed and fabricated (Fig. 3.5) with a Witbox 2 desktop 3D
printer (BQ, Madrid, Spain) using coal black polyurethane Filaflex filament (Fig. 3.5a) and
polylactic acid filament (Fig. 3.5c), both of them with a diameter of 1.75 mm. This low-
cost 3D printer was operated using Cura open-source software to command and control
the process parameters. Apart from the attachment of the system to the user’s wrist,
the 3D-printed case ensures the correct alignment and positioning of the pH sensor and
the sensing module, while providing a uniform dark environment for the colour

measurements.

Figure 3.5 3D-printed wristband case design.

In addition, to transmit the data in real-time from the wristband to the user, a custom-
designed Android™ application was developed. The application takes control of the
Bluetooth interface of the smartphone to communicate with the Bluefruit LE module.
Once the wristband is paired with the smartphone, the BLE sends in real time the
measured color data obtained through the color sensor (in RGB coordinates) from the

MCU to the app. The RGB coordinates are then converted to the H value in the HSV color
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space. Finally, the pH values are computed from the normalized H values as per the
obtained calibration, and the graph is displayed on the screen. The application includes
a datalogger function and the results can be shared through email and/or different cloud
or messaging services, thus allowing the possibility to connect to remote health care
providers or medical experts. More details regarding the development and some screen

captures of the application can be found in Fig. 3.25.

3. Results

3.1 Cotton cloth characterization

Cotton cloth selected as support to fabricate the uCAD was characterized by terms of
Washburn constant. For this purpose, the beginning of a 1cm x 10 cm piece of cotton
cloth was introduced in a 10 mg-mL* Brilliant Blue solution while being recorded using
the smartphone. Frames at different times were cropped from the video and calculated
the area covered by the Brilliant blue solution. As expected in this kind of studies (Fig.
3.6(a)), the response presents an exponential behavior, showing a fast wicking at the

beginning and slowing down as the area covered with colorant increases (Fig. 3.6(a)).
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Figure 3.6 Wicking behavior of cotton cloth. A) Area vs time; B) Area vs Vtime.

The fit to the Washburn equation was obtained by fitting the experimental data with a

square root function (Eq. 1) where A is the area covered by colorant, t is the time in
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seconds and a is the Washburn constant. Experimental data fits to the Washburn

equation (Fig. 3.6(b)) with a R> = 0.998 and a constant a = 4.19.

A= a\/f (Equation 3.1)

3.2 Selection and characterization of the acidochromic dye indicator AD-

VS-1

Parallel advances in chemical sensing and wireless communication technologies have
sparked the development of wireless chemical sensors. In this work, our engineering
design is based on the use of UCAD as an optical sensor for the detection and
determination of pH as the analyte. In this respect, acidochromism evolved for the
sensing area of the uCAD by means of an immobilized acidochromic indicator dye as a
recognition element was thought to be an adequate methodology [305]. Among the
different suitable dyes, our selection was based in the appealing features of vinyl sulfone
azo dyes (AD-VS). These compounds combine the outstanding optical properties of azo
chromophores with the relatively high reactivity of the vinyl sulfone group (VS)
[306,307]. The reactivity of the VS functional group fulfils most of the essential
requirements needed for covalent immobilization of the azo dye to cotton cloth as the
support of choice for the uCAD fabrication: (i) a complementary reactivity with the
intrinsic nucleophilic OH present in cellulose that react by a Michael-type addition, (ii) a
high stability of the resulting ether link, (iii) it takes place in an agueous milieu, and (iv)
a simplified one-step procedure that minimize the operational. On the base of these
outstanding features AD-VS have found application in textile chemistry [308] and they
also have demonstrated their value in the fabrication of devices for optical pH

sensing[183,305,309,310].

Considering the current state-of-the-art, we decided to prepare a novel member of this
family of compounds, named AD-VS-1 (Fig. 3.4(a)), as suitable for our purposes. We
envisaged an easy strategy based in a straightforward two-step procedure that starts
from 4-aminothiophenol (see Section 2.2). After treatment of this aromatic compound
with divinyl sulfone, that led exclusively to the corresponding thia-Michael reaction
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addition intermediate due to the higher nucleophility of the sulfur atom respecting to
the amino group, concomitant diazotation reaction with 2,6-dimethoxyphenol afforded
the desired AD-VS-1. Spectroscopic characterization of this indicator dye confirms this
molecular structure, whose optical profile (absorbance spectra and molar extinction

coefficient in DMSO solution) was also determined.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.23 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.61 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.57 (m, 1H),
6.39 (d, J = 16.6 Hz, 1H), 6.15 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 3.93 (bs,2H), 3.27 —3.12 (m, 2H), 3.09 —
2.90 (m, 2H).13C NMR (101 MHz, CDCls) & 147.25, 135.69, 135.01, 133.85, 131.05,
119.34, 115.56, 115.18, 53.97, 28.56.
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Figure 3.7 'H-NMR (400 MHz, CDCls) of compound 1.
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Figure 3.10 *C-NMR (101 MHz, CDCls) of compound 2.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.84 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.44 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.29 (s, 2H),
6.66 (dd, J = 16.5, 9.8 Hz, 1H), 6.49 (d, J = 16.6 Hz, 1H), 6.23 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 5.95 (s,
1H), 4.00 (s, 6H), 3.37 — 3.31 (m, 2H), 3.30 — 3.24 (m, 2H).13C NMR (101 MHz, CDCl3) &
151.40, 147.37, 145.61, 138.23, 136.73, 136.02, 131.65, 129.80, 123.54, 100.71, 56.53,
53.82, 25.70. HR-MS (ESI*): m/z= 409,0901calcd. for [M+H]* (C1gH21N205S,): 409,0892.
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Figure 3.11 Absorbance spectra of AD-VS-1 solved in DMSO. Blue: 0.313 mg-mL™
Green: 0.156 mg-mL; Yellow: 0.078 mg-mL™; Red: 0.078 mg-mL™; Purple: 0.020 mg-mL™.

227



Abs

2.00 A

1.00 -

0.00 T T T T T T T T T
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

AD-VS-1 mM

Figure 3.12 Molar extinction coefficient of AD-VS-1 calculated in DMSO
at 400 nm (Blue dots, € = 1.32-10%) and 259 nm (Red dots, e= 1.01-10%).

3.3 Selection of the analytical parameter

Before the optimization of the UWCAD preparation, the analytical parameter used to
characterize the color change of the immobilized AD-VS-1 was selected. For this
purpose, several pieces of cotton with immobilized AD-VS-1 were prepared following a
small variation of the procedure described in Section 2 of this chapter, by using 5 pL of
AD-VS-1 solution 2.5 mg-mLtin DMSO. Once prepared, the samples were tested on pH
solutions by adding 10 uL of 8 different pH standards (n = 3) solutions ranged from 4 to
9, recording and analysing the color in the RGB and HSV color spaces (see Fig. 3.14). The

color was digitalized using the smartphone as described in Section 2.4 (see Fig. 3.13).

Figure 3.13 Color change of the AD-VS indicator immobilized on cloth depending on the pH.
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Figure 3.15 Dependence of H parameter with pH.

From the obtained pictures, the ROl was selected and analyzed to get the R, G, B color
coordinates from the RGB color space and the H parameter from the HSV color space.
As observed from Fig. 3.14, the H parameter achieves the best performance in terms of
precision, since error bars are smaller than for the RGB color coordinates. In addition,

the H parameter changes at lower pH than the other three coordinates. Because of this,
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the H parameter was selected to be used as the analytical parameter to detect the color

change due to the pH variation.

3.4 uCAD design

As can be observed in Fig. 3.4(b—c), the hydrophilic section of the uCAD is composed by
a sensing area and two paths: the sampling path (2.5 mm x 11.0 mm) and the passive
pump path (2.5 mm x 8.1 mm). A 2.5 mm wide path was selected since it was the
narrowest path that could be screen-printed on the cloth in the reproducible way. The
length of both paths, sensing area size, and position in the 22.8 mm x 32.4 mm piece of
cloth used to fabricate the uCAD, were selected based on the PCB and 3D-printed case

design.

3.5 Optimization assays for the preparation of the sensing area

Once H was selected as analytical parameter and the uCAD was designed and fabricated,
different parameters related to the immobilization of the AD-VS-1 were studied. Firstly,
the volume that must be added to the sensing area was evaluated in order to cover the
circle in a reproducible way. For this purpose, different volumes ranging from 0.1 to
0.5 pL of a Brilliant Blue solution (10 mg-mL™) were added, being 0.3 pL the volume that
best and most homogeneously covered the sensing area (see Fig. 3.16). Later, and based
on the obtained results, the same test was performed using a 10 mg-mL™* AD-VS-1 in
DMSO solution to confirm these results. In this case, the volume that best covered the
sensing area was 0.2 uL. The volume needed in this case was lower due to the used
solvent, since Brilliant Blue solution was solved in water, while AD-VS was in DMSO, and

it affected to the wicking on cloth.

Later, the concentration of AD-VS-1 solution in DMSO was optimized. For this purpose,
different AD-VS-1 solutions in DMSO (5, 10, 15 and 20 mg-mL™) were tested to achieve
the most reproducible sensing area and the highest possible signal variation.
Immobilization was performed following the procedure described in Section 2.1. Once
prepared, the uCAD was dipped for 30 s in 10 different standard solutions whose pH’s
ranged from 4 to 10 (n=5) and the change of color digitalized are showed in Fig. 3.17
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and Table 3.1 resulting that 15 mg mL™ was the concentration that best results provided
in terms of coefficient of variation (CV) as well as pH range of variation of the signal,

being the one whose H value changed at lower pH.

Figure 3.16 Aspect of the sensing area after addition of different volumes of Brilliant Blue solution:
a) 0.1ul;b)0.2uL;c)0.3uL;d)0.4uL; ande)0.5uL.
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Figure 3.17 Optimization of AD-VS-1 solution used for uCAD preparation. 5 mg-mL™? (blue dots),
10 mg-mL? (red dots), 15 mg-mL™* (purple dots) and 20 mg-mL™* (green dots) (n=>5).

3.6 nCAD patterning procedure

Finally, two different procedures to prepare the uCAD were assayed. The first one was
prepared as described in Section 2.1, the cloth was first patterned and later the reagent
was immobilized, while the other type was prepared by swapping the immobilization
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and patterning steps. As it can be observed in Fig. 3.18, the response obtained for both

MCADs was pretty similar in terms of H value but, on the other side, the errors associated

to the uCADs prepared adding first the AD-VS-1 are much higher than if the screen-

printing of the cloth is done first and then AD-VS-1 is immobilized.

Table 3.1 Average CV from the 10 standard solutions tested with each AD-VS-1 solution (n=5).

Concentration CV (n=5)
5mg-mL™? 4.9
10 mg-mL? 3.8
15 mg-mL1 2.9
20 mg-mL*? 2.5
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Figure 3.18 uCAD response depending on the making procedure. Patterning and then AD-VS-1
immobilization (red dots); AD-VS-1 immobilization and then patterning (blue dots) (n=>5).

3.7 Dipping calibration

After the uCAD design and optimization, a calibration was conducted by dipping the

UCADs in 10 different standard solutions with pH from 4 to 10 during 30s in each

solution. Six different uCAD were used for the calibration. In three of them, the
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calibration was conducted by rising the pH value of the standard solution, while in the

other three cases the pH was diminished during the calibration.
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Figure 3.19 uCAD calibration from acidic to basic pH (blue dots)
and from basic to acidic pH (red dots) (n=3).

This strategy was chosen to prove that the obtained H value was independent from the
pH variation direction. As it can be observed in Fig. 3.19, the obtained results were
independent from the rising or diminishing of the pH value, so the six replicates were

used to obtain a Boltzmann equation fitting the data set (R = 0.997) (see Fig. 3.20).

Boltzmann equation:

y = AZ + % (Equation 3.2)

1+e 44

The results of this first study indicate that the designed uCAD can be used to determine
the pH of sweat with good precision and within the range of the sample. However, at
this stage it cannot be claimed yet that the WCAD could be used for real-time
determination of pH sweat. The reason behind this is that the uCAD hydrophilic area is
so small that it will be full of sample in a very short period of time. Because of that, some

material needed to be included for the purpose of continuously retiring sample from the
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hydrophilic area of the uCAD to allow that new sample could continue flowing through

it. This would ensure that the uCAD could be used during longer periods of time before

saturating.
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Figure 3.20 uCAD calibration and fitting to a Boltzmann equation (n=6).

3.8 Absorbent pad characterization

The strategy followed to extend the life service of each uCAD and adequate it to the
continuous flow functioning was the inclusion of a passive pump in the uCAD. This
passive pump was achieved with an absorbent pad containing Flexicel (P&G Spain,
Madrid) skirting the hydrophilic area (see Fig. 3.4(b—c)). Flexicel is a superabsorbent
material whose characterization was carried out as follows: Round pieces of absorbent
with different diameters (5.0, 7.5, 10.0, 12.5 and 15.0 mm) were cut using a laser
engraving printer and later weighted. Afterwards, all of them were dipped into a 500 mL
baker full of water for 5 minutes, and then taken from the inside and weighted again.

The increment in mass of the adsorbent material is due to the water that it can absorb.

According to the slope of the calibration function in Fig. 3.21(a), this material can absorb

around 20 times its own weight.
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This material has been successfully used as passive pump in other microfluidic devices

that can be found in the literature [311].
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Figure 3.21 Water absorbed by Flexicel material depending on:

a) weight, and b) area of material used (n=3).

3.9 First uCAD designs

Different designs were considered to integrate the screen-printed cloth and the passive

pump into a single piece. In the first design, the cloth was located under the passive

pump. Flexicel surrounded the entire unscreened area of it in order to increase the area

of absorbent material available and prolong the shelf life of each uCAD. The cloth and

the Flexicel were held together with a plastic film on the side where the measurements

were to be taken and a rigid Mylar support on the other side of the sensor. The film was

removed from the vertical of the sampling area, so that the capillary of the peristaltic
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pump could be introduced, and the detection area, to prevent the plastic film to

interfere with the measurements, leaving the patch as shown in the figure below.

The results of the continuous operation of these patches proved to be very
irreproducible as shown in Fig. 3.22, since the passive pump modified the light around

the detection zone and hindered the placement of the capillary of the peristaltic pump.

Figure 3.22 First whole uCAD design for continuous flow measurements.

Experimental evaluation was conducted to explore alternative measurement techniques
on the Mylar side (Fig. 3.23) positioning the uCAD upside down. However, this approach
resulted in inaccurate measurements due to light reflections. Moreover, the design
proved to be ineffective due to the challenges associated with affixing the Flexicel to the

Mylar support.

Figure 3.23 Upside down first whole uCAD design for continuous pH measurements.

Considering all the above, it was determined that initial test should be determined by

the requirements of the final detector. To achieve this, 2 uL of phosphate buffer solution
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were directly pipetted onto the detection zone and the data acquisition was carried out
by the optical detector developed by the electronic engineering team, aligning vertically
the LED light and the optical detector, and placing the assembly in the wristband case

shown in Fig. 3.5.

Throughout these measurements, several areas for enhancement were identified. The
white screen-printing ink exhibited excessive light reflections from the LED source,
leading to erroneous outcomes. Furthermore, it became evident that uCAD dimensions
adjustments were necessary as the size of the detection area was so small that even

minor displacement of the cloth could introduce errors.

The new patch dimensions were as follows: 32.4 mm in length and 22.8 mm in width of
the screen-printed area with a 2.5 mm width of the channels. The length of the sampling
channel was set to 11 mm and the length of the channel was set to 8.1 mm as it is shown
in Fig. 3.24. In this way the sensing zone, the 3.6 mm diameter circle, was made to fall
just below the detector. The area of the absorbent pad used in our design was 689 mm?.
Based on the calibration of the material and considering a sweat rate of 0.01 pL-s™ (in
around 15 mm? area) [304], the pCAD along with the absorbent pad could be used
continuously up to 1058 min. Size and shape of the absorbent material was also selected
based on the 3D-printed case dimensions, to be easy-to-place inside while maintaining

its position inside during the use of the device.

:
{
;

Figure 3.24. Black screen-printed cloth with dimensions
adapted to the final detector.

2.5 mm

\ o
> 22.8mm
/

To avoid light reflections the LED was attenuated, and the white ink was changed to

black ink of the same type and manufacturer.
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3.10 Method characterization

A new calibration was conducted, on this occasion with the uCAD including the passive
pump. In this case, a syringe pump was used to apply the sample on the sampling zone
(see Fig. 3.4(b)) at a flow rate similar to the human sweat rate (0.01 pL-s™*). Each pH

standard solution was applied to the uCAD for two minutes and videotaped.
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Figure 3.25 Calibration curve of the uCAD including the passive pump, where the
standard pH solutions were applied on the sampling zone using a syringe
pump at a rate of 0.01 uL-s™%, which is similar to the human sweat rate.

Table 3.2 Analytical parameters of uCAD.

Analytical parameters

Ax 0.104 Precision (n=10)
A; 0.047 pH CV (%)
A3 0.614 4.04 2.5
Aq 0.996 7.45 3.5
LOD 6.1 7.97 23
Range 6.1-8.4 9.97 3.6
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Only 90 s were enough to get a steady signal, which was used to obtain the calibration
function (see Fig. 3.25). The data fits as previously described to a Boltzmann equation
(R?=0.996) (Eq. 2), and the range of use of the pCAD is from 6.1-8.4 (pKa = 7.4), range
in which the pH of sweat is included. The precision tested at different pH goes from 2.3

to 3.6 % (see Table 3.2).

3.11 Reversibility study

Due to the nature of the sweat sample, whose pH can rise or diminish indistinctly during
an exercise session, an additional study was conducted to prove that the uCAD is fully
reversible to pH variations. Fig. 3.26 shows that the uCADs are fully reversible after
subjecting them to a cycle of acidic-basic-acidic pH and basic-acidic-basic pH,

respectively.

0.1 A
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0.04 T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000

Time (s)

Figure 3.26 Reversibility of the uCAD. Acidic-basic-acidic cycle (blue line);
basic-acidic-basic cycle (orange line).

3.12 Stability

Finally, a stability study was performed by observing the H value of three different

UCADs along 20 weeks. Three different uCADs just prepared were kept in a black
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desiccator. Its color was monitored over time using the digital camera as described in

Section 2.4. The obtained results were plotted in a Shewart graph to determine the

stability of the uCAD in dark conditions. This study showed that, once prepared, the

MCAD can be stored for 7 weeks (Fig. 3.27) cause after.

3.13 Comparison with commercial pH-meter
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Figure 3.27 Lifetime of the uCAD. Dotted line: upper and lower control lines at +20.

Once the uCAD was fully characterized, seven different samples were analyzed using the

MCAD and the obtained results were compared to the ones provided by a pH-meter

Crison, mod. micro pH2000 (Barcelona, Spain).
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Sample
Pool water
Tap water 1
Tap water 2
Standard buffer solution 1
Standard buffer solution 2
Contact lens fluid 1

Contact lens fluid 2

pH-meter
7.5
7.7
7.3
8.4
6.3
7.3
7.6

HCAD

7.6
7.9
7.4
8.0
6.5
7.3
7.5

Table 3.3 Validation of samples using the uCAD and a pH-meter as reference method (n=3).

Error (%)
13
2.6
1.4
4.8
3.2
0.0
1.3
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Table 3.3 shows the obtained results, being the error in the determination around 2%
in almost all the cases.

3.14 Android™ application development

To transmit the data from the wristband to a smartphone, a user-friendly Android™
application was developed. Android Studio 3.5.3 was used as the integrated
development environment (IDE) to code the application, which was designed and tested
against APl level 27 (Android 8.1). However, it supports different Android versions as the

lowest API level compatible with the application is APl 14 (Android 4.0).

The application takes control of the Bluetooth interface of the smartphone to
communicate with the Bluefruit LE module. Once the wristband is paired with the
smartphone, the BLE sends in real time the measured color data obtained with the color
sensor (RGB coordinates) from the MCU to the smartphone app. The obtained RGB data
are displayed on the screen as shown in Fig. 3.28(a). The RGB coordinates are then
converted to Hue value (H) in the HSV color space. The graph of the H values can be

obtained in the middle tab of the app interface, as depicted in Fig. 3.28(b).

Finally, the pH values are computed from the normalized H values as per the obtained
calibration, and the graph is displayed in the last tab of the app as shown in Fig. 3.28(c).
For data visualization, MPAndroidChart open-source charting library version 3.1.0 was
used (Jahoda, 2016). The user can scroll, pan, and zoom in and out in the displayed
graphs. Fig. 3.28(d) shows the menu bar with the different options offered by the app:
Save chart, Clear chart, Save data, Share and About. Through the Save chart and Save
data options, the application provides a datalogger function to save the measurements
in a text file and the graph as an image file that are stored in the smartphone’s memory.
The results (both graphical views and stored values) can be shared through email and/or
different cloud or messaging services using the Share option as illustrated in Fig. 3.28(e),
thus allowing the possibility to connect to remote health care providers or medical

experts.
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Figure 3.28 Screen captures of the custom-developed app showing (a) RGB coordinates,
(b) H values and (c) pH values; (d) menu bar with the options offered to the user;
(e) option Share where the user can send the logged data and graph through
different messaging and/or cloud services.

3.14 Wristband performance and evaluation

As indicated in previous sections, the uCAD was analytically characterized for pH sensing
and a calibration function was obtained using a camera to register the color variations
(see Fig. 3.25). At this stage, the whole system was characterized using the optimized
UCAD in combination with the readout and processing electronics. Thus, the way of
registering the color changes in the uCAD due to the sweat pH was conducted through

the digital color sensor included in the readout circuit (see Fig. 3.29(a—b)). For the
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calibration, a similar setup than the previous case was employed, i.e. a syringe pump
was used to apply the sample on the sampling zone at a flow rate similar to the human
sweat rate (0.01 pL-s%). Each pH standard solution was applied to the uCAD during two
minutes and the color measurements from the digital sensor were transmitted every
second to the smartphone app via Bluetooth. Fig. 3.4(c) shows the obtained calibration
curve, that can be again fitted to a Boltzmann curve (R? = 0.997) (Eq. 2). In this case, the
range of use of the uCAD ranges from 6.0-8.0, and the precision at different pH values
goes from 3.6 to 6.0 % (see Table 3.4). In addition, the system was tested in real-life
conditions by wearing it on the wrist while exercising and transmitting the data in real-
time to a smartphone via Bluetooth. Fig. 3.29(d) shows the experimental setup and the
obtained results. Two different sections can be distinguished in this graph: (i) a priming
section (0-7 min) that comprise the time to start sweating as well as wetting the fluidic
channel and sensing area; and (ii) a pH-responsive section once the whole system is
conditioned. Once the priming time has finished (vertical dashed line in Fig. 3.29(d)) the
sampling area has changed its color due to the sweat pH. Considering the device
calibration depicted in Fig. 3.29(c), which was conducted using pH standard solutions,
we have highlighted in Fig. 3.29(d) some pH values in this section. At that point, the pH
values stand at around 6.4—6.6, which is consistent with previous research works in this

field [297,312].

3.15 Electronics performance

All the components in the readout and processing electronics were selected for low
power consumption, thus allowing long battery life. The white LED has a very low power
consumption of only 0.8 mW, while the S11059-02DT color detector only consumes 250
MW in operational mode. The heart of the readout circuit, i.e. the PIC12LF1822 MCU was
setup at 500 kHz low-power internal oscillator. Without considering the Bluetooth
module, the consumption of the readout circuit including the MCU, color sensor and LED
is 8.5 mW in operational mode. The Bluetooth module in transmission mode has an
average current consumption of 2.11 mA, meaning that the power consumption at the
battery voltage supply of 3.7 V is 7.81 mW. Therefore, the consumption of the whole

wristband system including the wireless transmission is 16.31 mW. Considering the
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battery capacity, this means that the expected battery life is around 34 hours in

continuous operational mode, which is enough for the proposed application.

Even so, the battery life was further extended by implementing a non-continuous
sensing and transmission protocol in the MCU program. Due to the nature and rate of
the human sweat, it is not necessary to sense and transmit the data in a continuous way.
Instead, in a real-life application it would be enough to conduct the sensing
measurements and transmit the data every 5 seconds. During the rest of the time, the
system can be entered in a power-down mode. This means that the number of wakeups
per hour is 720. The measured time needed by the system to take, process and transmit
the color measurements in each wake up is roughly 1 second. In power-down mode,
both the LED and the color sensor are switched off, while the MCU is configured to sleep
mode with a power consumption of only 74 nW. During the non-operational periods,
the Bluetooth module is set to a slow advertising mode. Altogether, the power
consumption in power-down or sleep mode is reduced down to 5.25 mW. Considering
the capacity rating of the battery (150 mAh), the power consumption of the wristband
in each mode, and the number and duration of wakeups, the estimated battery life
following this approach would be 2.63 days. In any of the cases (continuous or non-
continuous operation), the wristband presents a battery life much longer than the
absorption capacity of the Flexicel pad, which is currently limited to 1058 min.
Depending on the sweating rate and the required application, the absorbent pad could
be replaced to allow longer operations thanks to the low power consumption of the
associated electronics. As an illustrative example, if the wristband was used daily during
100 min for a training session, the electronics would allow operation for more than one
month before requiring the battery charging. In this case, only the disposable absorbent
pad in the uCAD would require a replacement every 1058 min, i.e. more than 17 hours.
In the case of sessions of 100 min duration, this would mean a replacement every 10

sessions approximately.
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Figure 3.29 (a) Layer by layer top view of the wristband, including: 1) Low-Energy Bluetooth module, 2)
battery, 3) PCB, and 4) absorbent pad with uCAD; (b) Bottom view of the wristband (uncovered)
with and without the uCAD layer to allow the view of the LED and color detector;

(c) Calibration curve of the wristband wearable system in terms of H value;

(d) Real-time results of the wearable system placed on the wristband during exercise.

Table 3.4 Analytical parameters of the wristband.

Analytical parameters

A1 0.210 Precision (n=10)

Az 0.050 pH CV(%)
A3 0.699 6.00 4.0

Aq 0.377 6.43 6.0
R? 0.997 6.93 4.5
LOD 6.1 7.97 4.3
Range 6.1-8.4 7.97 3.6

Overall, the developed system is convenient in terms of portability, ease of use and
wearability. With a total weight of 25 g (including the strap), which is in line with the
most popular fitness wristbands such as the Fitbit Charge 4 (30 g), Garmin Vivosport
(27 g), or Samsung Galaxy Fit (24 g), the developed wristband is light-weight and
comfortable to wear. Several previous works have focused on the development of

sensing patches for sweat pH monitoring [281,288,291,293,295], but they lacked the
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associated readout and processing electronics to obtain and transmit in real-time the
measured information to the end user. In contrast to the RFID/NFC-based platforms for
pH sweat sensing than can be found in previous literature [278,294,300], our proposed
wristband does not require that the external reader is permanently placed in its close
proximity, thus allowing a truly continuous real-time monitoring. In return, our system
requires a battery for its operation, which is not needed in the case of RFID/NFC devices
with energy harvesting capabilities [296]. However, the use of low-power components
in combination with the non-continuous measurement strategy allows a long battery
life of more than 2 days. In terms of response speed, our system only takes 90 s to get a
steady signal in the sensing zone using the passive pump to collect the sweat, which is
significantly lower than the time required in other systems to get the first readings [272].
Besides, the proposed wristband is distinguished from previous sweat pH monitoring
systems in two more aspects: firstly, it features a very compact and light-weight design
with a size similar to a wristwatch, making it more comfortable to use than other devices
that must be placed, for instance, in the back; and secondly, it is completed by a custom-

developed user-friendly smartphone application [273,291,297,303].

4. Conclusions

A wearable wristband for sweat pH wireless monitoring was developed combining a
custom-designed PCAD and associated readout and processing electronics. The uCAD
was designed in 100 % cotton cloth by immobilizing an acidochromic dye (AD-VS-1). The
MCAD consists of a sampling area to collect the sweat, a colorimetric sensing area, a
passive pump path, and an absorbent pad that allows continuous operation up to
100 min if we consider a typical human sweat rate (0.01 uL-s™). The H value in the HSV
color space was selected as the best parameter to correlate the color change in the
sensing area due to the pH variations. The readout module consists of a low-power
microcontroller unit that controls a white LED and a digital color sensor to detect the
color variations in the uCAD sensing area. In addition, a Bluetooth module transmits in
real-time the measurements to a friendly-user smartphone application. The analytical
characterization of the uCAD alone showed that the H parameter can be related to the

sweat pH value and fitted to a Boltzmann equation (R? = 0.996). The range of use of the
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UCAD goes from 6.1-8.4, which includes the pH range of sweat. The precision tested at
different pH values goes from 2.3 to 3.6 %. When compared to a commercial pH-meter
with different samples, the error in the determination was around 2% in almost all the
cases. The analytical characterization of the complete wristband showed a good fitting
(R?=0.997 in the Boltzmann equation) with a range of use from 6 to 8 and a precision
at different pH values from 3.6 to 6.0 %. With an estimated battery life up to 2.63 days
in non-continuous sensing mode, the developed system has potential applications in the

field of personal health assessment.
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CAPITULO 4: QRSENS: DUAL-PURPOSE QUICK RESPONSE CODE WITH
BUILT-IN COLORIMETRIC SENSORS

Planteamiento

El desperdicio de comida y la seguridad alimentaria son dos de los factores mas
importantes que afectan a las sociedades modernas tanto a nivel medioambiental y
econémico como a la salud publica y el bienestar. Una posible solucién para prevenir
hasta dos tercios del desperdicio de comida y controlar las enfermedades transmitidas
por los alimentos es el seguimiento a tiempo real de la calidad alimentaria a través de
toda la cadena de suministro de alimentos. Entre las tecnologias emergentes para llevar
a cabo dicha tarea se encuentra el envasado inteligente, que ha ganado especial interés
en los ultimos afios. El envasado inteligente podria definirse como aquel envasado que
contiene un indicador externo o interno que provee de informacién en cuanto al
historial del envase y/o la calidad de los alimentos. Los envases inteligentes tienen
integrados un sensor para uno o varios analitos especificos, que puede suministrar
informacién relacionada con atributos como el frescor, la emisién de gases o la
contaminacién microbiana, etc. y hacer llegar esta informacién al consumidor,

fabricante o distribuidor.

El envasado inteligente principalmente incluye indicadores de frescor, de temperatura,
de fugas y sensores de diferentes gases que pueden producirse debido a la
descomposicion del alimento. Un gas investigado en relacién con la deteccién del
deterioro de alimentos ricos en proteinas como son la carne, el pescado y algunos
vegetales, es el amoniaco. En el caso del sulfuro de hidrégeno, gas volatil que se produce
mayoritariamente durante el proceso de degradacién de aminoacidos que contienen
azufre, es caracteristico para detectar la putrefaccién de la carne. El diéxido de carbono,
sin embargo, es un gas incoloro e inodoro que inhibe el crecimiento bacteriano vy
fungico, por lo que suele emplearse como componente principal de la atmésfera
modificada en envases alimentarios y constituye un parametro clave para controlar si el
envase ha sufrido fugas que puedan poner en peligro la integridad del alimento que

contiene.
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De igual manera, el control de los niveles de CO, también puede ser util en aplicaciones
relacionadas con la salud. Es de sobra conocido que los niveles atmosféricos de CO;
normales no son perjudiciales para la salud humana, sin embargo, la acumulacién de
CO2 en espacios cerrados si puede constituir un peligro para la salud. Algunos estudios
han descrito como la inhalacidn continuada de CO, en ambientes de interior lleva a
sintomas de incomodidad, fatiga, mareo, dolor de cabeza, sudoracién, debilidad
muscular, dificultades para respirar y somnolencia. Ademas de la calidad del aire, la
temperatura y la humedad también pueden asociarse con la exposicion microbiana en
interiores, que se relaciona con efectos pulmonares adversos. Adicionalmente, estudios
recientes han relacionado la humedad, la temperatura y el nivel de CO; con Ia
transmisién de enfermedades viricas como el COVID-19, por lo que también resulta de
interés emplear sensores similares a los del envasado inteligente en ambientes cerrados

para controlar que las condiciones ambientales sean saludables.

Finalmente, en 2019 se vivid una democratizacion en el uso de los cddigos de respuesta
rapida (QR) propiciada por la pandemia de COVID-19. Los cédigos de respuesta répida
empezaron a producirse masivamente con el aumento de supermercados en los que era
necesario un sistema automatico para identificar los productos suministrados. Los
primeros en aparecer fueron los cédigos de barras (en 1970), que se podian leer con un
escaner laser y poseian informacion codificada en forma de un conjunto de lineas de
diferentes grosores apiladas [313]. Lo que se conoce actualmente como cdédigo QR no
llegaria hasta mas adelante, 1994, cuando en Japén una empresa decidid rastrear las
partes de los vehiculos durante su fabricacion [314]. Un cédigo QR generalmente consta
de muchos bloques pequefiios de forma cuadrada ordenados dentro de una cuadricula
con tres cuadrados mdas grandes en las esquinas que dan la posicion de deteccién, el
tamafio, el angulo y el reconocimiento de forma exterior. Cuando un lector escanea el
codigo QR lo primero que hace es identificar esos tres cuadrados y luego lee la
informacién codificada dentro de ellos en todas las direcciones. Estos sistemas se han
extendido en los ultimos anos a multiples areas de la vida cotidiana como son la
educacion, la salud, la nutricién, el entretenimiento y la cultura, el comercio y la
seguridad entre otros, debido a las ventajas que presentan frente a otros tipos de

sistemas como son la capacidad de codificar mayores volimenes de informacién, ser
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mas rapidos y faciles de leer y la facilidad de poder ser escaneados digitalmente

mediante la cdmara de un smartphone.

En ese sentido, la posibilidad de incluir en los codigos QR sensores quimicos para
envasado inteligente y control de ambientes cerrados resulta de especial interés por

combinar la respuesta a tiempo real, simple, de bajo coste, fiable y no destructiva.
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Objetivo

El objetivo de este trabajo es desarrollar una familia de cédigos sensores de respuesta
rapida (QR) para el analisis in situ con una aplicacion mdvil capaz de leer a la vez un
codigo QR y sensores colorimétricos. En cada codigo QRsens se han integrado tres
elementos sensores aprovechando la estructura y componentes del cdédigo QR en si
mismo, de manera que no se vea afectado su propdsito principal como dispositivo de

almacenamiento de datos.

Para lograr este objetivo lo primero que se hizo fue preparar cinco tintas diferentes
capaces de mostrar variaciones colorimétricas frente a variaciones de temperatura,

humedad relativa y concentraciones de CO2, NHz y H5S.

Para lograr la fabricacion del cddigo QR vy el desarrollo de la aplicacion mdvil, se trabajé
en colaboracion de los miembros del ECsens pertenecientes al Departamento de
Ingenieria Electrénica. El disefio del codigo se realizé sustituyendo los tres ojos interiores
de los patrones de posicién con las tintas e introduciendo en la zona central del codigo,
normalmente empleada para imdgenes corporativas, dos circulos adicionales como
referencias blanca y negra para la correccién del color. La aplicacion se programé para
Android, implementando el procesado automatico de la imagen para la deteccién, el
almacenamiento de datos y la posible comparticidon de resultados. Ademas, se logré la
correccion del color en funcién de la iluminacidén, un aspecto crucial para poder usar el
QRsens de forma reproducible en diferentes lugares con diferente iluminacion sin

necesidad de accesorios externos.

Por ultimo, se estudid la sensibilidad cruzada midiendo la variacién maxima de sefial de
cada una de las tintas en presencia del resto de gases para una concentracion fija del
gas analito. Se comprobd también la influencia de la temperatura midiendo la sefial
frente a un incremento de 252C. Otros trabajos similares en los que se han empleado

codigos similares a los QR para analisis quimico se recogen al final de este estudio.

Este trabajo puede resumirse en las siguientes etapas:
1. Preparacién y disposicion de las tintas colorimétricas

2. Desarrollo de la aplicacion mavil
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3. Correccion del color en funcién de la iluminaciéon

4. Calibracion del QRsens

5. Estudio de sensibilidades cruzadas
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QRSENS: DUAL-PURPOSE QUICK RESPONSE CODE WITH BUILT-IN
COLORIMETRIC SENSORS

Abstract

QRsens represents a family of Quick Response (QR) sensing codes for in-situ air analysis
with a customized smartphone application to simultaneously read the QR code and the
colorimetric sensors. Five colorimetric sensors (temperature, relative humidity (RH), and
three gas sensors (CO2, NH3 and H.S)) were designed with the aim of proposing two end-
use applications for ambient analysis, i.e., enclosed spaces monitoring, and smart
packaging. Both QR code and colorimetric sensing inks were deposited by standard
screen printing on white paper. To ensure minimal ambient light dependence of QRsens
during the real-time analysis, the smartphone application was programmed for an
effective colour correction procedure based on black and white references for three
standard illumination temperatures (3000, 4000 and 5000 K). Depending on the type of
sensor being analysed, this integration achieved a reduction of ~71 — 87% of QRsens's
dependence on the light temperature. After the illumination colour correction,
colorimetric gas sensors exhibited a detection range of 0.7-4.1%, 0.7-7.5 ppm, and
0.13-0.7 ppm for CO,, NH3 and H,S, respectively. In summary, the study presents an
affordable built-in multi-sensing platform in the form of QRsens for in-situ monitoring

with potential in different types of ambient air analysis applications.
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1. Introduction

Quick Response codes emerged in the 1990s with additional advantages over traditional
barcodes such as the possibility of encoding (storing) a greater volume of information,
being faster and easier to read, and the ability to be digitally scanned through a
smartphone camera [315]. A traditional QR code is a two-dimensional matrix with
several small blocks arranged in a square-shaped grid with three large squares in the
corner for position detection, size, angle, and outer shape recognition. Upon scanning a
QR code, the reader (e.g., a smartphone) initially identifies these three squares’ patterns
and then reads the encoded information within it in all directions. QR codes were initially
designed for inventory tracking in vehicle parts manufacturing [316], however, their use
has expanded to products quality control, life cycle management, supply chain
management, in the media (e.g., TV shows and newspapers) and to store Uniform
Resource Locators (URLs) or other custom identifiers (e.g., the COVID-19 vaccination
certificate). QR codes are also widely used in distinct areas of daily life such as education
[317], health [318,319], nutrition [320,321], entertainment and culture [322,323],
commerce [324], and security [325], among others [326—-328]. The epidemic use of
smartphones enables QR codes as a potential gateway to the Internet of Things (loT)

within the reach of any individual user [329].

In this context, herein we present QRsens, an enhanced QR code with built-in
colorimetric sensors. The general concept of the developed system is shown in Fig. 4.2.
Taking advantage of a traditional QR code anatomy, the three-positioned corners of the
QR code have been replaced by circle-shaped colorimetric sensors [330]. In combination
with a custom-developed smartphone application where image processing of QRsens is
conducted, multiple sensing capabilities have been added to standard QR codes while
retaining its original purpose as data storage systems. QRsens codes were fabricated by
screen printing technology in a white paper substrate using a commercially available
two-component thermochromic ink and custom-developed sensing inks for relative
humidity (RH), carbon dioxide (COz), ammonia (NH3), and hydrogen sulphide (H.S). The
colour change of the sensors was characterised by the evaluation of the hue (H) or
saturation (S) values in the HSV colour space, captured and automatically processed

through the developed smartphone application. By combining three of these five
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sensors, two versions of QRsens codes are proposed in this work, aimed at two end-use
applications: enclosed spaces monitoring (temperature, RH, and CO2 sensors) and smart
packaging applications (H2S, NH3, and CO; sensors). Additionally, two black and white
(B/W) references are printed in the centre of QRsens to conduct automatic colour
correction of environmental light conditions for the detected colorimetric sensors
during the image processing pipeline. Although other developments of QR-like codes
with colorimetric sensors can be found in the literature, the proposed device make use
of five sensors (that can be combined into groups of three) that have never been
simultaneously proposed in other solutions. Additionally, the presented system
distinguishes from previous works by combining the following aspects simultaneously:
i) QRsens can be manufactured using standard fabrication techniques, i.e., screen-
printing; ii) The QR code still maintains its original functionality as data storage device;
i) 1t implements an automatic light colour correction technique; and iv) An ad-hoc
smartphone application has been developed implementing automatic image processing
for sensor detection and colour correction, data storage, and results sharing. The
comparison with other systems is shown below in more detail in Table 4.9 of the Results

and Discussion section.

Picture
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Figure 4.2 System overview and concept of QRsens, which consists of a QR code with integrated
colorimetric sensors in combination with a custom-developed smartphone application for the acquisition
and automatic processing of QRsens. Two different end-use applications are proposed by combining
three of the five custom-developed sensors: enclosed spaces monitoring (temperature, RH, and COz) and
smart packaging sensing (H2S, NHs, and CO>).
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The proposed applications of QRsens are based on the sensor’s combination in each
case. For instance, NHs; detection can be used as a “freshness label” for smart food
packaging applications due to its natural release from protein degradation. NHs
detection is well suited for spoilage detection in protein-rich foods such as meat, fish,
and vegetables [331,332]. In the case of H,S, it is a volatile gas mainly produced during
the degradation process of the sulphur-containing amino acids, so it is a characteristic
compound to assess meat spoilage [333,334] as well. CO; inside food packages is also a
key parameter to control in modified atmosphere packaging (MAP) applications to
create a protective atmosphere surrounding the food, with the aim to decrease
microbial growth rate and therefore extend the shelf life of the packed food [335].
Typically, CO; is flushed into the package to obtain concentrations above 60% [336]. In
this context, QRsens could inform of a leakage in the package if CO, concentration falls
drastically below this threshold. In any case, it is worth mentioning that for smart
packaging applications the QRsens code would be placed inside the package to be
monitored, which is a typical requirement in this type of systems [333,335,336]. In that
case, it would be necessary to study migration of dyes, toxicity of chemicals, etc.
Additionally, the package must be optically transparent as it is common in most of food
packages. Likewise, CO; monitoring can also be useful in health-related applications. It
is well known that normal atmospheric air levels (~0.04%) are not harmful, however, a
continuous accumulation of CO; in confined spaces becomes a potential danger to
human health. Some studies have related prolonged CO; inhalation in indoor
environments to symptoms of discomfort, fatigue, dyspnoea, dizziness, headache,
sweating, muscular weakness, and drowsiness [337,338]. In this case, QRsens could
serve as a threshold detector if CO, exceeds safety limits. Along with air quality,
temperature and RH can also be associated with indoor microbial exposure, which is
related to adverse pulmonary health effects [339]. Additionally, many recent studies
have also connected these three parameters with SARS-CoV-2 transmission [340-342].
It is worth mentioning that other QRsens codes could be proposed using different
combinations of the colorimetric sensors, or alternative applications could also be
targeted using the same sensors. For instance, temperature and RH can be also related
to food spoilage [343]. Likewise, NH3 and H;S monitoring also have high relevance in

terms of environmental safety [344,345].
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2. Materials and methods

2.1 Reagents and materials

The chemicals used for the preparation of the sensing inks are tributyl phosphate (TBP),
o-nitrophenyloctylether (NPOE), a-naphtholphthalein, Crystal Violet,
tetraoctylammonium hydroxide (TOAOH), bromophenol blue sodium salt,
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), a copper complex of 1-(2-pyridylazo)-2-
naphthol (PAN-Cu), ethanol, methanol, toluene, acetone, ethyl cellulose, nafion 5 wt. %.
Tetraethyl orthosilicate (TEQS), trimethoxyphenylsilane (PTMOS) and hydrochloric acid
0.1M were also used for the sol-gel preparation. All the reagents were purchased from
Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and are analytical-reagent grade. ChromaZone
thermochromic pigment from TMC Hallcrest (Flintshire, UK). Black plastisol ink (ref.
5051-BLACK, Marancolor S.L, Madrid, Spain). Filter paper (ref. 1248, basis weight 80 g-m-

2: thickness 210 um; retention 25-30 um) from Filter-Lab as substrate.

A semiautomatic screen-printing machine MSM-004V (Croma Ibérica SL, Girona, Spain)
and a 120 nylon threads per centimetre (T-cm™) mesh screen was used to fabricate the
circular-shaped colorimetric sensors. The standard gas mixtures used to characterize the
CO,, NHs and H3S sensing membranes were made using N as the inert gas by controlling
the flow rates of N; and different analytes with a computer-controlled mass flow
controller (Iberfluid Instruments, Spain). The flow rate was 500 cm3min~t and the
pressure 1 atm. For humidity and temperature, a climatic chamber VCL4006 (Vo6tsch
Industrietechnik, Germany) to obtain atmospheres with different humidity and

temperature.

Android Studio 4.2.2 was used to develop the custom application, where the open-
source computer vision OpenCV 3.1.0 library was employed for the acquisition and
image processing tasks. The developed application was installed in a Samsung Galaxy S7
smartphone (Samsung, Seoul, South Korea) for the measurement process under
different illumination conditions. For the calibration process under constant light
conditions, the free app Camera Zoom FX was used with the following configuration: ISO

800, EV 0.0, auto focus, WB incandescent.
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2.2 Colorimetric inks fabrication

Thermochromic ink

For the preparation of the temperature-sensitive ink, it was required to mix and
homogenise in the same proportion (1.0 g each) of the two-component reversible

thermochromic ink. The blue ink turns colourless when heated up.

RH sensitive ink

The humidity-sensitive ink requires a mixture of 1.2 mL of a solution of 10 mg of Crystal

Violet in 1.4 mL of methanol and 1.3 mL of nafion 5%.

Thickening mixture

To improve the rheological properties of the sensing inks and be possible its deposition
by screen printing, a thickening mixture was used. It was prepared with 20 g of ethyl

cellulose, 100 mL of ethanol and 5 mL of TBP.

CO; sensitive ink

For the preparation of the COs-sensitive ink, 320 pL of a solution of 4.7 mg of a-
naphtholphthalein in 4.3 mL of ethanol were added to 600 pL of TOAOH. Later, 1 mL of

the sensing cocktail was added to 2 g of thickening mixture.

H3S sensitive ink
The H,S-sensitive ink was prepared with 7 mg of PAN-Cu complex, previously
synthesised [346]with 5 mL of KOH (0.19 M) and 5 g of the thickening mixture with the

carbon dioxide ink.

NHs sensitive ink

The NHs-sensitive ink is composed of 6 mg of bromophenol blue sodium salt, 0.115 g of
NPOE, 13.5 mg of CTAB in 2 mL of acetone. The needed sol-gel was prepared the day
before the deposition by mixing 1.1 mL of TEOS, 470 pL of PTMOS, 500 uL of ethanol,
658 uL of water and 375 plL of HCl 0.1 M. Later it was vortexed for 15 seconds and
sonicated at 20 °C for 10 min. Finally, a 1:1 mixture of dye and sol-gel was used for

membrane preparation.
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2.3 Colorimetric inks deposition

The deposition of the colorimetric inks in their specific QRsens locations was performed
by screen printing (temperature, H2S and CO;) and by dropping (humidity and NH3). In
the case of temperature, H,S and CO;, the sensing membranes were screen-printed as
circles included on three of the corner squares of a QR code, which was previously
printed with plastisol black ink on filter paper. After the printing, the QR codes were
dried at room temperature for ten minutes, and no further sintering was required. In
the case of temperature, CO, and H,S sensors, they were directly screen printed as 3-

mm diameter circles included on the corresponding corner squares of the QR code.

On the other hand, for the NH3 sensor, a 3-mm diameter empty circle was screen-printed
using black plastisol ink during step 1 of the fabrication process, as depicted in Fig. 4.2b
in the main manuscript. Later, 12 ulL of 1:1 dye:sol-gel solution was dropped inside the
circle, leaving it dry at room temperature for 10 minutes. Then, 25 pL of phosphate
buffer pH 3.2 (0.2 M) was dropped, letting it dry. RH sensing membrane was prepared
by spin coating 12 uL of RH sensitive ink at 140 rpm on a 1-cm diameter Mylar circle.
After drying by leaving it at room temperature for 10 minutes, a 3-mm diameter circle

of sensing membrane was glued on the corresponding corner of the QR code.

2.4 QRsens design and fabrication

QRsens was designed to simultaneously have dual functionality: (i) as a standard QR
code to store custom information, and (ii) as a sensing platform with up to three
colorimetric-based sensing elements. Such sensing elements have been integrated into
the QR code taking advantage of the structure and components of the code itself, thus
enhancing the functionality of the original QR code design without affecting its main
purpose as a data storage device. In essence, QRsens benefits from the anatomy of a
standard QR code to add the sensing functionalities, in particular from the position
markers, i.e., the three large square patterns in the corners of the code used for
detecting its position, size, angle and outer shape [315]. The inside code consisting of
several small blocks where the information is encoded is kept unaltered, so the QR code
continues to serve its original purpose. Additionally, QRsens takes advantage of two

design aspects of standard QR codes: (i) the inner eyes of the position patterns (see Fig.
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4.3a) can take other shapes different from the traditional square shape; and (ii) a free
area or empty space can be left in the centre of the code, normally used to place any
custom image or logo. In this way, the three inner eyes of the position patterns are
replaced by the corresponding three circular-shaped colorimetric sensors, while the
empty space in the centre is used to locate two additional circles -the black and white
(B/W) references- for light colour correction during the image processing pipeline. The
reason for the circular shape of the sensors and the B/W references is related to the
image processing conducted in the developed smartphone application (see details in
Section 3.2). Furthermore, the area in the QR code that contains the data (for example,
an URL) is extended to also encode the information about which sensor is placed in each
corner of the QRsens code. Following this approach, when the user reads the code with
the custom smartphone application, such information regarding the sensors is
automatically detected and separated from the original information of the QR code (e.g.,
the URL), so the process is transparent for the end-user and QRsens is self-contained
with respect to its sensing functionality. To that end, information about the sensors is
placed before the original data using specific keywords separated by semicolons, as
detailed below. A visual summary of the design process from a standard original QR code

to a QRsens code is given in Fig. 4.3a.

For the initial design of the code, any online QR code generator tool can be used (e.g.,
https://www.qrcode-monkey.com/). In this work, we propose two types of QRsens
codes using two combinations of the five proposed sensors. Each combination is aimed
at one particular application. In the first case, temperature, RH and CO; sensors are
included in QRsens for enclosed spaces monitoring. The second combination includes
H.S, NHs3 and CO; sensors for smart packaging applications. According to the described
design process, the first case will contain the following text encoded in the data area:
TEMP;CO2;RH;URL, while for the second case the encoded text will be: H,S;CO,;NH3;URL.
In both cases, for the fabrication of the different prototypes, the URL was chosen as the
webpage of the research group for the proof-of-concept prototype. Following the same
approach, other QRsens devices could be created by using different combinations of the
colorimetric sensors, depending on the targeted application, and replacing the URL by

any other custom information. The employed reagents and materials and the
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colorimetric inks fabrication process are described in Sections 2.1 and 2.2, respectively.
Fig. 4.3b shows the fabrication process of the QRsens codes including the colorimetric

inks deposition, which is described in more detail in Section 2.3.
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Figure 4.3 (a) Design process from a standard original QR code to a QRsens code. (b) Fabrication steps of
the QRsens code by screen printing and drop-casting. The final result photograph corresponds to the
combination of temperature, RH and CO:z sensors.

2.5 Calibration setups and measurements

Calibration of the designed setups was conducted under constant illumination
conditions by placing QRsens inside a custom cubic light box illuminated by two LED light
strips (50 LEDs each — 550 lumens, 5600K colour temperature) located at a fixed
position. To obtain the calibration curve for each sensor, one QRsens code with the same
sensor in the three corners was fabricated for each of the five sensors, thus accounting
for the three possible positions of the sensors. In the case of H,S, NHzand CO;, mixtures
of Ny/analyte were obtained by using mass flow controllers and photographs of the
three replicas at different gas concentration values were captured using the
smartphone. An exposure time of 2 min was enough to reach the equilibrium in the

developed sensing membranes. From then on, the analytical signal remained steady
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while the concentration of chemical analytes was kept constant. The same procedure
was repeated for the temperature and RH sensors, but in this case, the QRsens together
with the cubic light box codes and the smartphone were placed inside the climatic
chamber. The circular-shaped sensors in QRsens were processed to obtain the averaged
colour coordinates in RGB and HSV colour spaces using the custom-developed
application, but no use was made of the B/W references in the centre of the code since
lightning conditions were controlled and constant in this setup. Range of concentration
tested to calibrate the sensors were: RH% from 10 to 90 %; CO; from 1 to 60 %; NH3

from 0 to 50 ppm; H3S from 0 to 3 ppm and temperature from -10 to 45 2C.

To evaluate QRsens under different illumination conditions, a similar but slightly
different calibration setup was employed. In this case, the illumination conditions were
varied using as a light source a 10.2-inch LED ring light (ELEGIANT EGL-02S) with three
colour temperature modes: 3000 K (warm white, e.g., sunrise/sunset), 4000 K (neutral
white) and 5000 K (daylight). This LED ring light comes with a tripod stand and phone
holder, where the Samsung Galaxy S7 smartphone running the custom-developed
Android app was used for the acquisition and processing of the QRsens photographs. As
in the previous case, three replicas at different gas concentrations/temperature/RH
values were captured and processed using the smartphone application, and the
procedure was repeated for each colour temperature provided by the ring light. The
circular geometry of the light ring source eliminates the potential problem of shadowing
when taking the photographs, which could lead to inconsistencies during the
colorimetric processing of the sensors. Additionally, B/W references were also detected
and utilised for the detection and acquisition of the sensors’ colour for each scenario in
this calibration process to achieve the environmental light colour correction, as

described in Section 3.4 in the manuscript.

The accuracies of the sensors have been computed considering the propagation of
uncertainty (or propagation of error) in a measured value through the corresponding
calibration curve to the final value being sought. Table 4.1 shows the obtained results,
which have been calculated using an intermediate point in the range with the steeper

slope of each calibration curve as the representative value.
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Table 4.1 Propagation of errors in a representative value considering the error of all
parameters in the calibration functions. (Coverage factor k = 1).

Obtained value with Propagation of

Calibration Uncertainty (x + Ax)
Sensor curve point
(Target value) With controlled After light colour
illumination correction
CO2 3% 28104 % 3.0£0.7%
H2S 0.5 ppm 0.41 +0.03 ppm 0.46 £ 0.09 ppm
NHs 3 ppm 3.4+ 0.4 ppm 4.4+0.7 ppm
Temp 26 °C 25.0+1.1°C 26.4+1.5¢°C
RH 60 % 60+4 % 60+6 %

2.6 Smartphone application development

A customized smartphone application was developed to simultaneously read the QR
code and the colorimetric sensors. The programmed application implements automatic
image processing for sensor detection and colour correction, data storage, and results
sharing. Android Studio 4.2.2 was the integrated development environment (IDE) used
to program the QRsens smartphone application. It was designed and tested against API
26 (Android 8.0). However, the application also supports previous Android versions,
being APl 18 (Android 4.3) the lowest API level compatible. The open-source computer
vision OpenCV 3.1.0 Android library was employed for the acquisition and image

processing tasks [347].

2.6.1 Light colour correction

Practical usability of the developed QRsens smartphone application requires it to deliver
consistent results independently of illumination changes. In many cases, this issue is
mitigated through the attachment of external accessories to the smartphone to achieve
controlled illumination conditions, such as opaque chambers to block ambient light,
LEDs to provide constant illumination, and optical filters or lenses [348—350]. Software-
based approaches have also been proposed to overcome this issue. One straightforward
solution is to calibrate the system under different lighting conditions, storing several

pre-loaded calibrations and fitting parameters within the application [351,352]. Another
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approach consists of using multiple colour reference markers corresponding to the
colorimetric responses of the sensors obtained during the calibration phase
[298,353,354]. The use of black and white reference markers is also a wider strategy that
has vyielded satisfactory results [295,355-357]. In some cases, colour space
transformation has proven to be an effective method for quantitative colorimetric
analysis robust to ambient lighting conditions, for instance using the hue—saturation—
value (HSV) space [345]. Other authors have proposed more complex alternative
algorithms to account for variations in ambient light [349,358,359]. Taking into account
certain limitations depending on the specific case, all these software-based techniques
enable the use of equipment-free imaging analysis, which is highly desirable for the end-

user convenience.

In our case, we propose a two-step algorithm combining two of the previously described
methods: a correction stage in the RGB colour space based on the B/W reference
markers (printed in the centre of QRsens), followed by a colour space transformation to
the HSV space. In this way, each acquired RGB colour coordinate of the sensors is

adjusted with respect to each detected RGB value of the B/W references by:

RGB ~RGBpigck
RGB orrectea = 256 . ackres (Equation 4.1)
RGBwhite ref

where RGB refers to the individual R, G or B colour coordinate of the sensor and
reference in each case. The previous equation was applied in all cases except for the H,S

sensor, in which a slightly different correction experimentally delivered better results:

RGB ~RGBpack
RGB yrrectea = 256+ e ackref (Equation 4.2)
RGBwhite ref_RGBblack ref

After the correction, the new RGB coordinates were converted to HSV values. In all
cases, the normalised hue parameter (Hnorm = H/360) was selected to quantify the sensor
responses, except for the case of CO,, where the saturation parameter (S) was chosen

because it delivered a larger variation range or response (see Section 3.1). More details
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regarding the calibration setup and the measurement procedure are given in Section

3.3.

3. Results and discussion

3.1 QRsens application user flow

The accompanying Android application of QRsens consists of several screens that guide
the user through the steps required for the acquisition and processing of a QRsens code.
The whole process is depicted in the application user flow of Fig. 4.4a. Initially, there is
a welcome screen that includes a menu with two options: (1) Scan QR code; and (2) Scan
sensors. If the user chooses the first option, the application starts a QR reader screen so
that the user can aim at the code with the smartphone camera to read its content, which
is done in less than a second without needing to take any photograph. Upon detection
and reading of the QRsens code, a pop-up window (alert dialog) with two options
informs the user about the three sensors present in the device (which is encoded as part
of the QRsens content), as well as the rest of the encoded custom information (e.g., an
URL). In the fabricated proof-of-concept prototypes, an URL was embedded in the code,
so at this point, the user can choose to directly visit that website (option 1 of the alert
dialog) or scan the sensors (option 2). If the latter option is chosen, the application
automatically starts the rear camera of the device so that the user can take a photograph
of the QRsens code. To take the photograph, the developed app invokes through an
intent to the free app Camera Zoom FX with the following set-up parameters: 1ISO 800,
EV 0,0, auto focus and WB natural light. In principle, any external app could be called to
take the photograph as long as the camera settings always remain constant. After this,
the app allows the user to easily pinch to zoom in and out to fit the taken photograph
of QRsens with the template grid (a white square superimposed on the screen), as
shown in Fig 4.4c. Once aligned, the user can slide the Process button to the right to

start the automatic image processing, which is graphically summarised in Fig. 4.4b.
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Figure 4.4 (a) Application user flow showing the path that the user follows through the developed
smartphone app interface to complete the acquisition of the QRsens device. (b) Flow diagram
describing the image processing sequence conducted by the smartphone application. (c) Screen

captures of the smartphone application corresponding to different steps of the described user flow.

During the image processing conducted in the smartphone, the app only considers the
region of interest (ROI) circumscribed by the white on-screen square, discarding the rest
of the image to improve the consistency of the processing and eliminate the needless
background. This masked image is then processed on the smartphone by means of the
Circle Hough Transform (CHT) to detect the circle-shaped sensors and B/W references.
CHT is a feature extraction technique used in digital image processing for detecting

circular objects in imperfect digital image inputs, which our group has already employed
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in previous works [350]. In a similar way to such work, the image is converted to
grayscale prior to the circle’s detection using CHT, and also a Gaussian blur filter is
applied to reduce the noise and avoid false detections. However, in this work, a
significant improvement has been implemented in the processing pipeline, which
consists of the application of a thresholding operation on the grayscale image (see Fig.

4.4b).

After testing different thresholding methods, we concluded that the simplest technique
(i.e., global binary thresholding) was the most suitable for our case. In binary
thresholding, each pixel value is compared with a certain threshold value. If the pixel
value is greater than the set threshold, that pixel is set to the maximum value (255);
otherwise, it is set to 0 (black). Thresholding is a very popular segmentation technique
with numerous applications in computer vision, and it is often used to separate objects
considered as a foreground from its background (e.g., in text-recognition algorithms).
We experimentally checked that this thresholding operation made the subsequent
circle’s detection algorithm much more reliable. After the binary thresholding and
blurring operation, the Hough Transform function of OpenCV library was used to
implement the circle detection in the QRsens code photograph. For each of the five
circles detected by this algorithm (three corresponding to the sensors in the corners,
and two corresponding to the B/W references), an individual mask is applied to
eliminate everything from the image but the detected circle. In the creation of each
mask, the radius of the circle is reduced by 20% to get away from the detected circle’s
edge. By doing so, we make sure that the colour of the sensor is detected completely
inside the circle in case the edges are blurry. Upon the completion of the image
processing, the app is able to provide information related to each detected circle,
including its location (X-Y coordinates), size (radius), and average RGB and HSV colours.
Based on the location information, the app automatically differentiates among the
circles corresponding to the sensors and the B/W references. Subsequently, colour
correction is applied using the B/W references to achieve a certain degree of
environmental light independence (see Section 3.4). Afterwards, each sensor value is
computed from the corresponding calibration curve, as previously described. When all

the processing pipeline is finished, the app provides a report in plain text that is stored
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in the phone’s memory, containing all the collected information about the QRsens code.
The results (both image and report) can be shared through email and/or different

messaging services through the Share button in the top menu of the application.

3.2 Light colour correction

Fig. 4.5 shows some examples of QRsens codes used during the calibration setup (see
Section 3.3). In this case, one representative value of each sensor has been selected to
show the effect of the light colour temperature correction. It can be observed how the
computed values of Hnorm or S using the acquired RGB coordinates homogenise

significantly after applying the light colour correction described in Section 3.4.

To provide a more accurate account of the achieved improvement, Table 4.2 quantifies
this homogenization in terms of maximum standard deviation values (SDmax) for each
sensor at the three considered light colour temperatures before and after applying the
correction. In terms of SDmax, the obtained results show a minimum percentage
decrease of ~71.4% and a maximum one of ~87%, which means a significant
improvement and makes it possible to utilise QRsens under different illumination
conditions. The chosen colour temperatures cover a wide range of potential real-life
application scenarios of QRsens. For instance, warm white (3000 K) is typically used in
general living spaces such as residences, hotels, restaurants, fruit and vegetable areas
in supermarkets and commercial office spaces [360]. Neutral white (4000K) is
predominant in schools, office settings, hospitals, and shelf areas in supermarkets.
Finally, 5000 K is similar to the midday sun, and it is best suited for places where high
detail is required or where accurate colour rendering makes a difference on clothing,
goods, or food. Some application scenarios would be warehouses, changing rooms,

display areas, workshops, factories, manufacturing, and industrial facilities.
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Figure 4.5 Some representative examples of QRsens photographs for each sensor at particular values
and different light colour temperatures (3000 K, 4000 K and 5000 K), comparing the acquired Hnorm
parameter (for temperature, RH, H2S and NHs sensors) or S parameter (for the CO: sensor) before and
after applying the light colour correction.

Table 4.2 Maximum standard deviation values for each sensor at the three considered light colour
temperatures before and after applying the correction.

SDmax before SDmax after

3.3
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Sensor

correction correction
Temperature 0.28 0.04
RH 0.21 0.06
H2S 0.24 0.06
NH3 0.32 0.08
CO; 0.23 0.03

QRsens calibration and performance

Percentage decrease (%)

85.71
71.43
75.00
75.00
86.96
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Fig. 4.6 shows the performance curves obtained for the different sensors in QRsens,

both under controlled illumination and after illumination correction. The exposure time

for the tests was 2 min, time enough to prepare the standard analyte/nitrogen mixture

and to reach the equilibrium (see Section 3.3).
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Figure 4.6 Calibration curves of each sensor, both with controlled illumination and after illumination
correction. The response of the (a) temperature, (b) RH, (c) HzS and (d) NH:z are quantified by means of
the normalised Hue parameter (Hnorm), while the response of (e) CO: is quantified using the saturation
(S) parameter. Fitting functions for each calibration curve and analytical parameters for each sensor are

given in Table 4.2. Note that in the case of H2S, from 1 ppm onwards it is necessary to add 1 unit to Hnorm
to avoid the discontinuity. (f) Some examples of colour changes of different colorimetric sensors at
several gas concentration/temperature/RH values.
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Typical fitting functions for this type of colorimetric sensors (i.e., Boltzmann sigmoidal
and exponential functions) have been checked for each case, as shown in Fig. 4.6. Main
analytical parameters of each sensor are shown in Tables 4.3 to 4.7. The limits of
detection (LODs) were obtained as 3 sp in case of exponential calibration function. When
a sigmoidal shape response was obtained it was calculated by the tangent method as
well as the upper limits [361]. The repeatability was quantified through the coefficient
of variation (CV) of the signal, which is defined as the ratio between the standard
deviation of a set of replicas and its mean value. An intermediate value in the range with
the steeper slope was selected as representative for the CV calculation. The accuracies
of the sensors considering the propagation of uncertainty (or propagation of error) of
all parameters in the calibration functions have been also computed. Table 4.2 shows
the obtained results, which have been calculated using an intermediate point in the

range with the steeper slope of each calibration curve as the representative value.

Table 4.3 Calibration functions and analytical parameters of the RH sensor with controlled illumination
and after light colour correction.

RH sensor
A1—-A
Boltzmann function: y = IT_EB + A,
1+e 44
Parameter With controlled illumination After light colour correction
Az 0.156 £ 0.006 0.169 £ 0.005
Az 0.466 £0.019 0.497 £0.03
A; 66.3+1.7 653
As 103+1.4 8.8+1.6
R? 0.9962 0.99521
LoD 44.6% 46.7%
CV(%) 7.1 (at 60%) 13.7 (at 60%)
Detection 44.6-85.7% 46.7-80.1%
range
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Table 4.4 Calibration functions and analytical parameters of the temperature sensor with controlled
illumination and after light colour correction.

Temperature sensor

Boltzmann function: y = % + A,
1+e 44

Parameter With controlled illumination After light colour correction
Az 0.6187 £ 0.0006 0.722 £ 0.006
Az 0.5490 + 0.0015 0.533£0.008
A; 26.2+0.4 22.8+0.9
As 5.1+0.3 4.1+0.7
R? 0.99733 0.99102
LoD 14.9eC 13.4eC
CV(%) 0.56 (at 262C) 1.38 (at 262C)
Detection 14.9-35.82C 13.4-32.3C
range

Table 4.5 Calibration functions and analytical parameters of the NHs sensor with controlled illumination
and after light colour correction.

NHs sensor
One-phase exponential growth function:

X
y:AleA_3+A2

Parameter With controlled illumination After light colour correction
A; -0.358 £ 0.006 -0.394 +0.011

Az 0.568 £ 0.003 0.582 £ 0.007

A3 -6.13+£0.22 -8.6+0.4

R? 0.99494 0.99516

LOD 0.6 ppm 0.7 ppm

CV(%) 3.4 (at 3 ppm) 4.6 (at 3 ppm)
Detection

— 0.6—=7.7 ppm 0.7-7.5 ppm
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Table 4.6 Calibration functions and analytical parameters of the H2S sensor with controlled illumination
and after light colour correction.

H,S sensor
One-phase exponential growth function:

X
y=AleA_3+A2

Parameter With controlled illumination After light colour correction
Az -0.37+0.01 -0.47 £0.03

Az 1.1802 £ 0.0023 1.151 £ 0.007

Az -0.273 £0.019 -0.49+0.04

R? 0.98934 0.98213

LOD 0.01 ppm 0.13 ppm

CV(%) 1.1 (at 0.5 ppm) 2.8 (at 0.5 ppm)
Detection

— 0.01-0.6 ppm 0.13-0.7 ppm

Table 4.7 Calibration functions and analytical parameters of the CO:z sensor with controlled illumination
and after light colour correction.

CO; sensor
One-phase exponential decay function:

—X

Y= AleA_3+A2

Parameter With controlled illumination After light colour correction
A; 0.170+0.014 0.304 £0.024

A; 0.0723 £ 0.0007 0.042 £ 0.002

A; 3.2+0.3 2.1+03

R? 0.98702 0.99098

LOD 0.7% 0.7%

V(%) 1.2 (at 3%) 16.7 (at 3%)
Detection 0.7-5.2% 0.7-4.1%

range
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Regarding the calibration results shown in Fig. 4.6, it is worth noting that the error bars
of the curves corresponding to the sensors after light colour correction are calculated as
the standard deviations of the corrected parameters (either Hnorm Or S) obtained after
the corrections for the three colour temperatures. This is the reason why these error
bars are significantly larger than the error bars for the cases where no light colour
correction is conducted. Apart from this, it can also be observed in Tables 4.3 to 4.7 that
the performance of QRsens codes is better for the cases where illumination conditions

are controlled, in terms of lower LODs and CVs and wider ranges, as would be expected.

However, in practice, illumination colour correction will be required in most cases. As
shown in Tables 4.3 to 4.7, after light colour correction the colorimetric gas sensors
exhibit a detection range of 0.7-4.1%, 0.7-7.5 ppm, and 0.13-0.7 ppm for CO,, NHs and
H.S, respectively. In the case of temperature and RH, the detection ranges are 13.4—
32.32C and 46.7-80.1%, respectively. The temperature detection range could be
extended by using another commercial thermochromic ink different to the one used
that exhibits an alternative detectable temperature window. On the other hand, we can
observe in the case of light colour correction in Fig. 4.6a,b,e higher slopes in the non-
saturation region, which means an increase of sensitivity of temperature, RH and CO;
sensors. These slope increases resulted in decreased ranges due to the constancy of the
difference of the saturation values. Therefore, the potential application scenario of
QRsens will determine all these analytical parameters as well as the expected accuracy
of the system. For instance, if QRsens is applied in a place where lightning conditions
remain unchanged and controlled (e.g., display cabinet, supermarket, office, etc.), it will
allow lower LODs and larger ranges with better repeatability and accuracy. Otherwise,
if ilumination conditions dynamically change and cannot be controlled, QRsens will still
be usable, thanks to the implemented automatic light colour correction, although with
a slightly lower performance. In some cases, the obtained dynamic ranges of the
colorimetric sensors (Tables 4.3 to 4.7) will also influence the potential application
scenarios of QRsens. The most restrictive case is obtained for the CO; sensor, which
could be used in QRsens as a threshold detector to generate an alarm rather than a
guantitative indicator. For instance, for smart packaging applications QRsens could

inform of a leakage in the package, since CO; is typically flushed into the package to
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obtain concentrations above 60%. For enclosed space monitoring, QRsens could serve

as a threshold alarm if CO; largely exceeds the health safety limits.

3.4 Cross-sensitivity study

To study the cross-sensitivity among the sensors, the maximum variation of the output
signal of the sensors in the presence of the rest of the gases was obtained for a fixed
concentration of the target gas. The influence of the temperature was also quantified as
the variation of the output signal to an increment of 25 °C. The obtained results are

shown in Table 4.8.

Table 4.8 Cross-sensitivities between the sensors of QRsens.

Selective sensor  Interferent  Signal variation (%)

NHs (100 ppm) 2.1
H2S (100 ppm) 0.3
CO: (0%)
RH (90%) 0.1
T (252C) 2.6
CO, (100%) 2.9
H,S (100 ppm) 0.1
NHs (0%)
RH (90%) 1.7
T (2520) 1.8
NHs (100 ppm) 0.1
CO; (100%) 0.1
H2S (0%)
RH (90%) 0.9
T (2520) 2.1
CO, (100%) 0.7
H>S (100 ppm) 2.8
RH (35%)
NHs (100 ppm) 21.1
T (259C) 2.3

284



Capitulo 4

Data measured for this work and those taken from the literature have shown that, in a
practical case, the cross-sensitivity can be neglected [336,346]. It can be observed that
the interference produced by the gases in response to the other gases sensors is below
3%, presenting the maximum deviation when the interfering gas is present in a very high
concentration, which is not a realistic case. This implies that in a practical case the cross-
sensitivity can be neglected. There is only one exception to this fact: the influence of
NHs3 on the response of the humidity sensor, with a maximum variation above 21%.
Therefore, in the case of NHs in high concentrations, humidity sensor output should be
corrected. In the light of this finding, the dependence of RH with NH3z was experimentally
characterised at the given point of RH = 35% and a linear relationship between both

variables was found, as shown in Fig. 4.7.
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Figure 4.7 Dependence of the output signal of RH sensor with the increase of NH3

Therefore, in potential applications where presence of NHs in high concentrations is

expected, the RH sensor output should be corrected based on such a linear relationship.

3.5 Literature review

It is worth mentioning that in the same context as QRsens, several interesting
developments of QR-like codes with colorimetric sensing can be found in the literature,

which have been compiled and summarised in Table 4.9. In comparison with other
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approaches, our solution proposes five different sensors (that can be combined into

groups of three sensors), which have never been simultaneously combined in previous

solutions, thus opening new potential applications

Table 4.9 Examples of QR-like codes with colorimetric sensors found in the literature.

Sensor (s)

Temperature

12
chemoresponsive
dyes for olive oil
odour id.

NHs

NHs, CH20 and H2S

Enzyme-linked
antibodies

cu2+
(semiquantitative)

Escherichia coli

Temperature

RH

Protein

pH

Histidine-rich
protein Il (malarial
biomarker)

Cholesterol

Cu?* for water and
food

Temperature, RH,
CO2, NHs3 and H:S
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Substrate

Plastic (acetate)

Paper

Plastic (acetate/

polyester)

Paper/
plastic

Paper

Paper

Paper

Paper

Photonic crystal

film

Paper

Paper

Nitrocellulose
membrane

Paper

Paper

Paper

Fabrication
technology

Non-
standard

Wax printing

Inkjet and
screen
printing

Screen
printing

LIFT

Solid ink and
inkjet
printing

Wax printing
Deposition

Inkjet
printing

Spin coating

Wax printing

Inkjet
printing

Non-
standard

Wax printing
Non-
standard

Screen
printing

R valid
Light colour Q
) for data
correction?

storage?

No Yes

No No

Yes No

Yes No

No No

Yes Yes

No Yes

No Yes

No Yes

No Yes

No Yes

Yes Yes

No Yes

No
Yes Yes

Smartphone

app
developed?

Yes

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Yes

No

Yes

Yes
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4. Conclusions

To sum up, a fully functional QR code has been enhanced with built-in multi-sensing
functionality (QRsens) for in situ environment analysis. Our system distinguishes from
state-of-the-art solutions by combining the following aspects simultaneously: Firstly,
QRsens codes are still valid for their original purpose as information storage devices,
being the sensing functionality an add-on feature that does not undermine the
usefulness of the original QR code. Secondly, to provide fast and quantitative readings,
a user-friendly smartphone application was programmed for image processing, data
storage, and/or sharing. Thirdly, a light colour correction solution is seamlessly
integrated into the code to make the system viable under different lighting conditions.
Lastly, the use of a standard fabrication technique (screen-printing) and flexible
substrate (paper) opens up the possibility to produce QRsens codes by establishing high-

volume manufacturing methods such as roll-to-roll printing.
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CAPITULO 5: NIPAM SMART POLYMERS AS REAGENTS REPOSITORIES AND
FLOW BARRIERS/DELAYERS

Planteamiento

En las ultimas décadas los sistemas microfluidicos han evolucionado no solo hacia el
cumplimiento de las directrices REASSURED, que aseguran su funcionalidad como
sensores, sino también hacia una mayor sostenibilidad empleando soportes como el
papel, el hilo o la tela, si bien aun quedan aspectos que son mejorables, como son los
analisis mas complejos que pueden requerir de sistemas de mezclado de reactivos, de
bombeo, control de flujo, liberacién de reactivos a diferentes tiempos o el bloqueo de
ciertos canales, entre otros, y para los que se busca no sacrificar la portabilidad y la

facilidad de uso del sensor.

Las estrategias de control de flujo basadas en acciones fisicas hasta ahora han sido mas
estudiadas que las quimicas, que se han visto mas limitadas. Sin embargo, el auge de los
materiales inteligentes, capaces de responder a estimulos como el pH, la temperatura,
la presidn, los campos eléctricos o0 magnéticos, la concentracién de ciertos compuestos
guimicos e, incluso, pares de estos estimulos, es una gran oportunidad para su uso en el

control de flujo y liberacidn de reactivos en sistemas microfluidicos.

Es el caso de los materiales que responden a la temperatura, que tienen la ventaja de
ser facilmente accionados mediante calentadores miniaturizados, y en particular, el de
los polimeros de NIPAM, que sufren un cambio de volumen considerable cuando
sobrepasan una temperatura en torno a los 322C (dependiendo de los comondémeros
gue se introduzcan en su estructura). Los polimeros de NIPAM podrian ser especialmente
adecuados para su uso en dispositivos Point-of-Care ya que esta temperatura se

encuentra cercana a la temperatura fisiolégica de los seres humanos.

Es por ello que en este capitulo se han caracterizado hidrogeles de NIPAM para su uso
como repositorios de reactivos y se han ensayado ionogeles de NIPAM fotopolimerizados

como posibles barreras o ralentizadores del avance del flujo.
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Objetivo

El objetivo de este estudio es encontrar y caracterizar polimeros inteligentes que puedan
ser incluidos en sensores microfluidicos como sistemas de control de flujo o de liberacién

de reactivos facilmente automatizables.

Para ello se ha recurrido a polimeros de NIPAM como los hidrogeles, que pueden ser
accionados liberando disoluciones acuosas a temperaturas cercanas a la temperatura
fisiolégica de los seres humanos, o los ionogeles, que pueden actuar como barreras o

ralentizadores del avance del flujo en uPADs.

Los primeros se han caracterizado como repositorios, prestando especial atencién a las
cinéticas de absorcidn y desorcion, puesto que los tiempos de analisis de un sensor
deben ser los minimos posibles. También se han tenido en cuenta cdmo se ven afectados
por el pH en vista de que puedan usarse en muchos casos para liberar disoluciones
tamponadas y la posibilidad de que retengan disolventes orgdnicos de polaridad
intermedia y alta volatilidad. Para la caracterizaciéon se ha recurrido a diferencias de

pesada.

Los segundos se han integrado por deposicidn de la mezcla pre-polimerizada y curado
con radiacién UV con la intencidn de que actuen ralentizando el flujo o deteniéndolo en
funcién del volumen empleado. Para comprobar su funcionamiento se han grabado
videos y comparado los tiempos que tarda el fluido en recorrer areas iguales con y sin la

presencia de los ionogeles.
El trabajo llevado a cabo puede dividirse en las siguientes etapas:

e Sintesis de los hidrogeles de NIPAM

e Caracterizacion de las cinéticas de absorcidén/desorcion y de la capacidad de
almacenamiento de reactivos de los hidrogeles

e Analisis del efecto en la absorcién de variaciones de pH, temperatura o tipo de
disolvente

e Sintesis de los ionogeles de NIPAM

e Caracterizacion de la ralentizacion del flujo con ionogeles

e Primeras pruebas de direccién de flujo en uPADs usando ionogeles
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Abstract

In the last decades, microfluidic systems have evolved to approximate to the ideal
ASSURED guidelines with great success. However, further investigation into flow control
systems is needed to assist analysis in which mixers, valves, repositories or pumps are
required. Physical strategies have already been investigated for this issue, but there is

still room for finding new chemical strategies.

In recent years, smart materials have been placed into the spotlight due to their capacity
to mimic nature responses to certain stimulus such as pH, radiation, heat, pressure,
magnetic or electric fields by changing in volume, conformation or solubility. In
particular, thermoresponsive smart materials have an enormous potential in the field of
flow control in microfluidics sensors as their actuation can be easily automated with a

miniaturized heater.

For this reason, in this chapter, we present NIPAM based ionogels and hydrogels as
repositories and flow delayers or barriers. Two types of NIPAM hydrogel were
synthesized. Both polymerizations were very similar, chemically initiated with
ammonium persulfate, but in the second case AAm was also used as copolymer and after
the polymerization the hydrogel was immersed in a 30% LiCl solution to introduce ions
in the structure and thus prevent dehydration. The swelling/deswelling, pH-effect,
evaporation at room conditions and behaviour in different solvents and below the LCST,

were evaluated by weight loss.

On the other hand, ionogels were photopolymerized to be incorporated into different
MPAD designs and the delay in the flow front was observed by video recording comparing

with pPADs of the same dimensions without ionogel.

Keywords

NIPAM, flow control, repository, hydrogel, ionogel, analytical devices
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1. Introduction

Porous membranes are capable of transporting fluids thanks to capillarity, which is the
basis of microfluidic devices based on porous media such as paper, thread, or cloth.
However, passive liquid flow is not enough to address new analytical requirements such

as pumping, mixing, valves and flow control in general [376].

Some flow control strategies already have been studied. Fluid flow can be delayed
manipulating the geometry [377,378], porosity of the material [379], fluid viscosity [380]
and contact angle [381]. UV treatments and serigraphy can modify channel wettability

have also been studied as an alternative for flow control [382,383].

The main type of flow control until now is mechanically actuated valves in which two
paper channels are in contact, or not, in response to a physical stimulus [83] being the
three-position valves proposed by Fratzl et al. [384] or the drawbridge magnetic valves
design by Li et al. [385] examples of this. Nevertheless, for chemical flow delay there is
room for further investigation of the potential use of smart polymer to respond to stimuli

in predictable and controllable ways, mimicking the Mother Nature fashion [386,387].

In the last two decades, several stimuli-responsive materials, also known as “smart”
materials, have been developed and have attracted an outstanding attention due to their
physicochemical properties and structural conformations in response to the

environment [388—396] .

Responsive polymers undergo changes in conformation, volume or solubility in response
to external triggers such as pH [397], radiation [398], temperature [399], ionic
concentration [400], mechanical forces, magnetic/electric fields [401] or the chemical
compounds. This gives them application in areas such as sensors [402], medicine [403],

pharmacology [404], catalysis [405] or environmental remediation [406].

Of all the responsive polymers to date, the thermoresponsive polymers are the most
extensively used. They can be categorized as having an upper critical solution
temperature (UCST) or a lower critical solution temperature (LCST) depending on how
their solubility change with temperature. The LCST-type are swollen in aqueous solution

when the temperature is lower than the LCST but when this temperature is exceeded,
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they collapse, releasing the aqueous solution that was embedded in their structure.
NIPAM is an example of LCST-type thermoresponsive polymer and undergoes a coil-to-
globule transition when heated above 322C, which is especially convenient because it is

close to physiological temperature.

Smart polymers usually are synthesized via polymerization of unsaturated acryl/vinyl-
modified responsive moieties. Controlled free radical polymerization typically leads to
polymers with preserved chain end functional groups and homogeneous predictable
molecular weights so smart polymers can be designed with several different
morphologies. One of these cases are the three-dimensional responsive polymer

networks called gels [407].

A substance is described as a gel when there is a liquid phase dispersed in a continuous
solid phase [408,409]. Gels are often difficult to classify because a gel can be soft, solid
of liquid-like. In order to qualify as a gel, the material must be crafted from two or more

components, one of which is a liquid, present in a considerable quantity [410,411].

The term gel is used ubiquitously in daily life to describe a material with behaviour lying
somewhere between that of a solid and a liquid, and this rather general description has
led to considerable confusion as to what comprises a gel state [412]. Some fundamental

criteria to be met before a material can be considered a gel are:

e To be heterogeneous with two or more components, at least one liquid and one
solid

e Having solid-like properties

e The presence of a 3D network
A gel therefore can be recognised as a two-phase heterogeneous mixture of a solid and
a liquid which through self-assembly/bond formation (physical or chemical) is organised

into a liquid dispersed phase and a solid continuous phase [413].

Gels classification can be done regarding several aspects such as nature of the
interactions (physical and chemical), rheology, nature of the solid and the liquid, process
of gel formation, etc. Depending in the nature of the liquid gels can be divided into

oleogels, hydrogels, ionogels, organogels or alcogels [414].
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As stated in the first chapter of this Thesis, hydrogels are tridimensional polymeric
networks with hydrophilic properties [415]. For a material to be considered a hydrogel
the 10% or more of its total volume or weight must be water and this is the main reason
for hydrogel to possess a high degree of flexibility, behaving in a similar way to natural

tissues [416].

Hydrogels exhibit significant volume changes or sol-gel phase transitions in response to
certain physical or chemical stimuli. Physical stimuli include magnetic or electric fields,
radiation, pressure, temperature, etc. while examples of chemical changes include

variations in pH or concentration of ions or other chemical species in the solution [417].

In most cases, the magnitude of the response is directly proportional to the magnitude
of the external stimulus applied, and the changes are reversible conformational
transitions, so hydrogels can return to their initial state once the source or stimulus that

caused the change is removed [99].

Hydrogels can be classified depending on several aspects such as: charge of side
functional groups, crosslinking, network structure, monomers source and methods of

synthesis as stated in the introduction of this Thesis.

Although hydrogels have been employed in many fields, they also have drawbacks such
as easily drying out. An alternative to hydrogels are ionogels [418]. lonogels’ (or ionic
gels) dispersed liquid phase is composed of ionic liquids (ILs) which are organic salts with
low melting points (under 1002C) [419]. This implies, as their name indicate, that they
are liquids at room temperature and they don’t pack neatly together in a crystalline
structure as most ionic salts, instead, ions are free to move and flow. That stated, ionic
liquids can be imagined as a sea of charges with a strong association with each other,
but incapable of organising into a highly regular structure [420]. In addition, as they
consist of only ions, their properties are very different from those of molecular liquids.
It is worth underlining that the intrinsic hybrid character of ionogels relies on the
intimate combination of an IL and a solid-like network and in fact, the properties of
ionogels are expected to derive both from those of the IL and those of the component
forming the solid-like network [421]. Their physicochemical properties can be tuned as

wished just by selecting the appropriate anion-cation pair [422].
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The most common families of cations in ILs are imidazolium, pyridinium, piperidinium,
pyrrolidinium and ammonium. Other than the ILs based on charged nitrogen,
phosphonium and sulphonium are also common [423]. Similarly, some common anions
are halides, NOs’, BF47, PFs, HSO4™ (inorganic) DCA-, carboxylates, sulphates, sulphonates,

phosphates, phosphonates as well as fluorinated ones.

lonogels can be classified attending to formation methods as chemically or physically
crosslinked networks. Physically crosslinks consist of non-covalent interactions. Van der
Waals, ionic, host-guest interactions or hydrogen bonding are some examples of this. On
the other hand, chemical cross-links are formed of covalent bonds by polymerizations or

chemical reactions [418].

In the ionogel, the ionic liquid must be tightly embedded in the matrix structure to
prevent IL loss. The use of polymers as ionogel gelling agents is ideal as they can
effectively encapsulate the IL [424,425]. Also, direct mixing of the polymer with the IL is
a very simple method to prepare ionogels. However, there are some difficulties regarding
the miscibility of common polymers and ILs, which result in ionogels with low IL content

[426].

To overcome this, monomers are gelled directly in the presence of the IL. Thermal,
photo, free radical and ring opening are some efficient techniques to polymerizate an
ionogel with a high content of IL inside the polymer network [427,428]. In particular,
photopolymerization has sparked considerable interest due to the several advantages it
offers. It has low reaction times, does not release solvent vapours, requires low energy

input, has low costs, occurs at room temperature and for sensors it is very versatile [429].

In this chapter we have synthesized and experimented with ionogels and hydrogels
based on the thermoresponsive monomer NIPAM as repositories, flow barriers or flow

delayers for microfluidic systems.

2. Materials and methods

2.1 Reagents, materials and instrumentation
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All reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Spain) and are analytical-reagent grade
unless otherwise indicated. For the synthesis of hydrogels, N-isopropylacrylamide, N,N’-
methylenebis(acrylamide), Dextran, TEMED and a solution of APS 65 mM freshly
prepared every day are required. The mixture of reagents is placed between the glass
and short plate of the Mini-PROTEAN BIO-RAD shown in Fig 5.1 for polymerization and
the thickness of the sheets are controlled selecting glasses with spacers of 0.75, 1.0 or
1.5 mm. For the non-drying repository, AAm was added to the mixture as co-monomer
and after the synthesis a solution of LiCl 30 wt.% was employed to introduce the ions in

the hydrogel.

Figure 5.1 BIO-RAD casting cells and glass and short plates for shaping hydrogel into sheets.

In the case of ionogels, ionic liquids such as PDCA and EMIES were employed as solvent
instead of Milli-Q water and instead of using ammonium sulfate (APS) as chemical
initiator of the polymerization, DMPA was added to the mixture as photoinitiator. To
initiate the photopolymerization a UV lamp model VL-6.LC from Vilber Lourmat (France)
was placed at 7 cm from the piece of paper in which the ionogel pre polymerized mixture

was casted and 254 nm wavelength was selected to irradiate for 10 minutes.

Phase transition of the NIPAM was achieved using the following laboratory
instrumentation: A heater with a 22 Q resistance and 0.5 x 0.5 cm dimensions fabricated

on a printed circuit board and an 81/2-bit Digital Multimeter from Agilent Technologies
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(USA). Differences in weight between swollen and dry hydrogel were carried out with an

analytical balance DV215CD from Ohaus (EE.UU.) with precision of 0.1 mg.

Characterization of the hydrogel behaviour at pHs ranged from 5.0 to 10.0 was
performed using KH2,PO4 and K2HPO4 buffer solutions which were validated with a micro

pH 2000 pH-meter (Crimson, Spain).

Whatman grade 1 paper with 180 um thickness and ashes percentage lower than 0.06%
from Whatman (United Kingdom) was laser cut with a Rayjet 50 laser printer (Austria) to
shape the pCAD. The ashes from the paper cuts were withdrawn with a 1:1 solution of
ethanol:water and for the characterization of the uPAD solutions of Bright Blue, Congo
Red and Lemon Yellow dyes were prepared. Homogenization of the solutions were
carried out with a BOE 8062000 vortex (Boeco, Germany) and an H-D ultrasounds bath
(JP Selecta, Spain).

A superabsorbent material, Flexicel, was cut into 4 mm diameter disks with a perforator

(KNIPEX, Germany) to act as passive pump in the uPADs.

A portable light box with 24 x 22 x 23 cm dimensions and 20 white LEDs from PULUZ
(China) was used to fixillumination conditions. Videos were recorded with a Sony DSC-
HX300 digital camera (Japan) with 50x optical zoom and CMOS sensor Exmor R® placed

at a fixed position thanks to a camera tripod.

Finally, easy interface free software Avidemux was used for videos analysis.

2.2 Synthesis of the NIPAM repository

A NIPAM layer of 8 x 8 cm was synthesized via free-radical polymerization in agqueous
solution in presence of BIS as a cross-linking agent following the procedure described by
Samara et al [75]. 640 mg of N-isopropylacrylamide, 16 mg of N,N’-
methylenebis(acrylamide) and 80 mg of Dextran were weighted and dissolved in 4 mL
of Milli-Q water. Later, 48 uL of TEMED and 200 plL of an APS solution 65 mM were
added. The mixture was vigorously stirred (2000 rpm) and poured into a Bio-Rad mold
with 0.75 mm spacers. The polymerization was carried out for 60 min at room

temperature. The layer was then kept in a vessel with water.
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2.3 Synthesis of the LiCl NIPAM repository

Evaporation phenomena in NIPAM repositories are inevitable at high temperatures or
even at room temperature due to the relatively large volumes of water contained in the
hydrogels. This fact limits the applicability of the hydrogels since they cannot be kept
filled with aqueous solutions for more than a few hours. Interestingly, a salt with high
solvating power such as LiCl can be incorporated into the hydrogel to reduce the

evaporation rate.

For the synthesis of the non-drying NIPAM repository, 320 mg of the AAm monomer and
8 mg of the copolymer, BIS, were weighed into a vial. The vial is kept in an ice bath while
24 ulL of TEMED and 100 pL of APS are added. The mixture is shaken vigorously and
poured into Bio-Rad glasses with 0.75 mm spacers to polymerize at room temperature
for the next 24 h. The hydrogel thus obtained is immersed in the water for 24 h. The
mixture is then added to the vial. The hydrogel thus obtained is immersed for 24 h in a

30 wt.% aqueous LiCl solution.

2.4 Preparation of the NIPAM ionogels

The ionogels synthesized to act as barriers or delayers consist of two monomeric units:
NIPAM) and N,N’-methylenebisacrylamide (BIS) and DMPA as photoiniciator following
the procedure developed by Benito-Lépez et al. [430]. A pre-polymerization mixture
solution was prepared dissolving the BIS (14.5 mg), NIPAM (456 mg) and DMPA (16.3
mg) in 1 mL of EMIES or alternatively, in the same volume of PDCA, and stirred for 30

min at 80°C at dark. These mixtures were kept in the refrigerator until use.

To include the NIPAM ionogels in the uPAD it was necessary to place known volumes of
the mixture in the areas in which the deceleration of the flow is required and,
immediately after, apply a UV radiation of 365 nm for 10 minutes at 7cm distance.
During this process, the colourless liquids turn into a yellow solid showing the

polymerization of the ionogel has been achieved.
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Figure 5.2 Photopolymerization of ionogels with UV light.

Once the polymerization has finished, the pPADs with the gels are washed, first with
Milli-Q water and then with ethanol, to remove any unpolymerized reactants and the

excess of ionic liquid.

All uPADs with ionogel were used at room temperature conditions, avoiding possible
thermal response of the ionogel and limiting its function to act as a flow barrier or

delayer instead of using them as valves, which has already been reported [249,430,431].

2.5 Fabrication of the uPADs

All the uPADs tested were laser cut using a laser printer. The papers were washed twice
with a 1:1 water:ethanol mixture and vortexed for 5 minutes each time to remove the
ash generated by the cut. Once dry, the NIPAM ionogel barriers that are necessary in
each case are immobilized. For this, the desired volume of the ionogel mixture is
deposited with the pipette and then radiation of 365 nm wavelength is applied with a
UV lamp for 10 minutes. This causes the DMPA to initiate polymer polymerization,

changing from a viscous fluid to a yellowish gel.
Once polymerized, the gel is stable for long periods of time and can be stored until use.

For the incorporation of the NIPAM repository, it is synthesized as explained in section
2.2 and once polymerized, it is cut into pieces and stored in the solution of interest until

its use. Prior toits introduction into the solution, the pieces of NIPAM must be collapsed,
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since although NIPAM can enter equilibrium with the solution in which it is found,

exchanging some ions, collapsing it avoids possible dilutions of the solutions of interest.

If necessary, the Flexicel is placed in contact with the uPAD to act as a passive pump

removing the sample flow.

2.6 Nanoflowers synthesis

The procedure for the nanoflower synthesis was as follows:

1. 12 Whatman 1 paper circles of 4 mm diameter were washed with 0.1 M sodium
carbonate solution and let dry at room temperature.

2. Those papers were placed in a vial and 115 uL of DVS were added. The vial was
stirred for 2 hours.

3. DVS was retired with the help of a Pasteur pipette and the papers were washed
two times with 1.15 mL of water stirring for 5 minutes each.

4. The desired units of enzyme were added in 0.38 mL of 0.01 M NaCl and KCI
solution and the mixture is placed in the vial with the papers.

5. 40 plL of 120 mM CuSO4 aqueous solution was added and the mixture was
incubated for two days.

6. Papers are washed to retire the excess of CuSOsand the papers are stored in the

fridge until use.

2.7 Measurement protocol and data analysis
For this study two types of measurements were conducted. The first ones are related to
differences in fluid absorption and the second ones are based on recordings of distances

travelled by the fluid fronts and kinetics of the flow.

Fluid absorption was measured by weight differences between dry and wet conditions
or even other intermediate states. Collapse of the NIPAM was achieved by heating above
439C with the heater resistance described in Section 2.1 of this Chapter. To reach that
temperature it is necessary to connect the heater resistance to a power supply and apply
the appropriate voltage according to the indications of the resistance calibration

function (R? = 0.986) shown in Eq. 1 and Fig. 5.3.
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T=11.6x+2 (Equation 5.1)

The resistance was usually covered with adhesive tape to prevent its wetting from the
leaking of the hydrogels. However, the adhesive did not lower the heat transmitted by
the resistance, which reached adjustable and stable temperatures. Common NIPAM
hydrogel empties quickly once the LCST temperature is reached and in less than a minute
it can be observed how the hydrogel turns form colourless to white and shrinks. Usually,
to be certain that the NIPAM has been completely emptied the fluid leaked is dried with
a piece of absorbent paper until it stops draining. The dry pieces of hydrogel are easily
manipulated to be weighted in an analytical balance. Then, these are immersed again in
the desired solution for the NIPAM to be swell again. Until use, the NIPAM keeps
preserved that way in a vessel of the solution covered with a plastic film to prevent
contamination of the liquid. To weight the hydrated state, it is required for the hydrogel
to have been dipped in the solution for at least 100 minutes to reach a stable state of

swelling.
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Figure 5.3 Calibration of the heater.

On the other hand, measurements related to the flow rate and its kinetics were
conducted under constant illumination conditions by placing the uPAD in a light box and
placing camera used to record videos and take pictures in a fixed position by attaching it

to a tripod. The camera is a DSC-HX300 from Sony and allows fully control of settings
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such as resolution (3648 x 2736 pixels), exposure time 1/40 s, aperture value f/3.5, 1ISO-
80 and white balance 2800 K. The free software Avidemux was used to analyse the

videos recording distances covered by the flow front versus time.

3. Results

3.1 Swelling/Deswelling behaviour of the NIPAM repository
To obtain information for possible future applications of the NIPAM repository in

microfluidic sensors, several swelling/deswelling experiments were carried out.

NIPAM sheets of three different thicknesses (0.75, 1.0 and 1.5 mm) were cut into
rectangles of sizes 4, 6, 9, 16, 25, 30, 36, 49, 64, 81 and 100 mm?, three replicates for
each size and thickness; and their water absorption was measured by weight difference
between the hydrated and collapsed form. To collapse the NIPAM, it was heated above
45°C on a hot plate drying the water that was released until it was observed that no

more fluid was released.
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Figure 5.4 Average weight of water absorbed per NIPAM hydrogel surface (mm?)
of 1.5 mm (gray), 1 mm (orange) and 0.75 mm (blue) thicknesses.
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Table 5.1 Analytical parameters for the swelling/deswelling of the NIPAM hydrogel.

Thickness Equation R?
(mm)
0.75 y = 0.7476x + 1.6260 0.9964
1.00 y = 1.0415x — 0.4006 0.9950
1.50 y = 1.6184x + 6.7446 0.9953

As is well known, when NIPAM exceeds its LCST, it undergoes a phase transition from
hydrophilic to hydrophobic. Thus, the water that previously interacted with its internal
structure, filling it, becomes repelled and is expelled, observing how the NIPAM reduces

its volume and changes from colourless to white.

Logically, for the same area, the thicker NIPAM can store higher volumes, the difference
being proportional to the increase in thickness. However, as the thickness increases, a
variation in the physical properties of the NIPAM was also found, becoming softer and
more difficult to handle with respect to the 0.75 mm thickness. In addition, a greater
thickness requires a higher heating power of the heating system per unit area, while a
lower NIPAM thickness implies an increase in the repository area required to release the
same volume as with higher thicknesses. This means that choosing a smaller NIPAM
thickness requires a larger heater area if collapse is to occur in a timely manner rather

than gradually.

Once the area and thickness of NIPAM required to release a given volume of water in
the sensor were known, it was also considered interesting to demonstrate whether the
absorption capacity of the NIPAM can be altered by carrying out several filling and
emptying cycles. For this purpose, 1 x 1 cm squares of the NIPAM of 1 mm thickness
were cut and subjected to several swelling/deswelling cycles with water. The absorption

was measured as the difference in weight between the collapsed and filled state.

It was found that NIPAM always returns to the same dry weight, as it can be seen in Fig.
5.5, showing that it does not degrade in the heating processes and the absorption level
remains around the initial value and can oscillate depending on the time left absorbing

and the oscillations of the ambient temperature.
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Figure 5.5 Average weight of 1 cm? NIPAM hydrogel in each of
the 10 cycles of swelling (blue) with water and deswelling (orange).

The weight of water absorbed oscillates around 120 mg, which is consistent with what

we observed in the calibration of the previous section.

Finally, it is well known that NIPAM hydrogels can collapse quickly, in less than a minute,
releasing their whole water content. However, it is also interesting to address the kinetics
of swelling at least in the case of the most common solvent, water, so it is known how
much time it is required for a piece of hydrogel to reach a point of equilibrium where no

more solvent can be loaded.

To study this, three pieces of NIPAM hydrogel of 1 cm? and 1 mm thickness were swelled
with Milli-Q water during increasing times (13, 30, 60, 90, 120 and 150 minutes) and
weighted. The results have been expressed per unit by dividing by the weight of the dried
NIPAM pieces to eliminate the variability associated with the cutting process of the
pieces and are shown in Fig. 5.6. At first the absorption increases linearly with time but
after 90 minutes exchange of water molecules with the medium stabilizes, higher
absorptions are not achieved by allowing the hydrogel to be immerser for longer periods

than 90 minutes.
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Figure 5.6 Swelling kinetics of the NIPAM hydrogel.

3.2 Behaviour in different solvents

Sometimes the use of organic solvents or mixtures of these with water is required in
microfluidic devices. So, another interesting aspect to consider is the possibility of
retaining and releasing organic solvents or aqueous mixtures of this in NIPAM. To this
end, 1 x 1 cm? squares of 1 mm thick hydrogel were immersed in ethanol and methanol.
The weight of solvent absorbed was obtained by normalizing the weight of swollen
NIPAM by that of the empty NIPAM. The normalized weight was found to be 1.5 mg less
than that of water and very similar for ethanol and methanol, so NIPAM hydrogel can
function as a repository for short tail alcohols, but corrections have to be done regarding

the calibration of swelling per squared millimetre to address the lower absorption rates.
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Figure 5.7 Differences in weight of solvent absorbed in 1 cm? NIPAM hydrogel.

3.3 Thermal behaviour below the LCST

It is commonly known that NIPAM undergoes a drastic change in its adsorptive
properties when heated above its LCST, rapidly releasing all the volume it has previously
absorbed. However, this variation might not be as drastic as thought since when
performing the NIPAM swelling/deswelling cycling experiment, variations were
observed that seemed to depend on ambient temperature and filling time, so it is

interesting to check whether this dependence on temperature is relevant or not.

For this purpose, three pieces of NIPAM of size 1 x 1 cm and thickness 1 mm were placed
in a vial with 25 mL of water in the refrigerator at 52C and three other pieces of the same
size in another vial with 25 mL of water at 209C. After the same filling time for both, the
amount of water absorbed was calculated by difference in weight between the swollen

NIPAM and the collapsed NIPAM so as not to affect the variability of the cut in weight.

It was found that the amount of water absorbed was significantly higher for the NIPAM
pieces that were at lower temperature (see Fig. 5.8). This confirms that although there
is @ marked phase transition at a given temperature, the lower degree of rearrangement

is initiated at lower temperatures.
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Figure 5.8 Water absorption of NIPAM hydrogel depending on temperature.

3.4 pH influence in adsorption

Another factor usually affecting smart polymers’ degree of filling is the pH of the
solution. The effect is noticeable or not depending on the functional groups of the side
chains of the polymer. Some stimuli-responsive polymers may even collapse when they
undergo pH variations. NIPAM has the advantage of not releasing all its content when
this happens, however, it is not totally independent of pH, which makes it necessary to

characterize the differences in absorption versus pH.
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Figure 5.9 Normalized phosphate buffer absorption depending on the pH.
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For this purpose, a set of phosphate buffers 0.1 M solutions with pHs ranging from 4.0

to 12.0 were absorbed in hydrogel and weighted before and after swelling.

The results shown in Fig. 5.9 are normalized with the dry weight of the NIPAM pieces. It
was found that at higher pH values, NIPAM absorbs less buffer solution. The decrease in
absorptions is initially almost linear but then, above pH 10.0 the absorption goes up
slightly. This agrees with the fact observed in previous studies that the polymer has

difficulties retaining concentrated solutions of strong bases such as NaOH [75].

To further exploration of the possibility of using the repository for acid solutions the
same cycles of swelling and deswelling of Section 3.1 were repeated in this case with 0.1
M solutions of acetic acid. Hydrogel was cut into 1 cm? squares with 1 mm thickness.
Squares were emptied by heating and right after their weight was noted, immersed in

the weak acid solution for 90 minutes and weighted again.
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Figure 5.10 Average weight of 1 cm? NIPAM hydrogel in each of the 10 cycles
of swelling (blue) with acetic acid and deswelling (orange).

Results in Fig. 5.10 show that NIPAM is not affected by the number of
swelling/deswelling cycles operated in moderately acid solutions, so it can be used as a

repository for this type of reagents.
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3.5 Evaporation processes in NIPAM hydrogels

As aforementioned, common NIPAM hydrogel is capable of absorbing large volumes of
aqueous solutions but if not collapsed straight after being removed from the solutions
evaporation process start taking place and actual volumes released may not be well
known. To address whether this is crucial for the NIPAM use, three pieces of 0.5 cm? and
0.75 mm thickness NIPAM, which had been swelled with Milli-Q water, were left dry at
room conditions for two hours weighting them every 15 minutes. Another three pieces
of the same dimensions followed the same procedure but after being swollen with
ethanol to compare the evaporation effects with those of the water swollen common

NIPAM hydrogel.
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Figure 5.11 Three replicates of the weight loss in NIPAM hydrogel due to water evaporation processes.

In the case of water evaporation, hydrogel weight loss is linear indicating that after two
hours, drying is still not complete. This gives enough time to operate most of the already
existing microfluidic sensors, which usually only takes a few minutes to execute. In the
case of ethanol, complete dryness could be achieved in an hour and after that weight

signal stabilizes.

Considering these calibrations, it could be easily calculated the solvent loss just by noting

down the time that the NIPAM has been removed from the solution.
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Figure 5.12 Three replicates of weight loss in NIPAM hydrogel due to ethanol evaporation processes.

In case of needing extended periods of hydration of the hydrogel they could be achieved
by introducing ionic salts such as lithium chloride (LiCl) or calcium chloride (CaCl) in the
polymer structure as it was demonstrated by Hong et al [432]. Highly hydratable salts
improve the water retention capacity of the hydrogel in almost 90% of the initial water

retained at room temperature.

Evaporation processes of the non-drying NIPAM were evaluated by synthesizing the
hydrogel as described in section 2.3 of this chapter and letting it dry removed from

solution at ambient conditions.

After one day, non-drying hydrogel experiment a 1.67% of weight loss and it stabilizes.
Three days later no further weight loss was measured, and appearance of the polymer
corroborates this. To be certain that the polymer still having its smart properties of
swelling and deswelling, collapse of the non-drying NIPAM was induced in a stove at

509C, and weight loss was noted every 5 or 10 minutes for 2.5 hours.

Although the NIPAM repository with ionic salts in its structure has the advantage of
almost no suffering evaporation, collapse in this type of hydrogel becomes very slow so
the uses for this polymer will be more oriented to keep humidity of membranes in a

sensor than to be used as a repository.

319



10180

10170

10160 | T

w4 10150 T
£ 1
& 10140 T
o
2 1
< 10120
= [
3 I
o
= 10120 I I
10110 L T
I 1
1 ? T
10100 1 7 1
]
10090
0 20 40 60 20 100 120 140
Time (min)

Figure 5.13 Non-drying NIPAM weight loss at 50°2C versus time.

3.6 lonogels as flow barriers or delayers

The effectiveness of ionogel as delayer was measured using a standard design by
disposing a strip of paper which splits into two perpendicular arms of the same
dimensions each one as shown in Fig. 5.14. Channel 1 contained ionogel, while channel
2 did not. This uPAD was supported in adhesive tape and dyes solutions were drop casted
onto them recording the advance of the flow front and comparing the times. Two
ionogels were tried, one with EMIES and the other with PDCA as ionic liquid. The

volumes used for the experiment were 0.5, 0.8, 1.0, 1.2 and 1.5 pL.

N S

%,

(e 0@
&

Figure 5.14 uPAD design used to verify the delaying activity of ionogels.
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For ionogel with EMIES ionic liquid, there was no significant flow rate difference for
volumes lower than 1.0 uL and although volumes 1.0 and 1.2 pL always delayed flow
some seconds, results are so irreproducible that they were considered unreliable. On the
other hand, ionogel with PDCA showed more consistent results. In all cases adding this
ionogel delayed flow compared to the ionogel-free channel. The lower (0.5 uL) and the
higher (1.5 uL) volumes of ionogel tried in this case only gave 8 seconds of delay and
were more irreproducible (SD = 5.2). However, volume 1.2 uL systematically stopped the
flow and volume 0.8 uL delayed the flow front 68 seconds (SD = 7.8), proving the utility

of ionogels as barriers or flow delayers for future microfluidic sensors.

To take a further step towards the development of microfluidic sensors employing
ionogels, two other uPAD designs with ionogel barriers with PDCA were prepared. One
of them consists of two parallel strips of paper connected at some points with another
paper strip in zig zag. In this uPAD ionogel barriers were introduced in the junctions of
the paper strips by drop casting 0.3 L of ionogel with PDCA as ionic liquid following the
protocol explained in Section 2.4 of this chapter. Then, 10 pL of lemon-yellow dye
solution was added to one end of the zig zag paper strip and photographs were taken.

The result is shown in Fig. 5.15.

Figure 5.15 First example of the use of NIPAM ionogel barriers (rounded in red) within a uPAD.
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The solution flowed mostly through the zigzag rather than through the other channels,
demonstrating the effectiveness of the ionogel barrier in favouring certain paths over

others.

Another design was tested to force two dye solutions (Brilliant Blue and Lemmon Yellow)
to mix in a particular area of the uPAD and not in the spaces in between. To demonstrate
this, paper was cut as shown in Fig. 5.16 and two ionogel barriers with PDCA as the ionic
liquid were placed on the top and bottom of the paper. The blue dye was added to the
top near the ionogel barrier but to the right, while the yellow dye was added to the left.
A piece of Flexicel was placed on top of the point where the two solutions should meet
to stimulate the flow. As desired, mixing of the two solutions only occurs on the central

pad, above the second ionogel barrier.

Figure 5.16 Second example the use of NIPAM ionogel barriers within a uPAD.

3.7 NIPAM assisted uPAD model.

Once the NIPAM ionogels capability to slow down the flow and NIPAM hydrogel ability
to release reagents were proven, it was considered the possibility of including these
functionalities in a paper microfluidic device model for the analysis of different
compounds, as they can be pesticides, that can block the enzymatic hydrolysis of

acetylcholine by acetylcholinesterase.
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The idea of the device (Fig. 5.17) is to retain a pH indicator covalently immobilized in the
detection zone, which is preceded by a zone in which the enzyme has been retained in
the form of nanoflowers to enhance its activity and prevent it from being washed away
with the sample or substrate flow (acetylcholine, AChCI). The area where the enzyme is
retained is the meeting point of two different pathways, one for the potentially pesticide-

contaminated water sample and one for the enzyme substrate AChCI.

Ideally, the substrate should be included in a NIPAM reservoir and held immobile until
the sample reaches the enzyme and inhibits its function. However, to prevent the sample
from moving through the substrate channel instead of going to the enzyme, NIPAM
ionogel is deposited in the path of the substrate. Once the inhibitor has blocked the
enzyme, the heater below the NIPAM deposition site is activated, releasing the
substrate, which reaches the enzyme, leaving it to act for a period of time. The enzyme
not blocked by the inhibitor will degrade AChCl into choline and acetic acid. Acetic acid
will act on the immobilised acid-base indicator and change its colour. After the reaction
time has elapsed, a photograph is taken of the detection zone and the corresponding

colour coordinate is measured.

Figure 5.17 uPAD design. 1. Inhibitor sampling zone. 2. Substrate
reservoir zone. 3. Enzyme zone. 4. Detection zone. 5. NIPAM ionogels position.

The first step in optimising the device was to select the angle between the two channels
that, together with the NIPAM ionogels, will facilitate the flowing in the desired
direction. To do this, paper devices of the same dimensions with the second channel

were laser cut at angles of 30, 45, 60 and 90 degrees to the first channel and all of them
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were washed to remove ash residues with a 1:1 water:ethanol mixture for 10 minutes.

Afterwards, all uPADs were left to dry under ambient conditions.

A volume of 22 uL of Bright Blue solution, enough to cover the whole uPAD, was added
in the tip of the first channel and the advance of the flow was measured by counting the

time required for the solution to reach the tip of the second channel (Fig. 5.18).

Figure 5.18. Different angles tried for the second channel in the uPAD.

Table 5.2 Average time required for the flow to reach the tip of the second
channel depending on the angle between channels.

Angle Average time SD
(°) (s)
30 13.0 3.6
45 15.3 1.1
60 10.8 0.7
90 13.3 2.5

The results shown in Table 5.2 show that the best angle for the two arms of the device
was 45° as it is the angle in which longer time is required for the solution to reach the

channel 2 tip, and this minimizes the backflow.

The second step in the design of the uPAD was to select the length and width of the
channels. For this, the first channel was fixed at a width of 2 mm and different widths of
the second channel were laser cut and washed with the same procedure as in the

previous sections, and then a volume of 25 pl, which was sufficient to cover the entire
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MPAD in all cases, was added to the end of the first channel and the time taken to reach

the end of the second channel was measured (Fig. 5.19).

Figure 5.19 Different channel 2 widths tried in the uPAD.

Table 5.3 Average time required for the flow to reach the tip of the second
channel depending on channel 2 width.

Channel 2 width Average time sD
(mm) (s)

2.0 31.8 4.7

2.5 11.6 5.6

3.0 6.6 1.3

3.5 7.5 0.5

The best result (Table 5.3) was obtained for the 2 mm width, which made it more difficult
for the solution to move in the wrong direction, i.e. it took longer to reach the end of the

channel where it should not flow.

pH indicator selection

Two options were considered for the selection of the pH indicator: AD-VS-1 and
bromocresol blue as they are indicators that show more colour variation around the

expected pH in the study.

Whatman 1 paper circles with a diameter of 4 mm were laser cut, washed and dried as

in the previous sections. Then, 2 pL of a 0.01 M solution of bromocresol blue dye were
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added and left dried before adding 2.5 uL of PBS solutions ranging from pH 4 to 8.3. As
the buffer solutions could not wet correctly the paper, sodium chloride was added to the
buffer solutions to improve the permeation into the paper. Anyway, the solutions

permeation seemed not fast enough.

In the case of the AD-VS-1 indicator, the synthesis was carried out with the same
procedure described in Chapter 3 of this Thesis [433]. After the purification of the final
product of the double step reaction, the retention of the dye was as follows: first the
Whatman paper circles of 4 mm diameter were laser cut and washed with 0.1M sodium
carbonate solution, then they were left dry at room temperature and the dye was added
in volumes of 1.6 pL. The circles with the indicator were kept at dark during 24 hours for
the dye to complete the oxa-Michael addition reaction with the cellulose and complete
the click immobilization. Next day, the indicator residues not bound to the paper are
removed by washing with a water: ethanol 1:1 mixture for 10 minutes in an ultrasonic
bath. The colour changes with the pH variation due to the addition of PBS was recorded
by photographs and the colour change was observed to be enough fast without need to
add NaCl. Also, the covalent link between the indicator and the paper made this option

the best as the colour does not lose intensity with the use.
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Figure 5.20 Hue change of 7 mg/mL (Blue) and 3.5 mg/mL (Orange) of AD-VS-1 due to pH variation.
Once the AD-VS-1 was selected as the indicator, its concentration for the uPAD had to be

chosen. Concentrations 3.5, 5, 7, 10, 15 and 20 mg/mL were tested first with PBS with
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pHs 4,5, 6,6.5, 7 and 7.5 (Fig. 5.20) and then with different concentrations of acetic acid
(0.025, 0.05, 0.1 y 1 M). The images were analysed with ImagelJ to extract R, G, B, H, S
and grey coordinates (Fig. 5.21).

The comparison showed that the best coordinate to use was the hue from the HSV space
colour and the curve was observed for 3.5 and 7 mg/mL while it did not work for higher
concentrations of indicator as the papers were no capable of retaining enough dye and

the results were very irreproducible.

However, at low concentrations of acetic acid the number of molecules of indicator were
too much in comparison to those of protons for the dye to change colour, so a first
attempt to use more diluted indicator concentrations were tried (0.07, 0.014 and 0.0014

mg/mL).
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Figure 5.21 Hue variations of 0.014 mg/mL AD-VS-1 indicator
with different concentrations of acetic acid.

The best results between those concentrations tried were achieved for the
concentration of 0.014 mg/mL, which gave the highest signal variation (0.12), so it was

selected for the first attempt to build a uPAD system.
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Enzyme optimization

A first approach was attempted by trying to immobilise the enzyme on the YPAD as
nanoflowers. For this, different enzyme concentrations were tested following the
procedure described in Section 2.6 of this chapter. Enzyme concentrations of 2, 5, 10,
25, 50, 100 and 200 U/mL and substrate concentrations between 0.001 and 0.1 M were
used to record shade variations over one hour. The results showed no significant signal
variation in most cases and were completely irreproducible in the few cases where a

trend was detected.

After several unsuccessful attempts, the initial idea was discarded in search of easier and
more robust procedures. For this purpose, the enzyme was deposited directly on the
paper before the detection zone. The signals shown in this case were better than with

nanoflowers (Fig. 5.22).
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Figure 5.22 Hue variation with time for an enzyme concentration
of 5 U/ml and a substrate concentration of 0.01 M.
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NIPAM ionogels volume optimization

To achieve the flow control two forms of NIPAM were used in the device. First one was
NIPAM ionogels in the channels of the uPAD to slow down and direct the flow in the

direction of the enzyme and detection zone ensuring the minimum possible backflow.

The optimum volume of ionogel for the first channel was selected by polymerising
different volumes of ionogel in it and comparing the measured the time required for the
same volume of a Brilliant Blue solution to flow from the second channel to the detection
zone.. The optimal ionogel volume for the second channel was selected by following the
same procedure but releasing the solution from the first channel. The optimal ionogel
volumes were found to be 2.2 pl for the first channel and 1.5 pul for the second channel.
With these volumes, a delay time was obtained without completely clogging the

channels.
NIPAM repository

The second form of NIPAM introduced in the sensor was a hydrogel for substrate
repositories. It was synthesized as described in Section 2.2 of this chapter. After that the
hydrated hydrogel was cut into rectangular pieces of 20 mm? and heated until complete
draining. After that, 0.04 M solution of substrate was prepared by weighting and
dissolving acetylcholine and four pieces of NIPAM were immersed in the solution each

of them for 1.5 hours.

The whole system was assembled to address the functioning of the sensor and the
NIPAM repositories were collapsed with a heater connected to a power supply of 4.5V
and the colour variation in the detection area was tracked until the detection zone
started to dry by recording the whole system. Photos of the sensor every 30 seconds

were obtained with Avidemux software and were analysed with Image) software.

The results showed an increase in signal due to the acetic acid generated by the enzyme

when the substrate reached to the sensing area.
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Figure 5.23 Hue variation for a NIPAM repository of 0.04M AChCI.

4, Conclusions

The suitability of different NIPAM polymers for the development of microfluidic systems
has been demonstrated by the synthesis e inclusion of ionogel barriers and hydrogel

repositories in different designs of uPADs.

Characterization of NIPAM hydrogels was carried out with meticulous attention to detail
including filling and casting studies in aqueous media for different hydrogel thicknesses
and sizes, filling kinetics, drying under ambient conditions, compliance with a minimum
number of use cycles of 10, variations of absorption capacity with pH, compliance with
the same number of cycles in an acid medium, possibility of use with organic solvents
with intermediate polarity and high volatility (such as ethanol and methanol), absorption
differences due to changes in ambient temperature, filling kinetics and comparison with

a hydrogel that includes ionic salts in its structure to prevent evaporation.

All this was done by means of weighing difference measurements while for the
characterization of the two types of ionogels that were presented as candidates to act
as flow barriers or delayers, flow front breakthrough times were compared for identical
channels except for the presence of the photopolymerized ionogel. Results show that at

least one of the two ionogels, the one with PDCA as ionic liquid, is capable of significantly
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slowing down the flow and even stopping it being very useful to prevent mixture of the

reagents before desired or to control where the mixing takes place.

Subsequent study of this analytical device on paper will allow it to be fine-tuned after all

the influencing variables have been studied.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

En la presente Tesis Doctoral se han desarrollado dos dispositivos analiticos

colorimétricos sobre soportes flexibles y sostenibles medioambientalmente como la tela

(LCAD) y el papel (LPAD) para el andlisis de muestras sanitarias, medioambientales y

alimentarias. Ademas, se ha estudiado la posibilidad de incluir polimeros inteligentes

que responden a estimulos en los dispositivos microfluidicos para lograr una mayor

automatizacion del proceso de andlisis. De ello se derivan las siguientes conclusiones:
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Se ha logrado la retencidn covalente el indicador AD-VS-1 a la celulosa presente
tanto en la tela como en el papel, se han caracterizado los cambios de color de
este frente al pH midiendo las variaciones en la coordenada H del espacio de
color HSV, y se ha optimizado el proceso de preparacion de la tela y el papel tanto
previo a la adicién del indicador, como posterior a la misma, para retirar el

indicador no retenido.

Se ha desarrollado y optimizado un UCAD para el analisis del pH del sudor
humano teniendo en cuenta pardmetros como la concentracién de indicador, el
disefio de la serigrafia para adaptar el funcionamiento al volumen habitual de
sudoracién en el area de la muieca y la inclusién de elementos de control de
flujo, como las bombas pasivas, para lograr su funcionamiento a tiempo real.
Ademas, se han estudiado aspectos como la reversibilidad y la estabilidad del
HUCAD desarrollado. Se han comparado los resultados obtenidos con el uCAD al
medir el pH de muestras acuosas incoloras como aguas, liquido de lentillas y
disoluciones tampdn, con los que se obtienen cuando se emplea un pH-metro

comercial.

Se ha incluido el uCAD en una pulsera que incorpora elementos electrénicos
optimizados para lograr que el dispositivo funcione durante largos periodos de
actividad fisica, enviando la informacién obtenida del pH del sudor mediante
Bluetooth a una aplicacién movil creada especificamente para este dispositivo.
Se ha asegurado la portabilidad de la pulsera en términos de peso, dimensiones

y autonomia de la bateria. Finalmente, se ha validado la pulsera y utilizado para
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monitorizar el pH de la sudoracion de deportistas, obteniéndose datos muy

favorables.

Se han desarrollado cinco tintas sensoras colorimétricas capaces de mostrar
cambios sensibles y reproducibles en al menos una coordenada de color de los
espacios HSV o RGB cuando varia la temperatura o las concentraciones de los
gases NHs, H,S, H,0 y CO,. Se han optimizado su composicién y su aplicacidon en
las esquinas de un cddigo QR como parte de un dispositivo microfluidico de
papel, para la medida de las condiciones del entorno en ambientes laborales y
para el envasado inteligente de alimentos. Se han optimizado las medidas con
una cdmara de fotos bajo condiciones de iluminacidn controladas inicialmente,
para mas adelante incluir en una aplicacién creada especificamente para este
dispositivo sensor, correcciones de iluminacién que permitan que el dispositivo
funcione de manera robusta cuando se aplica a situaciones reales. Se han
estudiado las interferencias entre los diferentes gases incluidos en el cédigo y

como estas pueden afectar al funcionamiento del sensor.

Se ha comparado el funcionamiento del dispositivo desarrollado, con el
funcionamiento de otros dispositivos sensores que incluyen cédigos QR creados
hasta la actualidad en términos de metodologia de fabricacién, material
empleado en el soporte, capacidad de almacenar informacién, capacidad de
corregir las variaciones de iluminacion y creacion de una aplicacién propia para

el dispositivo.

Se han sintetizado diferentes polimeros inteligentes capaces de experimentar
cambios de fase debidos a variaciones de temperatura basados en el monémero
NIPAM, y se ha caracterizado el funcionamiento de aquellos que se han
considerado mas adecuados para su uso en dispositivos microfluidicos en cuanto
a capacidad de almacenamiento de reactivos en disolucidn acuosa y cinéticas de
liberacidon/absorcion de estos en base a la temperatura y el pH. Se ha comparado
la velocidad de avance de una disolucion en tiras de papel con y sin polimeros de
NIPAM para establecer los mas adecuados para lograr el control de flujo de

disoluciones en dispositivos analiticos microfluidicos.



Capitulo 5

Se han realizado las primeras pruebas de disefio de un posible dispositivo para
analisis de pesticidas organofosforados en muestras acuosas mediante la
inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa, empleando polimeros de NIPAM

como repositorios de reactivos y ralentizadores de flujo.
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