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Capitulo 4

Microsistemas para la monitorizacion de
indicadores de calidad en procesos de reciclado de
agua en misiones espaciales tripuladas

Con los constantes avances en materia de aeronautica espacial, la intencién de las
diferentes agencias espaciales a medio y largo plazo es la de llevar a cabo viajes
espaciales tripulados de larga duracion.'-3 Para ello, se requiere de sistemas de
soporte vital (SSV) que satisfagan todas las necesidades basicas para la vida en un
entorno hostil, como es el extraterrestre. Estos sistemas deben proporcionar un
ambiente habitable con una atmoésfera y temperaturas controladas, proteccién
contra agentes externos (radiacién o meteoritos) y todos los consumibles necesarios
para la supervivencia de la tripulacién (oxigeno, agua potable, comida y agua de
higiene), ademas de reciclar o eliminar los desechos generados (COgz, restos del
agua de higiene, orina y heces).* Hasta la fecha, en las misiones espaciales de corto
alcance, como viajes a la estacién espacial internacional (ISS), los SSV estan
basados en un concepto de ciclo abierto de aprovisionamiento directo. Mediante
lanzaderas, se hacen llegar los consumibles producidos en la Tierra como oxigeno,
parte del agua (hay una proporcion que se recicla a bordo) y comida,
almacenandose en oérbita. Sin embargo, este formato es inviable en misiones
espaciales tripuladas de larga duraciéon, como las que pasan por establecer
asentamientos en la Luna o en Marte (Figura 4.1), donde, debido a restricciones

econdémicas, de energia y de espacio, es imposible proveer de todos los suministros
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Figura 4.1. Recreacién de un asentamiento lunar (izquierda) y en Marte (derecha). (Imagenes
cedidas por la ESA y la NASA, respectivamente)
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desde la Tierra, sobre todo de agua. Esta supone casi el 92 % en peso del total,
costando alrededor de 15000 délares hacer llegar tan solo medio litro.5

En este punto y para superar esta problematica, se barajan distintas opciones. Por
un lado, existe una via de investigacion que trata de encontrar rastros de agua en
lugares como la Luna o Marte, con la intencién de que, en ultima instancia, pueda
ser usada por futuros exploradores espaciales.6 Al mismo tiempo, existen una serie
de esfuerzos encaminados a aplicar un concepto de ciclo cerrado autosuficiente en
los SSV donde, a partir de los desechos, se puedan regenerar los consumibles
necesarios. En este sentido se esta llevando a cabo un proyecto coordinado por la
Agencia Espacial Europea (ESA) llamado Micro-Ecological Life Support System
Alternative MELiSSA) que pretende obtener alimento, oxigeno y agua, a partir de
los desechos organicos, mediante bacterias, algas y plantas.” Paralelamente, la
misma ESA, en colaboracién con la Agencia Espacial Norteamericana (NASA) y la
Agencia Federal Espacial Rusa (ROSCOSMOS), estan aunando esfuerzos para
desarrollar sistemas de reciclado de agua in situ, cuyos prototipos estan siendo ya
testados tanto en la ISS como en la base de pruebas Concordia, situada en la
Antartida, donde las condiciones ambientales son similares a las que se pueden
encontrar en el espacio.?? El sistema de reciclado de agua desarrollado por la ESA
permite la obtencién de agua de higiene e, incluso, agua potable, a partir del
condensado en cabina, de la orina y de las aguas grises (desechos del agua usada
para la higiene de los tripulantes) mediante diferentes procesos de filtracién,

osmosis inversa, desinfeccion y remineralizaciéon (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Esquema del proceso de reciclado de agua. U.T.O: Unidad de tratamiento de orina; F:
procesos de filtracion (ultrafiltracién y nanofiltracion); OI 1: primera osmosis inversa; Ol 2: segunda
osmosis inversa; pSA: microsistemas analiticos. Los potenciales puntos de muestreo estan indicados

con triangulos de color rojo.

Para verificar que el agua reciclada cumple con las especificaciones de la ESA

(Tabla 4.1), tanto para agua de higiene como para agua de consumo, y que no se
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acumulan ciertos contaminantes quimicos con los ciclos de potabilizacién, se
requieren una serie de analizadores que permitan monitorizar on-line diferentes
parametros indicadores de calidad y que, a su vez, cumplan las especificaciones
adicionales requeridas para su uso en misiones espaciales. Estas son reunir unas
caracteristicas analiticas predeterminadas, una alta miniaturizacién, bajo peso,
bajo consumo de muestra y reactivos, un nivel de automatizacién y autonomia
elevado (para evitar la intervencion de la tripulacién) y un adecuado

funcionamiento en condiciones de microgravedad.

Tabla 4.1. Limites permitidos de algunos pardmetros en el agua reciclada segin la normativa de la
ESAS.

Parametro Unidades Agua potable Agua Higiénica
pH - 6.5-8.5 5-8.5
Conductividad mS/em'? 0.75 3
Turbidez NTU 2.5 10
COoT mg L1 0.5 10

F- mg L1 1 10

Cl mg L1 200 1000
NOs mg L1 25 50
POz mg L1 5 50
SO mg L1 250 TBD
Na+ mg L! 150 750
K+ mg L1 12 120
NH4* mg L! 0.5 0.5

En este capitulo se presentara el trabajo realizado en el marco de dos proyectos
financiados por la ESA (“Preliminary definition of on-line chemical water quality
analysis equipment” y “On-line ammonium analysis for water recycling systems),
donde se propone el disenio conceptual, la fabricacién y la validacién experimental
de diferentes microanalizadores. El objetivo principal es el de verificar la
posibilidad de obtener, en un futuro préximo, un Unico analizador capaz de medir
todos los parametros necesarios en el agua reciclada, en misiones espaciales

tripuladas de larga duracién, cumpliendo con los requisitos establecidos.

4.1. Microsistema potenciométrico biparamétrico para la

monitorizacion de iones potasio y nitrato

Dos de los parametros considerados por la ESA como indicadores clave del correcto
funcionamiento del sistema de reciclado de agua son los iones nitrato y potasio. El
nitrato es producto del proceso de nitrificacién que convierte el i6n amonio,
procedente de la orina, en i6n nitrato mediante procesos oxidativos realizados por
bacterias.'® Posteriormente es eliminado a través de diversas etapas de separacién

como ultrafiltracién y osmosis inversa. Por su parte, el i6n potasio es un buen
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indicador del correcto funcionamiento del proceso de remineralizacién vy
purificacién del agua para obtener agua de consumo.

Existen numerosos trabajos reportados en la literatura referentes a la
determinacién por separado de iones nitrato y potasio usando ESIs y la técnica FIA
en diferentes matrices como alimentos,'™'2 agua potable,’® agua residual,!*
fertilizantes!'415 y farmacos.1416 Existen, también, trabajos que describen la
deteccién simultanea de ambos iones, uno en muestras de dentifricol” y otro en
muestras de extractos de nutrientes en suelos,!® usando técnicas potenciométricas y
FIA. Sin embargo, estos equipos no cumplen con los requisitos prefijados para ser
aplicados en misiones espaciales, como ser de tamafio reducido, de bajo peso, tener
alta robustez y confiabilidad de la instrumentacién, y tener la posibilidad de

monitorizar on-line y de forma auténoma, sin participacién de la tripulacién.

El Grupo de Sensores y Biosensores (GSB) de la Universidad Auténoma de
Barcelona tiene una vasta experiencia en el desarrollo de analizadores
potenciométricos miniaturizados aplicados a la monitorizacion de diversos
parametros de calidad en distintos tipos de aguas usando la tecnologia LTCC.19:20
Partiendo de esta experiencia, el objetivo del trabajo que se presenta en esta
seccidn es el desarrollo de un prototipo de microanalizador potenciométrico robusto,
basado en la tecnologia LTCC, para monitorizar simultdneamente la presencia de
lones potasio y nitrato usando la técnica FIA. El dispositivo miniaturizado
integrara monoliticamente la microfluidica y el sistema de deteccién, siendo de
tamano inferior a una tarjeta de crédito. El sistema de deteccion estara basado en
dos ESIs de membrana polimérica, uno para medir potasio y otro para nitrato, y un
electrodo de referencia de Ag/AgCl serigrafiado. El funcionamiento del prototipo
desarrollado sera validado mediante el analisis de muestras reales procedentes de

la planta de tratamiento de agua Concordia ubicada en la Antartida.

4.1.1. Materiales y reactivos

Para la fabricacién del microanalizador se han usado como sustrato estructural
capas ceramicas de 254 um de grosor en estado verde (Dupont™ Green Tape™ 951)
de la casa comercial Dupont (Alemania).

Se han evaluado tres materiales diferentes como transductores y pistas
conductoras en la fabricacion del sistema de deteccion. Estos consistian en dos
pastas serigrafiables de plata, compatibles con el proceso de sinterizacién de las
ceramicas usadas, una especial para soldadura (tipo I) (Dupont 6146) y otra
especial para pistas internas (tipo II) (Dupont 6145) y una resina polimérica de
epoxi-grafito. Esta dltima estaba constituida por una mezcla de grafito en polvo de
50 um de tamano de particula (Merck, Alemania), epoxi Araldite-M y endurecedor
HR (ambos de Ciba Geigy, Espana).

74



Capitulo 4

Para la preparacién de las membranas sensoras de 16n nitrato se utilizé nitrato de
tetraoctilamonio (T12) o nitrato de tridocecilmetilamonio (T8) como elemento de
reconocimiento, fosfato de tris(2-etilhexilo) (TEHP) como plastificante, cloruro de
polivinilo (PVC) como matriz polimérica y tetrahidrofurano (THF) como disolvente
volatil. Para la preparacién de la membrana sensora de potasio se utilizéd
valinomicina como elemento de reconocimiento, sebacato de bis(2-etilhexilo) (DOS)
como plastificante, tetrakis(4-colorofenil) borato de potasio (KtpCIPB) como aditivo,
cloruro de polivinilo (PVC) como matriz polimérica y tetrahidrofurano (THF) como
disolvente volatil. Todos los componentes para preparar las membranas sensoras
fueron adquiridos en Fluka (Barcelona, Espania).

Todos los reactivos usados para la optimizacion y la caracterizacion del
microsistema fueron de calidad analitica o superior. El Tris-(hidroximetil)
aminometano (Tris) y el sulfato de amonio ((NH4)2S0O4) fueron adquiridos en J.T.
Baker (Holanda). El sulfato de sodio (Na2SO4) y el nitrato de calcio (Ca(NOs)z2)
fueron comprados a Panreac (Barcelona, Espania). El nitrato de potasio (KNOs3) fue
proporcionado por Merk (Alemania). El cloruro de sodio (NaCl), el cloruro de
potasio (KCIl), el acido sulftrico al 98 % (H2SO4) y la sal sédica de fluoresceina
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Barcelona, Espaiia). El acetato de sodio (NaAc),
el acetato de magnesio (MgAcz) y el bicarbonato de sodio (NaHCOs) fueron

adquiridos en Fluka (Barcelona, Espana).

La resina conductora epoxi usada como soporte conductor de los electrodos fue
preparada mezclando Araldite-M y endurecedor HR en una proporcién 1:0.4.
Posteriormente, esta se mezclé con grafito en polvo en una relacién 1:1.

La membrana polimérica selectiva de nitrato fue preparada siguiendo una
composicién previamente optimizada!32122 mediante pesada y mezcla de un 6 % del
elemento de reconocimiento (T8 o T12), 65 % de plastificante TEHP, 29 % de PVC y
3 mL de THF. Del mismo modo, la membrana selectiva de potasio, optimizada
previamente,!52! fue preparada pesando y mezclando un 1 % de valinomicina, 65.5
% de plastificante DOS, 0.5 % del aditivo KtpCIPB, 33 % de PVC y 3 mL de THF.
Todas las disoluciones acuosas fueron preparadas usando agua doblemente
destilada o Milli-Q. Las disoluciones estandar de KNOs se prepararon por sucesivas
diluciones de una disolucién madre de 0.1 M obtenida por pesada y disolucién de la
sal. Como disolucién auxiliar para mantener el potencial del electrodo de referencia
constante se us6 KCI 0.1 M. Como disoluciones acondicionadoras para mantener la
fuerza i6nica estable se probaron disoluciones 0.1 M de Na2SO4, NaAc, NaCl y Tris,
y 0.05 M de Na2SO4ajustada a pH 3 con H2SO4. Para el estudio de interferentes se
prepararon disoluciones estandar de KNOs de concentracién creciente, fijando la
del compuesto interferente en 0.01 M para Ca(NOsz)2, MgAce, NaCl y NaHCOs, y en
0.001 M para (NH4)2SOs.
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4.1.2. Montaje experimental

El montaje del sistema de flujo continuo utilizado se puede observar en la figura
4.3. Este consistid en una bomba peristaltica externa de 4 canales Gilson
Minipuls® 3 (Wisconsin, EEUU) equipada con tubos de Tygon® (Ismatec,
Wertheim, Alemania) de 1.14 mm de didmetro interno y una valvula de inyeccién
de 6 vias (Hamilton MVP, Reno, US). Mediante tubos de Teflon de 0.8 mm de
didmetro interno (Scharlab, S.L., Cambridge, Inglaterra) se conecté el
microsistema a los diferentes elementos externos. La adquisicién de la sefial y su
procesado se llevaron a cabo mediante un potenciémetro TMI (Barcelona, Espafa)
que incorporaba un software especifico para el procesamiento de la informacién.
Gracias a la interfaz grafica de este, se pudo ver en tiempo real el registro de las
senales medidas por la pantalla de un PC. La diferencia de potencial se midié entre
los electrodos indicadores y el electrodo de referencia de Ag/AgCl integrados en la

misma plataforma microfluidica del dispositivo.
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Figura 4.3. Diagrama esquematico de la microfluidica, el sistema de deteccién y el montaje
experimental. (a) disolucién auxiliar de KCI 0.1 M; (b) disolucién acondicionadora de NazSO4 0.05 a
pH 3; (¢) H20 como disolucién portadora; (d) muestra; (B) bomba peristaltica; (V) valvula de inyeccién

de seis vias; (D) desecho; (1) conectores eléctricos; (2) electrodo de referencia; (3) electrodos

indicadores.
4.1.3. Diseno y optimizacion del microsistema analitico

El microanalizador fue fabricado mediante la tecnologia LTCC, cuyas
potencialidades y proceso de fabricacién han sido explicados previamente (§1.2.2. y
§3.1.). El disefio tipo CAD del dispositivo (Figura 4.4.A) permitié fabricar dos
microsistemas idénticos a la vez. Estos estaban formados por trece capas de
ceramica (1xa, 1xb,2xc¢,1xd,2xeand 6 xf{)las cuales, una vez superpuestas,
proporcionaron la estructura tridimensional requerida para esta aplicacién. Las
dimensiones exteriores de cada microanalizador fueron de 24.1 x 54.2 x 2.7 mm
después de sinterizar y su peso fue de 6 g. El prototipo final incluia tres entradas
de liquidos (Figura 4.3). Dos de ellas convergen en un punto de confluencia en

forma de T. Por la primera de ellas entra la disolucién portadora (H20), donde es
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inyectada la muestra, y por la otra se introduce una disolucién tampdén de
concentracion elevada (disolucién acondicionadora), con el fin de mantener el pH y
la fuerza i6nica constante de la mezcla resultante. Posteriormente, después de
pasar por la zona del micromezclador, la disolucién homogénea obtenida es llevada
hacia las camaras de deteccion y finalmente hacia la salida de desecho. A través de
la tercera entrada de liquidos, se impulsa continuamente, a 200 pLL min!, una
disoluciéon auxiliar de KC1 0.1 M para mantener constante el potencial del electrodo
de referencia.!® Las dimensiones de los canales fueron de 0.9 mm de ancho y 0.4
mm de alto, el diAmetro de cada una de las cAmaras de deteccion fue de 3 mm y el
volumen muerto total del microsistema fue de 150 pL. una vez realizado el proceso

de sinterizado.

Figura 4.4. A) Disenio del prototipo de microsistema biparamétrico. B) Fotografia del dispositivo final
construido: (a) conectores fluidicos; (b) conectores eléctricos; (c) cAmara de deteccién, sellada con un
vidrio cubreobjetos adherido mediante un film adhesivo, con las membranas poliméricas depositadas
en su interior; C) Diagrama esquematico de la seccién frontal de la camara de deteccion: (1) capas
ceramicas; (2) membrana polimérica; (3) posicién del canal microfluidico; (4) resina de epoxi-grafito
actuando como transductor o soporte conductor; (5) vidrio cubreobjetos adherido con un film adhesivo
para cerrar la camara. D) Diagrama esquematico de la vista superior de la cdmara de deteccidén: (1)
capa ceramica; (2) resina de epoxi-grafito con la membrana polimérica depositada encima de esta; (3)

canal microfluidico.

Los elementos no compatibles con el proceso de fabricacién fueron anadidos con
posterioridad a la sinterizacién. Asi, los conectores fluidicos fueron pegados sobre

los puertos de entrada y salida con pegamento epoxi y los conectores eléctricos
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fueron soldados en sus correspondientes vias (Figura 4.4.B). La resina de epoxi-
grafito fue colocada en la correspondiente cavidad (Figura 4.4.C) y fue curada a 40
°C durante 24 h. Las membranas poliméricas selectivas a nitrato y potasio fueron
depositadas gota a gota en el interior de la correspondiente cavidad (Figura 4.4.C y
D), que estaba definida sobre el soporte conductor de epoxi-grafito, siguiendo un

procedimiento optimizado que se mostrard mas adelante (§4.1.3.3.)
4.1.3.1. Configuracion de las camaras de deteccion

Con la finalidad de optimizar diferentes caracteristicas analiticas del sistema como
la sensibilidad, el limite de deteccion (LLD) y el tiempo de andlisis, se testaron dos
configuraciones de camara de deteccidon: una con un perfil lineal de entrada de
liquido, habitualmente utilizada en los dispositivos fabricados por el grupo de
investigacion (Figura 4.5.A),1920.23 y otra con un perfil circular de entrada de liquido
(Figura 4.5.E). Para verificar cual era el perfil hidrodinamico en cada caso, se llevo
a cabo un estudio usando fluoresceina como trazador. La fluoresceina es un
fluoréforo con un maximo de excitacién, disuelta en agua, a 489 nm y un maximo
de emisién a 515 nm?4 por lo que, mediante la excitacién con luz ultravioleta-visible
y la monitorizacién con una camara, se puede observar el patréon hidrodinamico
seguido por el colorante en el interior de las camaras de deteccién. Para ello se
inyectaron 25 pl. de disolucién diluida de fluoresceina en un canal de agua a modo
de disolucion portadora, a un caudal de 800 pLL min~l. Los resultados de este

estudio se muestran en la figura 4.5.

B
@ .

Figura 4.5. Secuencia de imagenes de la experiencia realizada para comparar la dindmica del fluido

en el interior de las cédmaras, usando como trazador fluoresceina. La fila superior muestra la
configuracion de camara de deteccién con perfil lineal de entrada de liquido (A) e imagenes a
diferentes tiempos desde la inyeccion de la muestra: 0 s (B), 5 s (C) y 20 s (D). La fila inferior muestra
la configuracion con perfil circular (E) e imagenes a diferentes tiempos desde la inyeccién: 0 s (F), 5 s

(G) y 20 s (H). Las flechas verdes indican la direccién del flujo en el interior de la camara.
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Tal y como se puede observar en la secuencia de imagenes, en el tipo de camara con
perfil circular de entrada de liquido (Figura 4.5.G) la muestra cubria una superficie
mayor y mas homogénea del ESI que con el perfil lineal (Figura 4.5.C). Este hecho
podria mejorar tanto las alturas de pico como la repetitividad de las medidas. Otra
ventaja del perfil circular fue que la camara de deteccion se limpiaba mas
rapidamente (Figura 4.5.H) que en la de perfil lineal (Figura 4.5.D), permitiendo el
retorno a linea base de la sefial con mayor rapidez. Este hecho comporta
claramente una reduccién del tiempo de andlisis y por tanto un menor consumo de
reactivos. Este mismo estudio permitié también observar que en el caso de la
camara de deteccion con perfil de flujo circular, la eliminaciéon de las burbujas que
se pudieran introducir en su interior era mucho mas facil que en el caso de la
camara con perfil lineal. Esto permitiria obtener una linea base con menos ruido,
dotando de mayor robustez al nuevo sistema. En base a estos resultados, se escogio
la configuracién de camara de deteccién con perfil circular de entrada de liquidos,

prosiguiendo, a continuacion, con la optimizacién del microsistema.

4.1.3.2. Integracion de los electrodos indicadores y de referencia

Una de las partes fundamentales de un microanalizador potenciométrico es el
soporte conductor o transductor sobre el que se depositara la membrana polimérica
selectiva del analito a determinar. Su correcta eleccion es de enorme importancia
para obtener unas caracteristicas analiticas adecuadas de los ESIs. Con esta
premisa en mente, se evaluaron distintos materiales conductores. Para la
fabricacién del electrodo de referencia se us6 una pasta de plata cosinterizable (tipo
I - DuPont 6146), como ya se habia usado previamente en otros trabajos reportados
por el GSB.22 En el caso de los ESIs se evaluaron dos pastas ceramicas
cosinterizables de plata (tipo I y II - DuPont 6146 y 6145) y una resina de epoxi-
grafito, ampliamente usada por el GSB como soporte conductor en dispositivos
potenciométricos no miniaturizados.!32526 Puesto que la resina no es compatible
con el proceso de sinterizacién, se tuvieron que realizar diferentes disefios del
dispositivo para poder integrar cada uno de los tipos de material conductor. Asi,
para dispositivos con pasta de plata compatible con el proceso de fabricacion se usé
el disefio que se muestra en la figura 4.6.A, mientras que para integrar la resina de
epoxi-grafito, con posterioridad al proceso de sinterizado, se utilizaron los disefios B
y C de la misma figura. A modo de inciso, cabe destacar que en vista de los
resultados obtenidos en pruebas previas al disefio del dispositivo, se evitd solapar
las pistas conductoras con los canales de microfluidica en el disefio A. El objetivo
fue impedir que en el proceso de laminacién y sinterizado, las pistas sufrieran
estrés o ligeras deformaciones. Estas microfracturas en las pistas conductoras se

traducen en un incremento de la resistencia eléctrica (del orden de 1-2 Q en lugar
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de los previsibles 0,1-0,5 Q),27 lo que podria repercutir negativamente en la

respuesta analitica del sistema.

o
1= 1
[l

Figura 4.6. Distintos disefios de dispositivo evaluados. A) Disefio para transductor fabricado con
pastas de plata cosinterizables. B y C) Disefio para transductor construido con resina de epoxi-
grafito. (a) conectores eléctricos; (b) electrodo de referencia de Ag/AgCl; (c) soporte conductor del
electrodo de potasio; (d) soporte conductor del electrodo de nitrato; (e) pasta conductora de plata (tipo
I o II) cosinterizable; (f) resina de epoxi-grafito; (g) muestra o disoluciéon estandar; (h) disolucién

acondicionadora; (i) Disolucién auxiliar de KCI; () desecho.

Para caracterizar la respuesta analitica de los dispositivos fabricados, con los
correspondientes materiales conductores, se realizaron distintos calibrados por
triplicado, inyectando 150 pL. de disoluciones estandar de KNOs de concentracion
creciente. Como ionéforos para determinar potasio y nitrato, se emplearon
valinomicina y T12, respectivamente. Como disolucion acondicionadora se utilizé
arbitrariamente Tris, ya que al ser una molécula neutra en su forma basica, en un
principio, no seria interferente de ninguno de los dos ESI. Como se puede ver en la
figura 4.7, los electrodos que proporcionaban mejores caracteristicas analiticas,
llegando a un compromiso en términos de altura de pico, sensibilidad y limites de
deteccion, fueron los construidos con la resina de epoxi-grafito, a pesar de que la
pasta de plata de tipo II proporcionaba mejores resultados en cuanto a altura de
pico y limites de deteccidon. Sin embargo, se observd que con el tiempo de uso, la
repetitividad de las medidas con los transductores fabricados con cualquiera de las
dos pastas de plata no era muy buena, viéndose también afectadas tanto la
estabilidad de la linea base como el ruido de esta. Una de las posibles razones que
justificarian esta falta de reproducibilidad, ya descritas en la bibliografia
previamente,?’ seria la existencia de problemas de adherencia de la membrana a la
superficie del soporte conductor. Este hecho ocasiona que con el paso continuado
del liquido, la membrana se vaya despegando del transductor y pierda contacto
eléctrico, produciéndose la disminucién de la sensibilidad y el incremento de la

variabilidad y el ruido en linea base hasta que se despegan definitivamente. A
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pesar de haber disefiado la cAmara de deteccién (Figura 4.4.C) con una morfologia
que dificulta este efecto (con la base mas ancha que la parte superior de la
membrana polimérica, estilo ancla), no se consiguié eliminarlo completamente.
Este inconveniente no se presentaba con los electrodos fabricados con la resina de
epoxi-grafito observandose una mejor adherencia de la membrana al soporte
conductor. Este hecho podria estar relacionado con el ataque de la superficie del
soporte polimérico conductor, durante el proceso de deposicion, por parte del
disolvente volatil (THF) utilizado en la preparacion de la membrana polimérica

selectiva. Esto provocaria una mejor adherencia de la membrana sobre el soporte.

A 140 1o pasm plata (I): E = 131 (6) + 34 (+2)-log[K']; r’: 0.9907 B of &
® Pasta plata (Il): E = 221 (+4) + 48 (+1)-log[K]; r*: 0.9969
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Figura 4.7. Curvas de calibrado por triplicado (n = 5 0 6, 95 % confianza) del sensor de potasio (A) y

nitrato (B) usando diferentes materiales conductores como transductor de los ESIs.

Asi pues, y a pesar de presentar el transductor de pasta de plata tipo II mejores
LD, se decidi6 escoger el transductor de epoxi-grafito para continuar con la
optimizacién del microsistema, por su ya mencionada estabilidad de medida y por
la durabilidad de la membrana. En este caso se primd, més que la simplificacién
del proceso de fabricacién, la obtencion de un dispositivo lo mas robusto, estable y
auténomo posible para su uso en futuras misiones espaciales.

Por dltimo, se estudié también la influencia de la distancia entre los electrodos
indicadores y el de referencia (Figura 4.6.C y D). Los resultados obtenidos no
revelaron resultados significativamente diferentes en funcion de la distancia entre
electrodos por lo que se tomd la opcion mostrada en la figura 4.6.C, con una

distancia corta entre electrodos.

4.1.3.3. Optimizacion del proceso de deposicion de membrana

Un momento critico en la fabricacién de un microsistema potenciométrico basado
en ESIs de membrana polimérica es el de la deposicién de la propia membrana

(también denominada céctel sensor) sobre el soporte conductor. Tradicionalmente,

en el GSB, se solia depositar dicho céctel sin un control estricto ni del volumen

81



Capitulo 4

depositado ni del tiempo de evaporaciéon del THF. Esto, que durante la fabricacién
de sensores convencionales no altera las caracteristicas de respuesta obtenidas,
provocaba unas caracteristicas de respuesta poco reproducibles entre los diferentes
microsistemas fabricados. Esto hecho, probablemente sea debido a que mientras se
esta depositando la membrana pueden quedar burbujas de aire en el seno de esta,
generando problemas de contacto y adherencia entre membrana y transductor. Con
el fin de mejorar la reproducibilidad de los dispositivos se desarroll6 una nueva
metodologia de deposicion de las membranas. Hay que comentar que el protocolo de
deposicion establecido Uinicamente es util para el tamano de camara de deteccién
evaluado, siendo necesario reajustarlo cuando dicho tamafio cambie. No adecuar el
protocolo de deposicidon al cambiar el tamano, podria provocar el taponamiento de
los canales o una deposicién insuficiente de membrana (Figura 4.4.C). Para realizar
este estudio, se procedié a depositar membrana mediante micropipeta, lo que
permitié controlar el volumen de cada deposiciéon. También, para controlar la
eliminacién del disolvente volatil de la membrana (THF), se procedi6 a confinar el
microsistema en una camara de baja presién entre deposiciones. Esto permitio
eliminar la méaxima cantidad de disolvente antes de realizar la siguiente
disposiciéon y se evitd la aparicion de burbujas atrapadas en el seno de la matriz de
la membrana durante el proceso. La aplicacién de vacio se llevé a cabo mediante
una bomba de paletas (Telstar, Barcelona, Espafia) que aplicaba un vacio de 5102
mm Hg. Con el fin de optimizar el proceso de deposicion en cuanto a tiempo
(duraciéon del proceso) y calidad (aspecto de la membrana), se evaluaron diferentes
periodos de vacio entre deposiciones y diferentes viscosidades (concentraciones) de
céctel sensor, definidas por el volumen de THF anadido. El volumen de THF
optimizado previamente para las cantidades de céctel sensor preparadas fue de 3
mL.28 En el presente estudio se usaron cocteles con 2, 2.5, 3 y 3.5 mL de THF, y
tiempos de vacio entre deposiciones de 5 y 10 minutos. En cuanto al volumen de
cada deposicion, inicialmente fue de 2 uLL y a medida que la cAmara se iba llenando,

este fue disminuyendo a 1.5y 1 pL. Los resultados se muestran en la tabla 4.2.

Tabla 4. 2. Resultados del estudio de deposicién de membrana.

Tyacio=H min Volumen de THF en el coctel sensor (mL)
2 2,5 3 3,5
2l 4 7 19 26
Nimerode o | o 4 2 4
deposiciones
1pl 13 15 6 2
Tyacio= 10 min Volumen de THF en el coctel sensor (mL)
2 2.5 3 3.5
2 nl 7 11 27 27
Nimerode o5 | g 14 2 5
deposiciones
1l 2 2 3 3
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Como es légico, a mayor viscosidad (concentracién) del coctel sensor (menor
volumen de THF manteniéndose siempre las mismas cantidades del resto de
componentes), se requeria un menor numero de deposiciones para obtener un
mismo grosor de membrana.

Para poder interpretar debidamente los resultados, se realizé seguimiento
fotografico del aspecto final de cada membrana (Figura 4.8). Como se puede
observar, en las membranas depositadas a partir de cécteles sensores con poco
volumen de THF (por debajo de la cantidad optimizada) aparecieron burbujas (A,
B, E, y F). Esto pudo ser debido a que la alta viscosidad del céctel impedia que el
disolvente volatil pudiera escapar antes de la formacion de la membrana,

generandose asi las burbujas. Por encima de 3 mL de THF, las membranas

obtenidas no presentaban burbujas y su aspecto era uniforme y homogéneo (C, D, G
y H).

Figura 4.8. Aspecto final de las membranas después del proceso de deposiciéon. De (A) a (D) con 5
minutos de vacio entre deposiciones y de (E) a (H) con 10 minutos de vacio entre deposiciones. (A) y
(E): membrana depositada a partir del coctel de 2 mL. (B) y (F): del de 2.5 mL. (C) y (G): del de 3
mL. (D) y (H): del de 3.5 mL.

En vista de los resultados obtenidos, se decidié escoger como protocolo de
deposicién de membrana aquél que permitia obtener, en un menor tiempo, una
membrana exenta de burbujas. El céctel sensor finalmente seleccionado contenia 3

mL de THF, aplicandose 5 minutos de vacio entre deposiciones.

4.1.3.4. Evaluacion de las variables quimicas e hidrodinamicas

Con el microsistema estructuralmente optimizado se eligi6 una disolucién
acondicionadora que permitiera obtener las mejores caracteristicas analiticas del

microanalizador. En la bibliografia, como se ha comentado previamente (§4.1),

abundan estudios y trabajos en los que se desarrollan analizadores selectivos para
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potasio y nitrato por separado, incluso hay alguno con medida simultanea de
ambos. En ellos hacen uso de diferentes disoluciones de sales como de sulfato
sodicol?, acetato sd6dico,?® cloruro so6dico?® o Tris,'627 a modo de disoluciéon
acondicionadora. Con el fin de encontrar la disolucién acondicionadora adecuada
para el microsistema desarrollado, se procedi6 a realizar diferentes calibrados
usando cada una de estas disoluciones, con una concentracién de 0,1 M de cada
compuesto. Para obtener los calibrados, se utilizaron disoluciones estandar mixtas
de KNOs que comprendian un rango de 1 a 500 mg L' NOs y de 0.63 a 315 mg L!
K*. Por su parte, los elementos de reconocimiento de las membranas usados en este
estudio fueron la valinomicina y T12 o T8 para la membrana de potasio y nitrato,
respectivamente. Como se puede extraer de los resultados (Figura 4.9), la
disolucién acondicionadora de Tris y de sulfato sbédico eran las que mejores
caracteristicas analiticas proporcionan en el global de los dos ESIs, sobretodo en
términos de sensibilidad, ya que eran las inicas disoluciones que permitian obtener
comportamientos Nernstianos en ambos ESIs. Ademas también se observé una
mayor reproducibilidad en las medidas con estas disoluciones. A la hora de
decantarse por una de estas dos disoluciones se tuvo en cuenta la aplicacién final
del microanalizador y, considerando que el TRIS es una sustancia que tiende a
degradarse, térmica y bacteriolégicamente, con suma facilidad en disolucion, se
escogi6 como disolucién acondicionadora el sulfato sédico. Esta disolucion conserva
sus propiedades intactas por mas tiempo. Sin embargo, a pesar de obtener
sensibilidades adecuadas en ambos ESIs, en el caso del sensor de nitrato, usando el
elemento de reconocimiento T12, el LD era ligeramente alto. Recurriendo a la
experiencia del GSB, se decidi6 testar un elemento de reconocimiento alternativo
(T8), que habia dado buenos resultados en algunas aplicaciones anteriores,s3!
consiguiendo mejorar de esta manera los resultados en término de altura de pico vy,

por consiguiente, en LD (Figura 4.9.B).

A 180 ]® NaCl: E = 216 (+2) + 41.8 (+0.6)-log[K']; r*: 0.9988 B o]l g
®  NaAc: E = 237 (+2) + 46.0 (+0.6)-log[K']; % 0.9990
160 {® TRIS: E = 236 (+2) + 56.0 (+0.6)-log[K"]; r*: 0.9995
4o @ Ne:SOLE=287 1)+ 581 (£0.4)-log[K']; 1% 0.9997 -20 1
Z 120 1 Z 401
S 100 | S
3 100
a % -60 4
% 80 1 %
o 60 © -80 A
3 E ® NaCl: E = -85 (2) - 24.3 (0.7)-log[NO, ; *: 0.9972
< 404 < 100 | © NaAc: E=-204(22)- 575 (20.6)IogINO, ; r%: 0.9997
20 | @ TRIS: E = -223 (26) - 58 (+2)-log[NO,]; r*: 0.9961
® Na,SO, (T12): E = -217 (23) - 60 (x1):log[NO,T; r’: 0.9991
01 * 1201 o Na,SO, (T8): E = -222 (25) - 58 (£2)-log[NO, ]; *: 0.9966
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log [K ¥ log [NO ,]

Figura 4.9: Curvas de calibrado por triplicado (n = 5, 6 o 7; 95 %) del sensor de potasio (A) y nitrato

(B) usando varias disoluciones acondicionadoras.
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Una vez seleccionado el sulfato de sodio como solucién acondicionadora y el T8
como elemento de reconocimiento de la membrana selectiva de nitrato, se procedid
a evaluar, mediante un proceso de optimizacién univariante, los parametros
hidrodinamicos (volumen de inyeccién y caudal) y los quimicos (concentracién de la
disolucién acondicionadora), con el fin de llegar a un compromiso entre la
sensibilidad de las medidas analiticas, un adecuado rango de trabajo lineal de los
ESIs, un bajo consumo de reactivos y una adecuada frecuencia de analisis.

En primer lugar, se optimizé el volumen de inyecciéon. Para ello se realizaron
inyecciones, por triplicado, de dos disoluciones estandar mixtas de KNOs con una
diferencia entre ellas de una década de concentracién (de 10 y 100 mg L1 NOs y de
6.3 y 63 mg L1 K*). De esta manera, con solo dos medidas se podia tener una idea
de si el comportamiento del electrodo era Nerstiano (sensibilidades préximas a la
teorica de 59.2 mv déc.') y de las alturas de pico, que estan intimamente
relacionadas con el LD de cada ESI. Como caudal de cada una de los canales
(H20/disolucion estandar/muestra y disolucién acondicionadora) se tomo
arbitrariamente uno de 800 uLL min'!, usando sulfato sédico 0,1 M como disolucién
acondicionadora. Se evaluaron volimenes de inyeccién de entre 50 y 500 pL. En
vista de los resultados (Figura 4.10), se decidié escoger un volumen de inyeccién de
225 ul,, ya que mayores volimenes de inyeccién no proporcionaban un aumento
significativo de la altura de pico y, sin embargo, si que aumentaban el tiempo de
analisis y el consumo de muestra considerablemente. Por contra, un volumen de
Inyeccién menor, disminuia las alturas de pico aumentando el LD, a pesar de
disminuir el tiempo de analisis y, en el caso del sensor de nitrato, reducia también

la sensibilidad.
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Figura 4.10: Resultados por triplicado de la optimizacion del volumen de inyeccién para el electrodo

selectivo de potasio (A) y para el de nitrato (B).

Para optimizar el caudal, tanto del canal de la disolucién portadora de H20 como
del de la disolucion acondicionadora (el caudal de la disoluciéon auxiliar de

referencia de KCl, para de mantener el potencial del electrodo de referencia
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constante, se mantuvo siempre a 200 uL. min‘?), se realiz6é la misma experiencia que
en el caso anterior, fijando en esta ocasion el valor optimizado de volumen de
inyeccion de 225 pl.. Se testaron valores de caudal entre 400 y 1200 pL. min't. El
caudal escogido tanto para el canal donde se inyectaba la muestra como para el
canal por donde circulaba la disolucion acondicionadora fue de 800 pl. min-.
Atendiendo a los resultados obtenidos (Figura 4.11), no existian diferencias
sustanciales en cuanto a altura de pico y sensibilidades a diferentes caudales. El
problema radicaba en que a caudales bajos el tiempo de anilisis era muy alto y a
caudales altos, las concentraciones bajas de los analitos eran dificiles de
determinar, debido al poco tiempo de residencia en la camara de deteccion y a la
propia velocidad de respuesta de cada una de las membranas. Cabe recordar que la
difusién del analito hacia la superficie de la membrana estd controlada por el

gradiente de concentracién que, en este caso, era pequeno.
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Figura 4.11: Resultados por triplicado de la optimizacién del caudal para el electrodo selectivo de

potasio (A) y para el de nitrato (B).

Finalmente se optimizé la concentracién de la disolucién acondicionadora. Con el
mismo procedimiento que en los casos anteriores, se testaron concentraciones de
sulfato sédico entre 0.01 y 0.1 M fijando los valores optimizados de volumen de
inyeccion y caudal de los canales de entrada de HoO/muestra/disoluciones estandar
y de disolucién acondicionadora en 225 uL y 800 pL min? respectivamente. Los
resultados mostraron (Figura 4.12) que a concentraciones bajas de disolucién
acondicionadora, las alturas de pico eran mayores que a concentraciones mas altas.
Sin embargo, a concentraciones bajas aparecia una variaciéon grande de la fuerza
i6nica al inyectar la muestra, dando lugar a pre-picos en la sefial muy
pronunciados, ademas de presentar los ESIs comportamientos poco Nernstianos.
Por su parte, concentraciones altas evitaban estos problemas de cambios en la
fuerza 16nica, pero, a su vez, hacian disminuir la altura de pico y por tanto
aumentaban el LD, debido, posiblemente, a los efectos interferentes a

concentraciones muy altas del Na* sobre el electrodo selectivo de potasio y del SO4*
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sobre el electrodo selectivo de nitrato. Por este motivo se escogié una concentracién

de disolucién acondicionadora de 0.05 M.
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Figura 4.12: Resultados por triplicado de la optimizacién de la concentracion de disolucién

acondicionadora para el electrodo selectivo de potasio (A) y para el de nitrato (B).

Una vez optimizado todo el sistema, se procedid a evaluar el efecto de los posibles
iones interferentes, que pueden estar presentes en el tipo de agua a analizar, sobre
la respuesta de los dos electrodos indicadores. Segun la bibliografia, el electrodo de
nitrato puede presentar una importante interferencia del bicarbonato y del
cloruro,?? mientras que para el electrodo selectivo de potasio pueden serlo el
amonio, el sodio, el calcio y el magnesio.?334 Para verificar el grado de interferencia
real, se calcularon los coeficientes de selectividad potenciométricos (logK;**) para
los electrodos de potasio y de nitrato usando el método de la interferencia fija,
recomendado por la IUPAC.% El procedimiento seguido consistié en fijar una
concentracién de fondo del compuesto interferente de 0.01 M excepto para el i6n

amonio, que fue fijada en 0.001 M.

Tabla 4.3. Coeficientes de selectividad potenciométricos calculados, logKi;*°t, para los electrodos

selectivos de K* y NOs  usando el método de interferencia fija.

Interferente (j) para el electrodo Interferente (j) Para el electrodo

selectivo de K+ logK; et selectivo de NOs- logKi ot
Na+ -4.00 HCOs -1.93
NH -1.07 Cl- -1.54
Caz -5.02

Mg? -5.00

Los resultados mostraron que el amonio era el mayor interferente del electrodo de
potasio, mientras que para el electrodo de nitrato lo eran tanto el cloruro como, en

menor grado, el bicarbonato (Tabla 4.3).
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Si miramos las especificaciones del agua reciclada tanto para uso higiénico como de
consumo segun la ESA (Tabla 4.1), vemos que la cantidad de amonio esperada es
de 0.5 mg L. En el experimento realizado se estudié la interferencia de una
concentraciéon 0.001 M de amonio, lo que equivalia a 18 mg L-1. Teniendo en cuenta
que el efecto interferente del amonio depende tanto del coeficiente de selectividad
como de la concentracién de interferente (ecuacién 1.8), significaba que en
muestras reales, la interferencia del amonio seria practicamente despreciable.

Por su parte, el efecto interferente del bicarbonato puede ser eliminado facilmente
mediante la acidificacion de la muestra al mezclarse con la disolucién
acondicionadora. Si se ajusta el pH de dicha disolucion con acido sulftrico
concentrado a pH 3, el equilibrio H,CO3«>HCO; «—CO;” se desplaza hacia la formacién
de acido carbodnico, provocando la desaparicién del bicarbonato presente en la
muestra.?! A pesar de parecer un pH excesivamente agresivo, se ha demostrado que
este pH no dana las membranas selectivas de iones a corto y medio plazo.2731

El 16n cloruro, sin embargo, si que podia ser un inconveniente importante para
alcanzar la exactitud deseada en la determinacién de nitrato. El hecho de que haya
una presencia importante de este i6n en el agua a analizar, y que no se pueda
eliminar, ya que técnicas de precipitacion podrian obturar el microsistema, hacian
que este fuera un verdadero problema. De acuerdo con la constante de selectividad,
s1 la relacién [Cl])/[NOs] es inferior a 35, el efecto interferente seria negligible,
permitiendo la determinaciéon de nitrato con una aceptable exactitud. En caso de
que la relaciéon fuera mayor, una posible solucién seria integrar en el mismo
microsistema un electrodo selectivo de 16n cloruro, que permitiera eliminar el efecto
interferente, mediante una correccién matematica, usando la ecuacién de Nikolski-

Eisenmann.2?3
4.1.4. Caracteristicas analiticas del sistema

Las caracteristicas analiticas del microsistema propuesto fueron determinadas
mediante calibraciones sucesivas. A modo de ejemplo, la figura 4.13 muestra el
registro obtenido para uno de los calibrados. Las curvas de calibrado obtenidas
para cada electrodo fueron E =-231.0 (£1.4) - 60.6 (+ 0.5) log[NO3] con r2=0.996 y
E = 256 (+2) + 56 (+ 1) log[K*] con r2= 0.992. Los rangos lineales obtenidos fueron
de 10-1000 mg L' y de 1.9-155 mg L para el electrodo selectivo de nitrato y
potasio, respectivamente (concentraciones mayores de nitrato no fueron testadas).
Los limites de deteccion, calculados de acuerdo a las recomendaciones de la IUPAC,
por medio de la interseccién de las rectas extrapoladas de los segmentos lineales
(rango de trabajo Nerstiano) y no lineales (zona de no respuesta del sensor) de las
curvas de calibracion,3¢ fueron 9.56 + 0.02 mg L! (n = 6, 95 % confianza) para el

electrodo selectivo de nitrato y 0.98 + 0.07 mg Li! (n = 6, 95 % confianza) para el de
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potasio. Como se puede constatar, el LIRL de cada ESI se encontraba muy por
debajo del valor maximo permitido mas restrictivo en aguas recicladas, que es de
25 y 12 mg L1 de nitrato y potasio, respectivamente, en agua de consumo (Tabla
4.1).
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Figura 4.13. Registro de la sefial y curvas de calibrado obtenidas por los ESIs del microanalizador
usando disoluciones estandar de KNOs. (A) y (B) electrodo de nitrato, disoluciones de NO3z de 1 mg
Lt(a), 3 mg L (b), 5 mg L' (c), 10 mg L1 (d), 25 mg L.! (e), 50 mg L* (f), 100 mg L1 (g), 250 mg L1
(h), 500 mg L' i) y 1000 mg L (j). (C) y (D) electrodo de potasio: disoluciones de K* de 0.3 mg L
(a), 0.6 mg L't (b), 1.9 mg ! (¢), 3.2 mg L.t (d), 6.3 mg L1 (e), 9.5 mg Lt (f), 15.8 mg L (g), 32 mg
Lt (h), 63 mg L1 (i) and 155 mg L1 (j).

Se realizaron estudios de repetitividad (Figura 4.14) mediante inyecciones
sucesivas de dos disoluciones estandar de 0.2 y 0.6 mM de KNOs. El porcentaje de
los coeficientes de variacion (CV %) de las senales fueron 1.8 % (para 0.2 mM) y 1.5
% (para 0.6 mM) para el electrodo selectivo de potasio y 4.7 % (para 0.2 mM) y 1.4

% (para 0.6 mM) para el electrodo selectivo de nitrato.

La reproducibilidad del microsistema fue también estudiada mediante la
realizacion de tres calibrados, a lo largo de los primeros 15 dias de vida del
microsistema, usando reactivos y disoluciones estandar nuevos cada vez (Figura

4.15). Se obtuvieron valores de sensibilidad promedios de 59.5 y 55.5 mV déc.! y
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CV % de 3 % y 1.5 % para el electrodo selectivo de nitrato y potasio,
respectivamente, demostrando de esta manera la reproducibilidad del
microsistema. Todos estos resultados muestran la robustez de todo el microsistema,

incluso cuando las concentraciones estaban cerca del limite de deteccidn.
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Figura 4.14. Registro de la sefial de 7 inyecciones consecutivas de dos disoluciones estandar de 0.2 y

0.6 mM de KNOs con el objetivo de calcular la repetitividad del microsistema.
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Figura 4.15. Curvas de calibracién por triplicado obtenidas para cada uno de los ESIs (A) potasio, B)
nitrato) a lo largo de los primeros 15 dias con el fin de calcular la reproducibilidad del microsistema.

Con la configuracion del microsistema y los parametros quimicos e hidrodinamicos
optimizados, se obtuvo una frecuencia de analisis de 30 muestras h-1, aunque este
factor no comporta una limitacion para la aplicacién final del microsistema en
misiones espaciales tripuladas, ya que la frecuencia de analisis serd relativamente

baja.
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4.1.5. Analisis de muestras reales

Finalmente, el microsistema fue aplicado para la determinaciéon simultanea de
iones nitrato y potasio en diferentes muestras de agua, proporcionadas por la ESA,
procedentes de la unidad de reciclado de agua ubicada en la estacién de pruebas
Concordia de la Antartida (Figura 4.16).

3 o5 s
2 - J :
< -4 “TIN
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Figura 4.16. A) Imagen aérea de la base de pruebas Concordia situada en la Antartida. B) Imagen

del prototipo de sistema de reciclado de agua que estd siendo testado en Concordia.

Concretamente, las muestras analizadas procedian del efluente de la primera etapa
de osmosis inversa del proceso de reciclado (Figura 4.2). Los resultados obtenidos
fueron validados mediante la comparacion de estos con los obtenidos mediante el
analisis por espectrometria de emisién Optica por plasma acoplado inductivamente
(ICP-OES),3 para determinar el i6n potasio, y mediante cromatografia idnica
(CD),38 para determinar el nitrato. Ademads, para evaluar la potencial interferencia
de cloruro sobre el electrodo de nitrato, su concentracién fue medida por CI,
obteniéndose una concentracion promedio en las muestras de 18.70 mg L. Los
resultados se muestran en la tabla 4.4.

En el caso del nitrato, la concentracién de tres muestras estaba bajo el LD del ESI.
Con el fin de obtener valores para poder comparar los resultados de todas las
muestras, se realizé un ajuste no linear de los datos experimentales, aplicando la
ecuacién de Nikolskii-Eisenmann (ecuacién 1.7), a la hora de construir la curva de
calibrado. De esta manera, la ecuacién no linear de calibracién (n = 6, 95 % de
confianza) obtenida fue E = -254.6 (+4.2) -73.8 (+ 1.8) log [[NOs] + 3.1-104 (+ 3-10%)]
con r2=0.994. Los resultados mostrados en la tabla 4.4 para el electrodo selectivo de
nitrato se obtuvieron por interpolaciéon en esta ecuacion no lineal. A pesar de ser
menos precisa que la ecuacion de Nernst, permitié obtener resultados validos.
Como se desprende de los resultados, en muestras con bajas concentraciones, por
debajo de los requerimientos de la ESA tanto en agua de higiene como para
consumo (50 y 25 mg L- NOs, respectivamente), los valores de concentracién
obtenidos eran ligeramente mas altos que los obtenidos por CI. Esto podia estar

relacionado con el efecto interferente del 16n cloruro sobre la respuesta analitica del
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electrodo de nitrato a concentraciones muy bajas de este, cercanas al LD. Sin
embargo, se ha de tener en cuenta que a concentraciones ligeramente mas altas
(muestra 4), pero todavia lejos de los 25 mg L NOs establecidos por la ESA, la
exactitud de los resultados obtenidos mejoraba considerablemente. Por el contrario,
en el caso de la determinacién de potasio, los resultados obtenidos por el
microanalizador no fueron significativamente diferentes a los obtenidos por ICP-
OES segtn la prueba de t de Student apareada (tcaic = 1.000; ttab = 3.182; teale < ttab).
Estos resultados confirmaban que el microsistema analitico propuesto es util para

la determinacién simultanea de nitrato y potasio en este tipo de muestras de agua.

Tabla 4.4. Valores promedio de concentraciéon en mg L1 (n = 3, 95 %) del analisis de muestras de

agua reales usando el microsistema propuesto.

Nitrato Potasio
Muestra
ESI LTCC I1C % error ESI LTCC ICP-OES % error
1 3.0£0.4 1.82 61.1 3.2+0.2 3.32 3.3
2 4.1+0.4 2.88 40.6 3.9+0.4 3.99 2.8
3 8.8+0.5 7.82 12.6 6.9+0.3 6.94 0.4
4 14.2+0.6 13.31 6.7 9.9+04 10.2 2.5

4.1.6. Conclusiones

En esta parte del trabajo han sido demostradas las posibilidades que la tecnologia
LTCC ofrece para el desarrollo de analizadores biparamétricos miniaturizados
simples y robustos para aplicaciones que requieren de dispositivos con un elevado
grado de integracién y tamano reducido. En este sentido, se ha desarrollado,
caracterizado y aplicado al andlisis de muestras reales satisfactoriamente, un
prototipo de microanalizador para la determinacion simultanea de iones nitrato y
potasio, basado en medidas potenciométricas. La plataforma microfluidica y el
sistema de deteccion han sido disefiados y optimizados con la finalidad de
maximizar la autonomia operacional, requisito necesario en misiones espaciales
tripuladas, y conseguir unas caracteristicas analiticas adecuadas. Ademas, la
compatibilidad entre la tecnologia LTCC y la resina de epoxi-grafito, usada como
soporte conductor de los ESIs, ha sido también demostrada.

Las caracteristicas analiticas obtenidas estan en concordancia con los requisitos
establecidos por la ESA. Sin embargo, a pesar de ser una buena prueba de concepto
para demostrar que se pueden alcanzar los objetivos planteados, hay algunos
detalles que deben ser mejorados. En la siguiente seccién se presentara un nuevo
microanalizador multiparamétrico, desarrollado con la intencién de superar las
limitaciones del microsistema recientemente presentado en términos de
interferentes, autonomia, automatizacién y miniaturizacién de todo el montaje

experimental.
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4.2. Microsistema potenciométrico automatizado
multiparamétrico para la monitorizacion de iones

potasio, nitrato y cloruro

En el apartado anterior (§4.1), se ha presentado un microsistema biparamétrico
basado en la tecnologia LTCC para determinar potenciométricamente nitrato y
potasio en muestras de agua reciclada en misiones espaciales tripuladas. Sin
embargo, el prototipo desarrollado muestra algunas limitaciones: el efecto
interferente del 16n cloruro sobre el electrodo selectivo de nitrato y la falta de
miniaturizacién y automatizacion de todo el sistema de flujo en continuo,
compuesto por bombas y valvulas de inyeccion convencionales de considerable
tamano. Estas limitaciones pueden comprometer el uso del microsistema en la
aplicaciéon para la que ha sido desarrollado. Por este motivo se han buscado
distintas soluciones para superar estos problemas. Por un lado, existen diferentes
opciones para eliminar la interferencia del 16n cloruro sobre el electrodo de nitrato.
Hay algunos sistemas analiticos reportados que usan un agente enmascarante o
secuestrante, como por ejemplo el sulfato de plata (Ag2S0.), con la finalidad de
conseguir la precipitaciéon del i6n cloruro en forma cloruro de plata (AgCl).13:39 Sin
embargo, esta no seria la mejor opcion puesto que el Cl- es otro de los parametros a
determinar seguin la ESA para verificar el correcto funcionamiento del sistema de
reciclado de agua (Tabla 4.1) y, ademaés, el precipitado podria obturar los
microcanales. Otros sistemas analiticos reportados proponen el uso de lenguas
electronicas basadas en una matriz de sensores inespecificos combinados con un
complejo procesado de los datos, para superar la mencionada interferencia de
cloruro.404! Finalmente, otro enfoque utilizado consiste en la integracién, en
sistemas analiticos de flujo en continuo, de un electrodo selectivo de ién cloruro
junto al electrodo selectivo de 16n nitrato. Asi, en base al valor de la concentracién
del 16n cloruro obtenido, es posible corregir de forma muy sencilla el efecto
interferente de este i6n sobre el electrodo de nitrato, utilizando la ecuacién de
Nikolski-Eisenmann.23:3! Con esta ultima opcién se podria obtener, en combinacién
con los electrodos selectivos de nitrato y potasio optimizados previamente, un
prototipo de microsistema multiparamétrico que cumpliera con los requisitos
demandados por la ESA de compactacién de los sistemas analiticos y, por
consiguiente, de disminucién del consumo de reactivos y muestra. Por otro lado,
como se ha podido ver en el capitulo introductorio (§1.1.2.2), para alcanzar la
miniaturizacién y la automatizacién necesarias en el montaje experimental, se
puede recurrir al uso de microbombas y microvalvulas solenoides que, en
combinacién con procedimientos de multiconmutacion, permiten obtener sistemas
de gestion de fluidos completamente automaticos y auténomos.*2-44 Estos sistemas,

ademéas de reducir el tamano y el peso del montaje experimental, permiten
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preparar automaticamente disoluciones estandar en linea, mediante diluciéon por
multiconmutaciéon de una disolucién madre. El objetivo radica en disponer de un
proceso de autocalibrado y analisis de muestras automatico, realizado sin la
participaciéon de los miembros de la tripulacién.

El GSB, como se ha comentado previamente (§4.1), tiene una vasta experiencia en
el desarrollo de microanalizadores fabricados mediante la tecnologia LTCC,
incorporando deteccién potenciométrica. Sin embargo, y a pesar de haberse
utilizado para la fabricacion de microanalizadores con  deteccién
espectrofotométrica y permitir la obtencién de dispositivos con menor fragilidad y
peso que los ceramicos, la tecnologia de polimeros no se ha utilizado para construir
este tipo de microanalizadores potenciométricos.4>47 Este hecho se ha debido, en
gran medida, a las dificultades para encontrar materiales conductores compatibles
con el sustrato polimérico.

Por todo esto, y con el objetivo secundario de explotar e introducir una nueva area
de aplicacion de la tecnologia de polimeros en el GSB, en esta parte del trabajo se
propone desarrollar un nuevo y robusto prototipo de microanalizador fabricado en
COC para la monitorizacién simultanea de iones potasio, cloruro y nitrato, que
mejore el rendimiento del microsistema biparamétrico previamente desarrollado.
Este nuevo dispositivo analitico pretende minimizar la interferencia de cloruro
sobre el electrodo de nitrato y miniaturizar y automatizar el sistema de gestion de
liquidos incorporando microbombas (peristalticas y solenoides) y microvalvulas. El
microanalizador integrara la microfluidica y el sistema de deteccién, siendo su
tamano muy inferior al de una tarjeta de crédito. El sistema de deteccion consistira
en dos ESIs, para determinar nitrato y potasio, y dos electrodos serigrafiados de
Ag/AgCl, uno actuando como electrodo selectivo de cloruro y el otro como electrodo
de referencia. El prototipo, finalmente, sera aplicado en el andlisis de muestras
sintéticas preparadas con una matriz similar a la de las muestras reales obtenidas

de la planta de reciclado de agua de la estacién Concordia de la Antartida.

4.2.1. Materiales y reactivos

El microsistema fue fabricado usando placas y laminas de COC suministradas por
Topas Advanced Polymers (Florence, KY, EEUU) en diferentes grados y grosores:
placas Topas 5013 de 1 mm de grosor y laminas Topas 8007 de 25 um de grosor.

Como soporte conductor de los ESIs de membrana polimérica, se utiliz6 la misma
resina epoxi-grafito utilizada anteriormente (§4.1.1), constituida por una mezcla al
50 % de grafito en polvo de 50 um de tamano de particula (Merck, Alemania), 36 %
de epoxi Araldite-M y 14 % de endurecedor HR (ambos de Ciba Geigy, Esparia).
Para fabricar tanto el electrodo selectivo de i6n cloruro como el electrodo de

referencia se testaron tres tipos de pastas conductoras: una pasta de Ag/AgCl
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C2030812D3 (Gwent, Pontypool, Reino Unido) y dos pastas epoxi conductoras
bicomponente de plata: CircuitWorks® (Chemtronics, Holanda) y EPO-TEK®
H20E (Epoxy Technologies, Massachusetts, EEUU).

Para la preparacion de las membranas sensoras se usaron los mismos componentes
y en la misma proporcién que en la secciéon anterior (§4.1.1). Asi, para la membrana
selectiva de nitrato se utilizé un 6 % de T8 como elemento de reconocimiento, un 65
% de TEHP como plastificante, un 29 % de PVC como matriz polimérica y 3 mL de
THF como disolvente volatil mientras que para la de potasio se utilizé un 1 % de
valinomicina como elemento de reconocimiento, un 65.5 % de DOS como
plastificante, 0.5 % de KtpCIPB como aditivo, 33 % de PVC como matriz polimérica
y 3 mL de THF. Todos los componentes para preparar las membranas sensoras
fueron adquiridos en Fluka (Barcelona, Esparia).

Todos los reactivos usados para la optimizacién y la caracterizacién del
microsistema fueron de calidad analitica o superior. El sulfato de amonio
((NH4)2S04) fue adquirido en J.T. Baker (Holanda). El sulfato de sodio (Na2SO4) y
el nitrato de calcio (Ca(NOs3)z2) fueron comprados a Panreac (Barcelona, Espana). El
nitrato de potasio (KNOs) fue proporcionado por Merk (Alemania). El cloruro de
sodio (NaCl), el cloruro de potasio (KCl) y el acido sulfurico al 98 % (H2SO4) fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich (Barcelona, Espana). El acetato de magnesio (MgAcs) y
el bicarbonato de sodio (NaHCO3) fueron adquiridos en Fluka (Barcelona, Espana).
Todas las disoluciones fueron preparadas usando agua doblemente destilada o
Milli-Q. Tanto la disolucién madre mixta de 630 mg L1 K+, 1000 mg Lt Cl- y 1000
mg L NOs (utilizada en el proceso de calibracion mediante dilucion automatica
por multiconmutacién) como las disoluciones estandar preparadas manualmente
por dilucién sucesiva (utilizadas para verificar el buen funcionamiento del
programa de dilucién automadtica), fueron obtenidas a partir de una disolucién
madre de 0.1 M de KNOs y 0.1 M de NaCl. Las disoluciones estandar de K* y NOs-
solo, fueron preparadas a partir de una madre de 0.1 M de KNOs. Como disolucién
auxiliar de referencia, para mantener el potencial del electrodo de referencia
constante, se us6 KCI 0.1 M. Como disoluciéon acondicionadora, para mantener la
fuerza idnica estable, se us6 Na2S040.05 M ajustada a pH 3 con H2SO..

Para el estudio de interferentes, se prepararon las mismas disoluciones ya

descritas anteriormente (§4.1.1).

4.2.2. Montaje experimental

El montaje experimental utilizado se puede observar en la figura 4.17 y consiste en
tres partes principales: el microanalizador desarrollado, el sistema de gestion de

fluidos y el sistema de adquisiciéon y procesado de datos. El sistema de gestién de

fluidos estaba constituido por un hibrido entre sistemas multibomba vy
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multiconmutacién compuesto por dos microbombas solenoides: una (Figura 4.17,
BS1) de 4 pL por pulso (P/N 030SP124-4TV) y otra (Figura 4.17, BS2) de 10 pL por
pulso (P/N 120SP1210-5TP) (ambas de BiochemValve Inc., Montlucon Cedex,
Francia), una microbomba peristaltica (Kamoer KP-S10DGCO0, Shanghai, China)
con un controlador de revoluciones hecho a medida (TMI, Barcelona, Espafa)
usando tubo de Tygon® de 0.19 mm de diametro interno (Ismatec, Wertheim,
Alemania) y tres microvalvulas solenoides de tres vias (161T031, NResearch,
Suiza). Para la conexiéon hidraulica entre los diferentes actuadores y el
microsistema analitico se usé tubo de teflon de 0.8 mm de diametro interno
(Scharlab, S.L., Cambridge, Inglaterra). Se utiliz6 un controlador de actuadores
fluidicos (Flowtest™, Biotray, Francia) con su correspondiente software, con el fin
de programar el proceso de autocalibracién mediante multiconmutacién y para
automatizar completamente el proceso analitico evitando asi la necesidad de
Intervencion por parte del usuario.

La adquisicion y el procesamiento de datos se realizaron mediante un
potenciémetro personalizado (TMI, Barcelona, Espana) y el software asociado.
Tanto el controlador de actuadores fluidicos como el potenciémetro fueron

controlados, a su vez, por un ordenador.

s 4
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Figura 4.17. Esquema del montaje experimental: (a) disolucién auxiliar de KC1 0.1 M; (b) disolucién
acondicionadora de Na2SO4 0.05 M a pH 3; (¢c) muestra; (d) H20; (e) disolucién madre de 1000 mg L1
NOs, 630 mg L'! K y 1000 mg Lt CI'; (D) desecho; (Vx microvalvulas solenoides de tres vias; (BP)
microbomba peristaltica; (BSx) microbombas solenoides; (C) controlador de elementos de gestiéon de
fluidos; (1) electrodo selectivo de potasio; (2) electrodo selectivo de cloruro; (3) electrodo selectivo de

nitrato; (4) electrodo de referencia.

4.2.3. Diseno y optimizacion del sistema analitico

El microanalizador fue fabricado mediante la tecnologia de polimeros, usando como
sustrato COC. El proceso de fabricaciéon y las ventajas asociadas a este han sido

explicadas en detalle previamente (§1.2.1.1 y §3.2). El disefio del dispositivo

(Figura 4.18.A) permiti6 fabricar simultaneamente dos microsistemas idénticos.
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Estos estaban formados por cinco capas, 3 placas de 1 mm (Topas 5013) (“a”, “b” y
“c”) y 2 laminas de 25 um (Topas 8007) previamente laminadas sobre la capa “a” y
la capa “c”, de manera que una vez superpuestas y laminadas, proporcionaron la
estructura tridimensional deseada. Las dimensiones exteriores de cada
microanalizador fueron 40 x 30 x 3 mm y su peso total fue de 4 g. La microfluidica
en el interior del microsistema presentaba 3 entradas y una salida de liquidos
(Figura 4.17). Como se puede observar, dos de las entradas convergen en un punto
de confluencia en forma de Y que mezcla la disolucion procedente del subsistema de
multiconmutacién (ya sea agua, muestra o disolucién estandar) con la disolucién
acondicionadora, con el fin de mantener constante la fuerza iénica y el pH de la
mezcla resultante. Posteriormente, esta disolucién es llevada, a través del
micromezclador, hacia las camaras de deteccién, donde cada analito es determinado
por su correspondiente electrodo selectivo. Finalmente la disolucién es dirigida al
desecho. Con la finalidad de mantener en un valor constante el potencial
suministrado por el electrodo de referencia,'® a través de la tercera entrada de
liquidos del microsistema se introduce una disolucion auxiliar de KCl 0.1 M
impulsada continuamente a un caudal de 100 pLL min't. Dicha disolucién fluye a lo
largo del canal donde esta serigrafiado el electrodo de referencia hacia un punto de
confluencia donde se mezcla con la disolucién que fluye por el canal principal.

Las dimensiones de los canales fueron de 0.4 mm de ancho por 0.25 mm de alto, el
didametro de cada una de las ciAmaras de deteccién fue de 3.5 mm y el volumen
muerto de cada una de ellas fue de 15 pL, siendo el volumen muerto total del
microsistema de 70 uL.

La resina de epoxi-grafito utilizada como soporte conductor de las membranas
sensoras fue colocada en la correspondiente cavidad hecha por grabado en bajo-
relieve (Figura 4.18.C y D), fue curada a 40 °C durante 24 h y finalmente su
superficie fue lijada y pulida previamente a la laminacién final del dispositivo. Las
membranas poliméricas selectivas a nitrato y potasio fueron depositadas gota a
gota, con posterioridad a la laminacién final, en el interior de la correspondiente
cavidad (Figura 4.18.C y D) siguiendo un procedimiento optimizado que se
mostrard més adelante (§4.2.3.2.). Estas cavidades estaban definidas sobre el
soporte conductor de epoxi-grafito y por debajo de los microcanales.

Finalmente, los conectores fluidicos fueron fijados sobre las entradas/salidas del

microanalizador mediante un soporte auxiliar y tornillos (Figura 4.18.B).

En la seccién anterior (§4.1.), se optimizd tanto el material del soporte conductor de
los ESIs como la configuracion de la camara de deteccion, para obtener las mejores
caracteristicas analiticas en términos de sensibilidad, estabilidad de linea base,
limites de deteccién y tiempo de analisis. Por este motivo, en esta parte del trabajo
se us6 la misma configuraciéon de entrada de liquido circular en la camara de

deteccion y la misma resina de epoxi-grafito como transductor.
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Figura 4.18. A) Diserio del prototipo de microsistema multiparamétrico. B) Fotografia del dispositivo
final construido: (a) conectores fluidicos; (b) plataforma de microfluidica; (c) cAmaras de deteccién con
las membranas poliméricas depositadas en su interior; (d) electrodo de referencia; (e) conectores
eléctricos. C) Detalle del interior de una caAmara de deteccién: (a) microcanal de entrada a la camara
de deteccién; (b) microcanal de salida; (c) membrana polimérica selectiva de iones depositada sobre el
soporte conductor de resina epoxi-grafito. D) Imagen cenital de una de las caAmaras de deteccién
donde se puede ver la superficie brillante de la membrana polimérica selectiva de iones depositada

sobre el soporte conductor.

Con el objetivo en mente de reducir el consumo de muestra y reactivos, la
microfluidica fue redisenada y optimizada reduciendo un 50 % el volumen muerto
total del microsistema, en comparacién al previamente desarrollado. Esto a pesar
de que el nuevo dispositivo integraba un electrodo selectivo méas (y por tanto una
camara de deteccién mas) y un micromezclador mas largo. En este sentido, la clave
residid, fundamentalmente, en la reduccién del tamafio de los canales. En relacién
a las prestaciones y caracteristicas del microanalizador requeridas por la ESA, el
uso de la tecnologia de polimeros permiti6, ademas, la obtencion de un

microsistema analitico mucho menos fragil, reduciendo su peso en un 67 %.

4.2.3.1. Integracion del electrodo de Ag/AgCl como electrodo indicador y

de referencia

Uno de los retos que presenta la implementacién de técnicas electroquimicas en los
dispositivos analiticos fabricados con COC es la integraciéon de los materiales
conductores. Estos pueden actuar, proplamente, como sensores 0 como soporte
conductor sélido de las membranas sensoras, constituyendo electrodos, o pueden

actuar como pistas conductoras de circuitos de conexién embebidos. Existen
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numerosos trabajos en los que se integran materiales conductores mediante
tecnologia de capa fina (o thin-film) usando pulverizaciéon anddica (sputtering),
fotolitografia y galvanizado (electroplating).*®-5° Sin embargo no hay practicamente
ningun trabajo reportado en el que se use una tecnologia de capa gruesa (o thick-
film) como la serigrafia, a pesar de ser mucho mas simple y econémica. Existen en
el mercado un amplio surtido de pastas y tintas, constituidas por distintos
materiales conductores (plata, oro, grafito, etc.), que son compatibles para su
deposicion mediante serigrafiado sobre polimeros termoplasticos como
polimetilmetacrilato (PMMA), policarbonato (PC) y poliestireno (PS). Estas pastas
poseen una serie de disolventes que atacan la superficie del sustrato polimérico
permitiendo de esta manera su adhesién. Sin embargo, el COC presenta una mayor
resistencia quimica frente a numerosos compuestos y disolventes (§1.2.1.1.), cosa
que hace que encontrar una pasta o tinta conductora perfectamente compatible con
este material sea mas complicado. Gracias a la colaboracién de la empresa Gwent
Grup, dedicada a la formulacién de tintas y pastas conductoras para diferentes
tipos de aplicaciones, se consiguié desarrollar una pasta de Ag/AgCl (C2030812D3)
que segun las especificaciones teéricas deberia ser compatible con el sustrato
utilizado. Paralelamente, se seleccionaron otras dos pastas conductoras de tipo
epoxi bicomponente, que en principio podian ser también compatibles con el COC y
que estaban formadas por Ag en lugar de Ag/AgCl (CircuitWorks® y EPO-TEK®
H20E).

Inicialmente, para evaluar la compatibilidad de los tres materiales conductores con
el sustrato, se realizaron dos pruebas: un test de adhesién estandar de las pastas
serigrafiadas sobre el sustrato® y un test de laminacién. El test de adhesién
consistié en pegar un trozo de cinta adhesiva sobre la pasta o tinta serigrafiada
para, posteriormente, retirarla. Si la cinta adhesiva no elimina ninguna parte de la
capa serigrafiada, la adhesiéon se considera buena. Por su parte, el test de
laminacién consistié en laminar dos placas de COC, con estas pastas serigrafiadas
entre medio, para verificar que se producia un sellado hermético. Los motivos
serigrafiados para estas pruebas fueron unas pistas conductoras en linea recta de 1
cm de longitud y 3 mm de ancho.

El test de adhesién arrojé resultados razonablemente aceptables para los tres tipos
de materiales conductores. Sin embargo, en el caso de las dos pastas de epoxi-plata
no se pudo llevar a cabo un correcto serigrafiado de las pistas conductoras debido a
la alta viscosidad del producto. A simple vista se observaban discontinuidades en la
capa serigrafiada, cosa que repercutia negativamente en la conductividad eléctrica
y obligaba a realizar varias veces el proceso de serigrafiado para obtener una pista
homogénea. Este proceso aumentaba el grosor de la capa, haciendo que los
resultados del test de laminacién con las pastas epoxi-plata no fueran

satisfactorios, ya que el grosor que tenian las pistas provocaba la deformacién de
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las placas de COC y, por consiguiente, un mal sellado entre estas. Por el contrario,
los resultados del test de laminaciéon para la pasta de Ag/AgCl fueron
completamente satisfactorios. En vista de los resultados obtenidos se decidid
proceder a caracterizar electroquimicamente inicamente la pasta de Ag/AgCl. Para
ello se construyeron una serie de electrodos utilizando esta pasta (Figura 4.19.A)
siendo evaluados para establecer su viabilidad como electrodos de referencia de
Ag/AgCl y como electrodos indicadores de cloruros. Adicionalmente, se trat6 de
usar esta pasta como soporte conductor de un ESI de membrana polimérica para,
con ello, simplificar el proceso de integraciéon de electrodos. Sin embargo, los
resultados no fueron positivos debido a que al depositar gota a gota la membrana
sensora, el THF disolvia la pasta conductora inutilizando su uso como soporte

conductor.

o8]

Figura 4.19. A) Electrodos construidos con la pasta de Ag/AgCl para ser usados como electrodos
indicadores de cloruros y referencia (a y b) y como soporte conductor de un electrodo selectivo de iones
de membrana polimérica (c). B) Montaje experimental para realizar las medidas en discontinuo: (a)
agitador magnético; (e) electrodos construidos a testar; (m) micropipeta; (p) potenciémetro; (r)

electrodo de referencia comercial de Ag/AgCl.

Primero de todo, para verificar la viabilidad de los dispositivos construidos como
electrodos de referencia, se llevé a cabo un experimento utilizando el montaje
experimental que se muestra en la figura 4.19.B. El objetivo era evaluar la
estabilidad de las medidas de potencial suministradas por los electrodos a lo largo
del tiempo, sumergidos en una disoluciéon de NaCl 0.1 M. El mantenimiento de un
potencial constante indicaria que estos pueden ser usados como electrodos de
referencia. Se us6 un electrodo de referencia de Ag/AgCl comercial (Orion) y tres
electrodos serigrafiados registrandose los valores de potencial de cada electrodo
cada 30 segundos a lo largo de 40 minutos.

Los resultados obtenidos (Figura 4.20) mostraron una variabilidad de +0.2 mV de
promedio a lo largo del tiempo del experimento, por lo que se pudo concluir que los
electrodos construidos con la pasta de Ag/AgCl podian ser usados como electrodos

de referencia.
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Para verificar que estos mismos electrodos respondian de manera nerstiana a la
concentraciéon de ién cloruro, se realizaron una serie de calibrados usando el
montaje experimental anterior (Figura 4.19.B). Esta vez se fueron adicionando
volimenes de disoluciones estandar de NaCl de concentracion creciente con
micropipeta y anotando el valor de potencial cada minuto para obtener la curva de
calibrado de cada electrodo.
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Figura 4.20. Registro de potencial de tres electrodos de Ag/AgCl, usando el montaje experimental

para medidas en discontinuo, con la finalidad de evaluar su viabilidad como electrodos de referencia.

Como se puede observar en la figura 4.21, los electrodos respondian de manera
lineal al log[CI], segtin establece la ecuacion de Nernst, obteniéndose una ecuacion
global de E = -6 (£3) -56 (+2) log [CI-] con r2 = 0.9996.
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Figura 4.21. Curvas de calibracién obtenidas para cada uno de los electrodos de Ag/AgCl testados,

actuando como electrodos selectivos de cloruro.

Estos resultados permitieron verificar que los electrodos serigrafiados con la pasta
de Ag/AgCl podian actuar como electrodos de referencia y como electrodos
selectivos de 16n cloruro, indistintamente.

Llegados a este punto, el siguiente paso era verificar su buen funcionamiento
integrados en microsistemas de flujo continuo. Para ello se disené y fabricé un

microsistema modular, para permitir una facil sustitucién de los diferentes
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elementos en caso de necesidad. Este constaba de dos partes: un moédulo de
deteccion (Figura 4.22.A y B), que integraba dos electrodos serigrafiados de
Ag/AgCl, actuando uno como ESI y otro como electrodo de referencia y un maédulo
de mezcla (Figura 4.22.C y D), para poder homogeneizar la disolucion resultante de
la mezcla de la disolucién estandar de Cl- con la disolucién acondicionadora. En
este caso la disolucién acondicionadora usada fue la optimizada para el dispositivo
biparamétrico (§4.1.3.4), con el objetivo de poder evaluar el dispositivo
triparamétrico en las mismas condiciones. La figura 4.22.E muestra el montaje

experimental utilizado.

5 N . \/
Figura 4.22. A) Disefio del médulo de deteccién formado por 3 capas de COC de 1mm de espesor: (a)
capa superior que contiene las entradas y el electrodo de referencia serigrafiado; (b) capa intermedia
que contiene la fluidica; (c) capa inferior que contiene el electrodo indicador serigrafiado. B) Imagen
real del médulo de deteccion: (a) conectores fluidicos; (b) electrodo de referencia de Ag/AgCl; (¢) camara
de deteccidén con el electrodo selectivo de i6n cloruro; (d) y (e) conectores eléctricos de los respectivos
electrodos. C) Diserfio del mdédulo de mezcla que consta de 2 capas de COC de 1 mm de espesor: (a) capa
superior con las entradas; (b) capa inferior con la fluidica. D) Imagen real del médulo de mezcla: (a)
canal de salida; (b) y (c) canales de entrada que se mezclan. E) Montaje experimental para realizar las
pruebas en FIA: (a) KCI 0.1 M; (b) Na2SO4 0.05 M a pH 3; (¢) H20; (d) disoluciones estandar de Cl-; (B)
bomba peristaltica de cuatro canales; (V) Valvula rotatoria de seis vias; (M) méddulo de mezcla; (D)
desecho; (1) camara de deteccidon; (2) ESI de Cl-; (3) electrodo de referencia.
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Los resultados obtenidos del calibrado realizado (Figura 4.23), usando disoluciones
estandar de NaCl que comprendian de 0.06 a 2287 mg L' Cl- y seleccionado
arbitrariamente un caudal y volumen de inyeccion de 400 pLi min?! y 225 ul,
respectivamente, permitieron obtener una ecuacién de la recta de E = 253 (£1) -
55.5 (£0.5) log[Cl] con r? = 0.9994. El rango de respuesta lineal fue de 2 a 2287 mg
L1y el LD fue de 1 mg Lt Cl.. Estos resultados mostraron que las caracteristicas
analiticas proporcionadas por ambos electrodos (indicador y referencia) eran lo
suficientemente buenas como para considerarlos perfectamente aptos para la
aplicacién propuesta, por lo que la pasta de Ag/AgCl utilizada demostré ser

completamente compatible con la fabricacion en COC de microsistemas

potenciométricos.
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Figura 4.23. A) Registro de la sefial obtenida durante el calibrado de uno de los electrodos selectivos
de cloruro desarrollados usando disoluciones estandar de ClI- (NaCl) de 0.06 mg Lt (a), 0.3 mg L1 (b),
0.6 mg ! (¢), 2 mg L1 (d), 3 mg L1 (e), 6 mg L (f), 14 mg L (g), 29 mg L1 (h), 57 mg L1 (i), 143
mg L1 (), 286 mg L1 (k), 572 mg L1 (1), 1144 mg L't (m) y 2287 mg Lt (n). B) Curva de calibracién.

4.2.3.2. Optimizacion del proceso de deposicion de membrana

Como se apuntaba en el apartado §4.1.3.3, el protocolo de deposicién de membrana
establecido debe ser reajustado cada vez que se cambie el tamano de la camara de
deteccién. En este caso, no solo se cambié el tamano de la camara en si, sino que
también se cambiaron las dimensiones de los canales de entrada y salida de esta.
Por este motivo, tomando como partida los valores de volumen depositado y tiempo
entre deposiciones, optimizados previamente, se establecidé un nuevo protocolo
adaptado a camaras de deteccibn maéas pequefias. Este consistié en realizar
deposiciones de 2 uL del coctel sensor preparado disolviendo los componentes en 3
mL de THF. La dosificacién se realizé mediante micropipeta y dejando evaporar al
aire durante 5 minutos entre deposiciones. En este caso, se observé que no hacia
falta aplicar vacio para conseguir los mismos resultados. Prescindiendo de esta
etapa, se ahorré un tiempo considerable en el proceso de fabricacién de los

microsistemas. El volumen total depositado fue de 40 pL.
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4.2.3.3. Evaluacion de variables quimicas e hidrodinamicas

Con el microsistema estructuralmente optimizado y habiendo verificado también
que la composicion de disolucién acondicionadora usada en el dispositivo
biparamétrico (Na2S0s+ 0.05 M a pH 3) era adecuada para el microsistema
triparamétrico, se procedié a evaluar, mediante un proceso de optimizacién
univariante, los parametros hidrodinamicos del sistema analitico. El objetivo era
llegar a un compromiso entre un adecuado rango de trabajo lineal de los ESIs, una
buena sensibilidad de las medidas analiticas, una buena estabilidad de la linea
base, un bajo consumo de reactivos y una adecuada frecuencia de analisis. Este
proceso de optimizacion se llevé a cabo con un montaje experimental como el
mostrado en la figura 4.3, compuesto por bombas peristalticas y valvulas de
Iinyeccion manual convencionales, en lugar de usar el montaje experimental
automatizado (Figura 4.17). Este ultimo se utilizara tras optimizar todos los
parametros.

Asi, el volumen de inyeccion de la muestra fue testado entre 25 y 580 uL, fijando
arbitrariamente un caudal para los canales de las disoluciones portadora (donde se

inyectan las disoluciones estandar o la muestra) y acondicionadora de 400 uL. min-'.
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Figura 4.24. Resultados de la optimizacién del volumen de inyeccién para el electrodo selectivo de
potasio (A), cloruro (B) y nitrato (C).
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Los resultados mostraron que volimenes de inyeccién bajos disminuian la altura
de pico y aumentaban el LD, mientras que volimenes de inyeccion muy altos
apenas mejoraban las caracteristicas analiticas de los ESIs pero aumentaban
considerablemente el tiempo de analisis y por ende el consumo de reactivos. Para
consumir menos muestra y reactivos manteniendo unas alturas de pico aceptables,

se escogi6 un volumen de inyeccién de 100 pL.

Por su parte, el caudal del canal de las disoluciones portadora y acondicionadora
fue testado entre 200 y 1000 uLL min! (manteniéndose siempre a 100 ul min! el de
la disolucién auxiliar de 0.1 M KCl). En esta experiencia el volumen de inyeccién se
f1j6 en 100 pL.
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Figura 4.25. Resultados de la optimizacién del caudal para el electrodo selectivo de potasio (A),
cloruro (B) y nitrato (C).

Atendiendo a los resultados obtenidos (Figura 4.25), no se apreciaron diferencias
significativas en cuanto a altura de pico y sensibilidades a diferentes caudales. La
diferencia radicé en que a caudales bajos el tiempo de andlisis era realmente muy
alto, mientras que a caudales elevados, concentraciones muy bajas de los analitos

podian ser dificiles de determinar, debido al poco tiempo de residencia del analito
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en la camara de deteccién, y el consumo de reactivo se incrementaba. Por lo
argumentado, se escogié un caudal de 400 pulL min?! tanto para el canal de la
disolucién portadora como para el de la acondicionadora. Con estas optimizaciones
se consiguieron reducir considerablemente el caudal y el volumen de inyeccién con
respecto al microsistema antecesor, logrando adecuarse mas a los requerimientos
marcados por la ESA. Sin embargo, como se puede observar, estas variables
hidrodinamicas pueden ser adaptadas en funcién de nuevas necesidades o

requerimientos puntuales sin verse comprometida la robustez del microsistema.

Una vez optimizado todo el sistema se procedié a evaluar el efecto de los posibles
iones interferentes, de forma analoga a como se realizd6 para el microsistema
biparamétrico (§4.1.3.4.). No se evalué la influencia de potenciales compuestos
interferentes sobre el electrodo de cloruro (basicamente I, Br y CN-)%2 ya que no se

espera la presencia significativa de estos en las muestras de agua a analizar.

Tabla 4.5. Coeficientes de selectividad potenciométricos calculados, logKi;*°t, para los electrodos

selectivos de K* y NOs  usando el método de interferencia fija.

Interferente (j) para el electrodo Interferente (j) para el electrodo

logKi,jpot logKi,ret
selectivo de K* selectivo de NOs-
Na+* -3.50 HCOs -2.22
NH 4+ -1.24 Cl- -1.59
Caz* -3.95
Mg?+ -3.92

Los coeficientes de selectividad potenciométricos (Kit) obtenidos (Tabla 4.5)
fueron similares, como era de esperar, a los calculados para el microsistema
biparamétrico. Como ya se discuti6é en aquella ocasion, el inico i6n potencialmente
interferente del sistema analitico es el cloruro, incrementado la sefial del electrodo
selectivo de nitrato, ya que en las muestras de agua a analizar se presenta en
concentraciones elevadas, a diferencia de lo que ocurre con el i6n NH4*, y no puede
ser eliminado de la matriz, mediante cambio de pH o enmascarandolo (sin provocar
la aparicién de precipitado), como ocurre con el i6n HCOs. Sin embargo, la
integracion del electrodo selectivo de cloruro y la informacién que proporciona,
permite eliminar esta interferencia, ademéas de conocer la concentracién de CI,
mediante la aplicacion de la siguiente expresion matematica derivada de la

ecuacién de Nikolskii-Eisenman:23.31.52
E =a + b log {{NO3s] + Kij;rot [CI]} (Ecuacion 4.1)

Como se puede apreciar, esta expresion incluye dentro del término de
concentracién aparente de nitrato, la concentracion real de nitrato mas el termino
que tiene en cuenta el efecto interferente del i6n cloruro (o de cualquier otro

compuesto interferente). De esta manera, conociendo Kiot y la concentracién de
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16n cloruro en la muestra, es posible calcular la concentracion de nitrato. Sin
embargo, como el valor de Kip°t no es una constante termodinamica, sino que
depende de las condiciones de trabajo como, por ejemplo, la concentraciéon del 16n
interferente usada para calcular su valor o el estado en el que se encuentra la
membrana sensora, siempre se cometerd un pequefio error al asumir este
coeficiente como una constante. En el caso de este trabajo, la concentraciéon que se
usé para calcular el coeficiente de selectividad fue de 350 mg Lt de CI- (0.01 M), del
orden de las esperadas en las distintas muestras de agua a analizar segun los
requerimientos de la ESA (Tabla 4.1). En este sentido, el valor promedio de
coeficiente de selectividad potenciométrico obtenido después de tres experimentos
(n =3, 95 % confianza) fue 0.026 = 0.003. De esta manera, la expresién matematica

para determinar la concentracion de nitrato, tomd la siguiente forma:
E =a +Dblog {{NOs]+ 0.026 (+ 0.003) [CI]} (Ecuacién 4. 2)

4.2.4. Sistema de flujo automatizado

Con la finalidad de miniaturizar y automatizar el montaje experimental para
reducir el consumo de reactivos y muestra, se implement6 un sistema hibrido que
combina diferentes microbombas y microvalvulas solenoides y una microbomba
peristaltica, gestionadas mediante un controlador (FlowTest™), De esta manera, se
pudo programar una secuencia de dilucién por multiconmutacién que permitid
obtener, en linea, todas las disoluciones estandar necesarias para realizar un
proceso de autocalibracién. Para ello se parti6 de una Unica disolucién madre
concentrada que contenia los tres analitos a determinar. Ademas, la
automatizacion de todo el proceso de analisis evité la necesidad de disponer de un
operario para preparar las disoluciones o accionar el sistema de inyeccién,
aumentando asi su autonomia, tan necesaria en la aplicacién final.

Inicialmente, debido a su sencillez, se decidié escoger un sistema multibomba
basado, inicamente, en microbombas solenoides en combinacién con microvalvulas
solenoides, para llevar a cabo tanto el proceso de dilucién por multiconmutacién
como el de gestién de fluidos en general. Sin embargo, el hecho de generar un flujo
pulsante no hace a las microbombas solenoides buenas candidatas para ser usadas
en secuencias estrictas de dilucién, donde la estabilidad del caudal es determinante
en la repetitividad de la dilucién conseguida. Por este motivo se decidi6 utilizar una
microbomba peristaltica que proporciona un caudal méas continuo y uniforme en el
canal donde se llevan a cabo las diluciones por multiconmutacion.

Una vez seleccionado el sistema de gestiéon de fluidos miniaturizado a utilizar
(Figura 4.17), se procedi6 a verificar si la implementacion del subsistema de
autocalibracion era realmente efectiva. La premisa de este subsistema fue la de

usar unicamente una disolucion estandar madre que contuviera todos los analitos a
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determinar (potasio, cloruro y nitrato). Teniendo presente que el cloruro es un
interferente de la respuesta del electrodo selectivo de nitrato, al calibrar el sistema
con disoluciones estandar con concentraciones de todos los analitos en el mismo
orden de magnitud podrian introducirse pequenos errores en las medidas. A pesar
de que si se tienen en cuenta los valores de Kij;*t obtenidos, una relacién de analito-
interferente 1:1 no deberia provocar una alteracion significativa de la sefal, se
decidi6 verificarlo experimentalmente. Para ello, se realizaron dos calibrados con el
electrodo selectivo de nitrato, usando disoluciones estandar de nitrato preparadas
manualmente, por dilucién sucesiva, sin cloruro y con cloruro, teniendo estas
ultimas la misma concentracién de NOs y Cl-. El montaje experimental usado para
esta experiencia fue el mismo que el usado durante el proceso de optimizaciéon de
las variables hidrodinamicas (§4.2.3.3.). La figura 4.26 muestra como,
efectivamente, no hubo diferencias significativas en términos de alturas de pico o
de respuesta del ESI entre ambos calibrados. El Na* seria también un ligero
interferente del electrodo selectivo de K*, pero el calculo del coeficiente de
selectividad dejo claro que para una relacién molar (1:1), no existe tal interferencia.
Por todo esto, quedd verificado que se pueden usar disoluciones estandar mixtas

para realizar el proceso de autocalibrado.
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Figura 4.26. Curvas de calibrado por triplicado (n = 3, 95 % confianza) del sensor de nitrato usando

disoluciones estandar con o sin cloruro.

A vpartir de los resultados obtenidos, la disolucién madre concentrada fue
preparada conteniendo 630 mg L1 K*, 657 mg L' Na*, 1000 mg ! Cl-y 1000 mg
L1 NOs. Se fij6 esta composicion teniendo en cuenta que el valor de concentracién
mas alto permitido por la ESA es de 1000 mg L Cl-y que hay que respetar una
relacién analito-interferente 1:1 en cada disolucién estandar. Estos valores de
concentraciones fueron los que determinaron los LSRL para cada ESI. El LIRL, sin
embargo, dependié de la disolucién estandar mas diluida que fuera capaz de
preparar el subsistema de multiconmutacién con la precisiéon requerida y de las

caracteristicas de respuesta intrinsecas de cada ESI.
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Diferentes parametros instrumentales, como el tiempo de inyeccién (que a un
caudal fijo determina el volumen de inyeccion) y el minimo tiempo de actuaciéon de
la microvalvula, deben ser tenidos en cuenta a la hora de configurar la secuencia de
dilucién del proceso de autocalibracién por multiconmutacién. La precision de la
dilucién vendra determinada entonces por la precisiéon de la microvalvula en la
conmutaciéon (paso de “on” a “off” y viceversa) y por la estabilidad del caudal
proporcionado por la microbomba (por este motivo se eligié una microbomba
peristaltica en lugar de solenoide). En este sentido, la mayor velocidad de
conmutacién posible de la valvula, fijada en sus especificaciones y verificada en
distintos trabajos, es de 100 ms.53:54

En sistemas de multiconmutacién, la inyeccién de la muestra se hace por tiempo y
no por volumen. Esto quiere decir que el volumen inyectado de disolucion estandar
o muestra no viene definido por un bucle de tubo cilindrico de longitud
determinada (VI =L -1 - r?), sino por el tiempo que fluye la disolucién a un caudal
determinado (VI = Q - t). Con la finalidad de facilitar las secuencias de dilucién
para poder trabajar con nimeros multiplos de 0.1 s (el tiempo de actuacion de la
valvula) y poder tener un rango lineal adecuado para cubrir todas las
concentraciones requeridas por la ESA de los iones a analizar, se tomaron los
valores previamente optimizados de volumen de inyeccién y de caudal y se
adaptaron al sistema de multiconmutacién. De esta manera, se usé un caudal de
350 pLL min! (en lugar de 400 pLL min!) y un volumen de inyeccién de 117 pL (en
lugar de 100 pL). Estos ultimos cambios vinieron determinados por haber escogido
20 s de tiempo de inyeccién. En la tabla 4.6 se pueden observar las diferentes

disoluciones estandar utilizadas y el proceso de dilucion para generarlas.

Tabla 4.6. Secuencias de dilucién por multiconmutacién para generar las disoluciones estdndar a
partir de la disolucién madre de 630 mg L1 K*, 1000 mg L't Cl- and 1000 mg L't NOs-.

Disolucién estandar (mg L) Tiempode  Tiempo Tiempo Factor
inyeccion “on” (dis. “off” Ciclos o

K+ Ccr NOy ©) madre) (s)  (agua) (s) dilucién

3.2 5 5 20 0.1 19.9 1 200

6.3 10 10 20 0.1 9.9 2 100

12.6 20 20 20 0.1 4.9 4 50

31.5 50 50 20 0.1 1.9 10 20

63 100 100 20 0.1 0.9 20 10

126 200 200 20 0.1 0.4 40 5

315 500 500 20 0.1 0.1 100 2

630 1000 1000 20 20 0 1 0

Como se puede observar, el rango de concentraciones de las disoluciones estandar
preparadas fue desde 630 mg L' K*, 1000 mg L' CI' y 1000 mg L' NOs (para el
caso en el que durante los 20 s del tiempo de inyeccién se inyecta solamente la

disolucién madre concentrada, sin haber dilucién alguna), hasta 3.2 mg L1 K*, 5
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mg L1 Cl' y 5 mg L1 NOs (para el caso en el que la disolucién madre se inyecta
unicamente 0.1 s y los 19.9 s restantes se inyecta agua). Como se puede observar,
con los parametros seleccionados se pudieron alcanzar diluciones de hasta 200
veces la concentracion inicial. Sin embargo, como se demostrara mas adelante en
estudios de repetitividad (§4.2.5), no se pudo obtener una buena precisién en
diluciones extremas. Probablemente, esto fuera debido, al menos en parte, a
problemas de mezcla provocados por la naturaleza intrinseca del proceso de
segmentacién utilizado como método de dilucién.

El sistema de gestion de fluidos implementado no solo consistié en el subsistema de
dilucién por multiconmutaciéon. La figura 4.27 muestra, a modo de ejemplo, la
secuencia de funcionamiento de cada uno de los actuadores fluidicos (microbombas
o microvalvulas) en diferentes etapas. Asi, el paso 1 corresponde al llenado de la
disolucién madre hasta Vi, el paso 2 al llenado de H20 hasta Vg, el paso 3 al
llenado de la muestra hasta Vz y el paso 4 al llenado de H20 hasta V3. Para llenar
el microsistema con la disolucién acondicionadora, portadora y auxiliar, para
estabilizar la linea base, se realiza el paso 5. Para inyectar una disolucién
estandar 100 veces mas diluida que la madre, se realiza la siguiente secuencia de
dilucién (paso 6): dos ciclos de 0.1 s de disolucién madre y 9.9 s de agua en 20 s de
VI). Para inyectar la disolucién estandar mas concentrada, se inyecta la madre

durante los 20 s sin ninguna dilucién (paso 7). En el paso 8, se inyecta la muestra.

A KCI0.1 M

Na,SO, 0.05M a pH 3
Muestra

H,O

Disolucién madre

| | |
'pasol| paso2 jpaso3; paso4 !paso5| paso6 | paso7 | paso8 |
Figura 4.27. A) Esquema del montaje experimental (Figura 4.17), repetido para mejorar la

V2 g i i [] |
o N s s N 11111 A AT
s, A

comprensién de la explicacién: (D) desecho. B) Secuencia esquemética de cada elemento fluidico: (on)
12 V son aplicados al elemento para accionarlo; (off) 0 V son aplicados al elemento para desactivarlo;
(Vx) microvalvula solenoide de 3 vias; (BSx) microbomba solenoide; (BP) microbomba peristaltica.

Tener presente que la duracién de cada paso no es necesariamente la misma.

110



Capitulo 4

Finalmente, para verificar que el sistema automatico de dilucién por
multiconmutaciéon funcionaba correctamente y generaba las disoluciones con la
concentracién deseada, se realiz6 una comparacién entre la inyeccién de una
disolucién estandar de 63 mg L1 K*, 100 mg L' Cl- y 100 mg L NOs, preparada
manualmente, y otra obtenida automaticamente. Los resultados (Figura 4.28)
mostraron que no habia diferencias significativas entre las sefiales obtenidas para
ambas disoluciones, siendo estas diferencias inferiores al 2 %. Asi, se corroboré el
buen funcionamiento de todo el montaje experimental miniaturizado integrado

alrededor del microsistema desarrollado.

300
250 Hechas manualmente Hechas por multiconmutacién
200 A
z
~— 150 +
8
2
@ 100
o
o
o WW/
—— Electrodo de K*
0 1 —— Electrodo de CI
—— Electrodo de NO,

0 500 1000 1500 2000 2500
Tiempo (s)
Figura 4.28. Comparacién entre disoluciones estandar hechas manualmente y disoluciones estandar

hechas autométicamente mediante una secuencia de dilucién por multiconmutacién.
4.2.5. Caracteristicas analiticas del sistema

Se determinaron las caracteristicas analiticas del microsistema propuesto
mediante calibrados sucesivos usando disoluciones estandar obtenidas en linea,
mediante la secuencia de dilucion automatica por multiconmutacion, a partir de
una disolucién madre de 630 mg L1 K*, 1000 mg L* CI' y 1000 mg L* NOs. La
figura 4.29 muestra, para uno de los calibrados, el registro de la sefal y su
correspondiente curva de calibracién para cada uno de los ESI. Las ecuaciones de
Nernst obtenidas (a partir de 3 calibrados obtenidos en tres dias consecutivos, por
triplicado cada punto) fueron E = 275 (£2) + 56 (+ 1) log [K*] con r2=0.9991, E = -227
(*2) - 56 (= 1) log [C]] con r2=0.9990 y E = -251.0 (+3) - 59 (= 1) log {{[NO3s] + 0.026
(£0.003) [CI]} con r2=0.9990. Los rangos de trabajo fueron de 6.3 a 630 mg L, de 10
a 1000 mg L' y de 10 a 1000 mg L para los electrodos selectivos de potasio,
cloruro y nitrato, respectivamente. Hay que tener presente que estos rangos de
trabajo obtenidos estaban limitados por el proceso de dilucion por
multiconmutaciéon utilizado y no por la respuesta de los electrodos en si.

Si los electrodos se calibraban con disoluciones estandar mixtas de K+, Cl-y NOs

111



Capitulo 4

preparadas manualmente, los rangos lineales de trabajo se incrementaban siendo
de 1 a 5000 mg L1, de 6 a 2300 mg L' y de 10 a 4000 mg L! para los electrodos

selectivos

de potasio, cloruro y nitrato, respectivamente, pudiendo llegar a
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Figura 4.29. Registros de la sefial y curvas de calibrado obtenidas por los ESIs del microanalizador
usando disoluciones estdndar obtenidas mediante dilucién por multiconmutacién de la disolucién
madre mixta. (A y B) electrodo de potasio, disoluciones de K+ de 3.15 mg L't (a), 6.3 mg L1 (b), 12.6
mg L1 (c), 31.56 mg L1 (d), 63 mg L1 (e), 126 mg L1 (f), 315 mg L! (g) and 630 mg ! (h). (C y D)
electrodo de cloruro, disoluciones de Cl- de 5 mg L (a), 10 mg L* (b), 20 mg Lt (c), 50 mg L1 (d), 100
mg L1 (e), 200 mg L1 (f), 500 mg L1 (g) and 1000 mg L1 (h). (E y F) electrodo de nitrato, disoluciones
de NO3  de 5 mg L1 (a), 10 mg Lt (b), 20 mg L (¢), 50 mg L1 (d), 100 mg L (e), 200 mg L1 (f), 500 mg
L1 (g) and 1000 mg L1 (h).
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concentraciones mas altas. En cuanto a los limites de deteccion (n = 3, 95 %
confianza), de acuerdo con las recomendaciones de la IUPAC,3% fueron 0.5 + 0.1 mg
L1 para potasio, 2.2 + 0.4 mg L para cloruro y 3.0 + 0.7 mg L! para nitrato. Todos
los LIRL, y por supuesto los LD, se encontraron por debajo de las concentraciones
maximas permitidas por los estandares de calidad de la ESA en aguas recicladas
que, en el caso mas restrictivo (agua de consumo), son de 12, 200 y 25 mg L1 de i6n
potasio, cloruro y nitrato, respectivamente (Tabla 4.1).

La repetitividad del sistema fue estudiada (Figura 4.30), mediante sucesivas
inyecciones (n = 10) de diferentes disoluciones estandar obtenidas por dilucién
mediante multiconmutacién de la disolucién madre, con el objetivo de encontrar el
maximo de dilucién que el microsistema podia alcanzar obteniendo valores de
alturas de pico con coeficientes de variacién inferiores al 5 %. Para ello se
prepararon automaticamente y fueron analizadas una disolucion estandar 50 veces
mas diluida que la inicial (12.6 mg L-* K*, 20 mg L' Cl' y 20 mg Lt NOs’), una 100
veces mas diluida que la inicial (6.3 mg L' K*, 10 mg L' Cl' y 10 mg L'* NOs3’) y otra
200 veces mas diluida que la inicial (3.2 mg L't K*, 5 mg L't Cl' y 5 mg L. NOs).

200

=
al
o

Potencial (mV)
=)
o

501 —— 63y123mg LK’

—— 20y10mgLtcr
—— 20y10mgL" NO,

0 1(;00 20'00 30'00 40'00 5000 6000

Tiempo (s)
Figura 4.30. Registro de la sefial de 10 inyecciones consecutivas de dos disoluciones estandar
obtenidas por dilucién automatica (factor de dilucién 50 y 100) de la disolucién madre, preparadas con

el objetivo de calcular la repetitividad del microsistema.

Los CV % de las alturas de pico fueron 6.0 % (3.2 mg Li'1), 2.5 % (6.3 mg Li'') y 1.2 %
(12.6 mg L) para el electrodo selectivo de potasio, 13.8 % (5 mg L1), 3.8 % (10 mg
LYy 1.5 % (20 mg L) para el electrodo selectivo de cloruro y 3.4 % (5 mg L), 2.5
% (10 mg L) y 1.4 % (20 mg Li') para el electrodo selectivo de nitrato. Dado que la
repetitividad de las disoluciones estandar obtenidas diluyendo 200 veces la
concentracién inicial no fue muy buena, el LIRL para cada ESI se estableci6 a
partir de la disolucién estandar diluida 100 veces con respecto a la madre inicial,
esto es a partir de 6.3 mg L1 K*, 10 mg L1 Cl' y 10 mg L' NOs-,
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La reproducibilidad del microsistema fue, también, testada a partir de cinco
calibrados realizados a lo largo de los primeros 10 dias de vida del dispositivo
analitico (Figura 4.31). Se obtuvieron sensibilidades promedio de 58, -56 y -61 mV
déc.! con valores de CV de 4 %, 2 % y 3 % para el electrodo selectivo de potasio,
cloruro y nitrato, respectivamente, demostrandose la reproducibilidad del sistema

analitico completo.
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Figura 4.31. Curvas de calibracién obtenidas a lo largo de 10 dias para cada uno de los ESIs, (A)

potasio, (B) cloruro, (C) nitrato, con el fin de calcular la reproducibilidad del microsistema.

Con la configuracién del microsistema propuesta y una vez optimizados los
parametros quimicos e hidrodinamicos, se consiguié una frecuencia de andlisis de
12 muestras h!, con un consumo total de 1.8 ml de reactivos y muestra por
analisis. El tiempo de vida util del microanalizador fue, al menos, de 9 meses. Estos
resultados mostraron la potencialidad y la robustez del microanalizador para ser
usado en la aplicacién para la que fue diseniado. Si fuera necesario, el consumo de
muestra y reactivos se podria reducir hasta un 50 % suprimiendo el canal de KCl
que fluye sobre el electrodo de referencia y reduciendo a la mitad los tamanos de
las camaras de deteccion de los ESIs. Pruebas previas realizadas introduciendo
estas modificaciones han confirmado dichas previsiones y con ello el margen de

mejora existente en relacién a la reduccion del consumo de reactivos y muestra.
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4.2.6. Analisis de muestras sintéticas

Debido a dificultades logisticas, relacionadas con el procesado y envio de las
muestras (solo disponibles al finalizar la campafia anual), en esta parte del trabajo
no se pudieron analizar muestras reales de agua reciclada, procedente de la
estacion Concordia situada en la Antartida. En su defecto, se prepararon unas
muestras sintéticas con una matriz lo mas parecida posible a la de las muestras
reales. Asi, se prepararon muestras de concentraciones variables de K*, Cl y NOs-
con la finalidad de explorar los limites del microsistema (especialmente cuando la
concentracién de Cl- era mucho mayor que la de NOsz’) mientras que se mantuvieron
constantes los valores del resto de la matriz, que consistiéo en 0.7 mg Lt NH4*, 0.8

mg L1 Naty 7 mg ! SO42. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.7.

Tabla 4.7. Valores promedio de concentracién en mg L1 (n = 3, 95 %) del andlisis de muestras de

agua sintéticas usando el microsistema propuesto.

Potasio Cloruro Nitrato
Muestra % % %
Anadido Encontrado Rect Anadido Encontrado Rec Anadido  Encontrado Rec
1 32 32.0+£1.0 100.1 14.3 14.5+0.2 101.3 25 25.8+0.9 103.1
2 6.3 6.5+0.4 102.8 0" - - 10 10.3+0.5 103.4
3 32 32.3+2.6 100.9 264 262.6 +£2.9 99.4 25 244+13 97.5
4 63 62.56+1.1 99.2 28.6 28.5+1.2 99.7 50 49.8+2.3 99.6
5 10.2 10.3+0.2 100.8 18.2 18.3+0.5 100.7 13.3 13.5+1.2 101.3
6 4" - - 18.2 17.9+0.4 98.1 2.9
7 7 6.9+£0.2 98.9 18.2 18.1+0.8 99.5 7.8
8 9.6 9.5+0.7 98.7 188.2 185.7+ 3.1 98.7 11.8 11.5+0.9 97.1
9 15.8 15.6 £ 0.5 98.8 100 97.5+5.2 97.5 25 242+1.2 96.9
10 12.6 12.1+0.7 96.0 200 196.2 £ 6.6 98.1 20 19.6+1.5 97.8
11 630 640.5+11.4 101.7 1000 1012.0£17.4 101.2 1000 1010.2+18.4 101.0

1% recuperacién.Valores por debajo del rango lineal del electrodo bajo las optimizaciones fijadas

Como se puede observar, los resultados mostraron una buena correlacion entre las
concentraciones preparadas y las medidas para cada analito, presentando
recuperaciones entre el 96.0 % y el 103.4 %. Esto corroboré la superacion del efecto
interferente del cloruro sobre el electrodo selectivo de nitrato.

A pesar de haber cuatro muestras con concentraciones por debajo del rango lineal
de trabajo del correspondiente ESI (una para potasio, otra para cloruro y dos para
nitrato), estas concentraciones estaban muy por debajo de los valores de
concentracion maxima permitidos por la ESA para cada uno de los analitos
(recordemos 12 mg L K*, 200 mg L! Cl' y 25 mg L! NOsz), por lo que la
potencialidad del microanalizador desarrollado quedé confirmada.
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De esta manera queda confirmado que el microsistema analitico desarrollado
permite la determinacién simultdnea de iones potasio, cloruro y nitrato en aguas
recicladas, incluso cuando la concentracién de cloruro es mucho mas alta que la de

nitrato.
4.2.7. Otras aplicaciones del microsistema

A modo de inciso y con la finalidad de mostrar la potencialidad y versatilidad del
microsistema desarrollado, comentar brevemente que este fue aplicado,
satisfactoriamente, en colaboracién con Eva Arasa del GSB, al analisis de iones
potasio, cloruro y nitrato en extractos acuosos de suelos. En concreto, su funcién fue
verificar el buen funcionamiento de unas sondas de nutricion de suelos que se
estaban desarrollando en el grupo de investigacién con el objetivo de gestionar mas
eficientemente el proceso de fertilizacién en campos de cultivo. Puesto que el
contenido de este trabajo no forma parte de la presente tesis, no se profundizara

mas en el tema.
4.2.8. Conclusiones

En esta parte de la tesis se ha disenado, construido, caracterizado y aplicado un
microanalizador potenciométrico construido con la tecnologia de polimeros para la
determinacién simultanea de iones potasio, cloruro y nitrato. Este microsistema
analitico mejora las prestaciones y las caracteristicas del biparamétrico,
previamente presentado, integrando la determinacion adicional de i6n cloruro y
consiguiendo, gracias a ello, corregir matematicamente su interferencia sobre el
electrodo selectivo de nitrato. Ademas, se ha integrado un sistema miniaturizado y
automatico de gestiéon de fluidos, controlado por ordenador, que incorpora
microbombas y microvalvulas. También, ha sido demostrada la compatibilidad de
la pasta de Ag/AgCl, desarrollada ad hoc para el sustrato polimérico usado (COC),
verificandose su utilidad para la fabricacién de electrodos de referencia de Ag/AgCl
y electrodos indicadores de 1i6n cloruro. Todas estas caracteristicas y la
optimizacion del disefio del microsistema han permitido la consecuciéon de un
microanalizador mas pequefo y ligero con un sistema de gestion de fluido
compacto, miniaturizado y completamente automatizado que permite reducir el
consumo de muestra y reactivos y trabajar de forma auténoma, sin participacién de
los tripulantes, cumpliendo asi los requisitos establecidos por la ESA para su uso
en misiones espaciales tripuladas.

Asi mismo, la configuracion de la plataforma microfluidica desarrollada y el
proceso de integracion de los sensores potenciométricos es de aplicacion general y
permite la integracion de membranas sensoras selectivas a un amplio abanico de

parametros.
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4.3. Microsistema  potenciométrico basado en la
integracion de una etapa de difusion gaseosa para la

monitorizacion de i6n amonio

El 16n amonio es considerado por la ESA como uno de los parametros indicadores
clave para estimar el correcto funcionamiento del sistema de reciclado de agua. La
1mportancia de este compuesto radica en que aparece como producto de la hidrdlisis
de la urea excretada por la orina de los tripulantes®556 y a su vez es el precursor del
proceso de nitrificacion, convirtiéndose finalmente en nitrato mediante la accion de
bacterias nitrificantes.0

Entre los numerosos sistemas reportados en la bibliografia para determinar
amonio, aquellos que explotan la separaciéon de este en forma de amoniaco,
mediante su difusién a través de una membrana hidréfoba, son los que presentan
una mayor selectividad. Entre todos estos sistemas, tanto si la deteccion es
potenciométrica como si es Optica, la respuesta esta exenta de los posibles
compuestos interferentes que pudieran estar presentes en la matriz de la
muestra.?55762 En estos trabajos se han usado membranas hidréfobas de
materiales como politetrafluoroetileno (PTFE)575862 o fluoruro de polivinilideno
(PVDF).2557.59-61 Sin embargo, las membranas de este ultimo material son las que
han demostrado una mayor resistencia mecanica y una mayor transferencia de
analito.?>

Ya existen algunos sistemas de flujo en continuo para la determinaciéon de amonio
usando membranas de difusiéon de gas y deteccién potenciométrica.2558.63-65 Sin
embargo, estos montajes experimentales no cumplen con los requerimientos de la
ESA en lo relativo a potencial de miniaturizacion y automatizacién. Cabe recordar
que para la aplicacién propuesta es necesario un elevado nivel de integracién y
robustez, un tamano y peso de la instrumentacién reducido y la posibilidad de
monitorizar on-line la concentraciéon de amonio en condiciones desatendidas. Con el
objetivo de desarrollar un dispositivo que cumpliera estos requisitos, se decidid
utilizar la tecnologia de polimeros, usando COC como sustrato, ya que su proceso
de fabricacién permite, de un modo simple, la integracién monolitica de membranas
poliméricas de difusion gaseosa. En contraposicion, la tecnologia LTCC no permite
dicha integracion debido a la incompatibilidad de la naturaleza polimérica de la
membrana de difusién gaseosa con las altas temperaturas alcanzadas durante el
proceso de sinterizado final.20

Por todo ello, el ultimo microanalizador que se presenta dentro de este capitulo,
dedicado al desarrollo de microsistemas para la monitorizacion de indicadores de
calidad en procesos de reciclado de agua en misiones espaciales tripuladas, es un
microanalizador potenciométrico robusto y altamente selectivo fabricado en COC

para la determinacién de ién amonio. El microsistema analitico integrara la
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microfluidica, un médulo de difusion gaseosa y el sistema de deteccién en un tinico
sustrato monolitico de tamafno comparable a una tarjeta de crédito. El médulo de
difusiéon gaseosa estara compuesto por una membrana hidréfoba de PVDF. El
sistema de deteccion potenciométrico estara basado en un electrodo selectivo de 16n
amonio de membrana polimérica y un electrodo de referencia de Ag/AgCl
serigrafiado. El prototipo sera aplicado al analisis de muestras reales procedentes
de la planta de tratamiento de agua de la estacion de pruebas Concordia, ubicada
en la Antartida. Ademas, su funcionamiento seria testado en condiciones de

microgravedad, obteniéndose en ambos casos resultados altamente prometedores.

4.3.1. Materiales y reactivos

El dispositivo fue fabricado usando placas y laminas de COC compradas a Topas
Advanced Polymers (Florence, KY, EEUU) en diferentes grados y grosores: placas
Topas 5013 de 1 mm de grosor y laminas Topas 8007 de 25 y 50 um de grosor.

Se utiliz6 una membrana hidréfoba de PVDF de 0.45 pym de tamafno de poro
(Millipore, EEUU) para separar el analito de la matriz de la muestra por difusion
gaseosa.

El soporte conductor solido del electrodo selectivo de i6n amonio de membrana
polimérica se preparé con la misma resina epoxi-grafito utilizada anteriormente
(§4.1.1 y 4.2.1.), constituida por una mezcla al 50 % de grafito en polvo de 50 um de
tamafnio de particula (Merck, Alemania), 36 % de epoxi Araldite-M y 14 % de
endurecedor HR (ambos de Ciba Geigy, Espafia). Para este mismo uso se testé una
nueva tinta conductora de grafito: Electrodag PF-407A (Acheson, Francia). Para
fabricar el electrodo de referencia se usé la pasta de Ag/AgCl C2030812D3 (Gwent,
Pontypool, Reino Unido), utilizada previamente (§4.2.1.).

Para la preparacion de la membrana sensora de amonio se utilizé nonactina como
elemento de reconocimiento, adipato de bis(1-butilpentilo) (BBPA) como
plastificante, cloruro de polivinilo (PVC) como matriz polimérica y tetrahidrofurano
(THF) como disolvente volatil. Todos los componentes para preparar la membrana
sensora fueron adquiridos en Fluka (Barcelona, Espania).

Todos los reactivos usados para la optimizacion y la caracterizacion del
microsistema fueron de calidad analitica o superior. El Tris-(hidroximetil)
aminometano (Tris) fue adquirido en J.T. Baker (Holanda). El cloruro de amonio
(NH4CI), el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y el rojo de fenol fueron
comprados a Panreac (Barcelona, Espana). El hidréoxido de sodio (NaOH) fue
proporcionado por Fisher Chemical (Reino Unido). El cloruro de potasio (KCl) y el
acido clorhidrico al 36 % (H2SO4) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Barcelona,
Espana).
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La membrana polimérica selectiva de amono fue preparada siguiendo una
composicién previamente optimizada,'® mediante pesada y mezcla de 1 % del
elemento de reconocimiento, 65.5 % de plastificante BBPA, 33.5 % de PVC y 3 mL
de THF.

Todas las disoluciones fueron preparadas usando agua doblemente destilada o
Milli-Q. Las disoluciones estandar de NH4* usadas para calibrar el microanalizador
fueron preparadas por diluciones sucesivas de una disolucién madre de 5000 mg L!
NH4*. Como disolucién auxiliar para mantener el potencial del electrodo de
referencia constante, se us6 KCI 0.1 M. Como disolucién basica se us6é NaOH 0.1 M
con EDTA 0.001 M. El EDTA se introdujo para evitar la precipitacion, en el interior
de los canales microfluidicos, de los hidréxidos formados a partir de los metales que
pudiera contener la muestra, evitando asi posibles obturaciones. Esta disolucién
basica, mezclada con la muestra/disolucién estandar, constituyé la disolucién
donadora (de amoniaco). Como disolucion acondicionadora aceptora, para mantener
la fuerza i6nica constante y reconvertir el amoniaco en amonio, se usé un tampén
de Tris 0.01 M ajustado a pH 7.4 con HCI.

También, se preparo y utilizé una disolucion de rojo de fenol 0.0023 M para llevar a
cabo una serie de pruebas que requerian, durante el proceso de optimizacion, de la
monitorizacién visual del desplazamiento de los liquidos a través de los

microcanales del dispositivo analitico.

4.3.2. Montaje experimental

El montaje del sistema de flujo utilizado se puede observar en la figura 4.32.
Este consistié en una bomba peristaltica externa de 4 canales Gilson Minipuls® 3
(Wisconsin, EEUU) equipada con tubos de Tygon® (Ismatec, Wertheim, Alemania)
de 1.14 mm de didmetro interno y una valvula de inyeccién rotatoria de 6 vias
(Hamilton MVP, Reno, US). Mediante tubos de Teflon de 0.8 mm de diametro
interno (Scharlab, S.L., Cambridge, Inglaterra) se conectdé el microsistema a los
diferentes elementos externos. La adquisicién de la sefial y su procesado se llevaron
a cabo mediante un potenciémetro personalizado (TMI, Barcelona, Espana) y su
propio software. Gracias a la interfaz grafica de este, se pudo ver, en tiempo real, el

registro por la pantalla de un PC.

119



Capitulo 4

A a—
b —
¢ = 2
d — ~
e — 3

Figura 4.32. A) Diagrama esquematico de la plataforma microfluidica, del sistema de deteccién y del
montaje experimental: (a) disolucién auxiliar de KC1 0.1 M; (b) disolucién acondicionadora aceptora de
Tris 0.01 M a pH 7.4; (c) disolucién de NaOH 0.1 M + EDTA 102 M; (d) H2O como disolucién
portadora; (e) muestra/disolucion estandar; (P) bomba peristaltica; (V) valvula de inyeccién rotatoria
de seis vias; (D) desecho; (1) electrodo de referencia; (2) electrodo indicador; (3) Membrana de PVDF.
Color rojo: microcanales bajo la membrana de PVDF. Color azul: microcanales por encima de la
membrana de PVDF. B) Fotografia real del montaje experimental: (a) reactivos; (b) bomba
peristaltica; (c) valvula de inyeccién rotatoria de seis vias; (d) microanalizador desarrollado; (e)

desecho; (f) potenciémetro; (g) ordenador.

4.3.3. Diseno y optimizacion de la plataforma microfluidica

El microanalizador fue fabricado mediante la tecnologia de polimeros, usando como
sustrato COC. El disefio del microanalizador (Figura 4.33.A) estaba formado por
cinco capas con motivos mecanizados: 4 placas de 1 mm de grosor (Topas 5013)
(“a”, “c”, “g” e “1”) y otra de 50 um de grosor (Topas 8007) “e” y 4 laminas de 25 pm
(Topas 8007) previamente laminadas sobre cada capa de 1 mm, de manera que una
vez superpuestas y laminadas, constituyeron la estructura en tres dimensiones
deseada. Las dimensiones del microanalizador fueron 50.8 x 66.6 x 4.5 mm y su
peso total fue de 14 g. El prototipo presentaba 4 entradas y 2 salidas de liquidos
(Figura 4.32.A). Como se puede ver, a través de las dos primeras entradas se
introducen en el microanalizador la disolucién portadora (d), donde la

muestra/disolucién estandar (e) es inyectada, y la disoluciéon basica de NaOH (c).
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Aqui, ambas convergen en un punto de confluencia en forma de Y, dando lugar a la
disolucién donadora. Posteriormente, ambas disoluciones se mezclan a lo largo de
un micromezclador en forma de serpentin, formandose, en el medio basico,
amoniaco gas a partir del idn amonio presente en la muestra/disolucién estandar. A
continuacién, la disolucién donadora alcanza el médulo de difusién donde un canal
en forma de serpentin permite al amoniaco difundir a través de la membrana de
PVDF hacia la disolucién aceptora. Finalmente, el resto de la disolucion donadora
se lleva al desecho (Dz). Por su parte, la disolucion aceptora (b) de Tris 0.01 M a pH
7.4 recoge el amoniaco gas y lo convierte de nuevo en amonio. Esta disolucién
alcanza el detector, donde el analito es determinado, y finalmente es conducida al
desecho (Ds3). Con la finalidad de mantener en un valor constante el potencial del
electrodo de referencia,!® se impulsa continuamente una disolucién auxiliar de KCl

0.1 M a 100 pLL min? a través de la cuarta entrada de liquidos del microsistema (a),

(7% “ 9

Figura 4.33. A) Diseio por capas del microsistema. Las capas “c’ y “g” tienen motivos mecanizados

en ambos lados por bajo-relieve, en la parte superior en color negro y en la parte inferior en color gris.
B) Imagen del microsistema final: (a) conexiones fluidicas; (b) plataforma microfluidica; (¢) membrana
de PVDF; (d) electrodo de referencia; (e) cAmara de deteccidn; (f) electrodo indicador. C) Vista frontal
del diagrama esquematico de la camara de detecciéon: (1) capas poliméricas; (2) canales de
microfluidica; (3) film sellante; (4) membrana polimérica selectiva de i6n amonio; (5) resina epoxi-

grafito actuando como transductor.
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fluyendo a lo largo del canal donde esta serigrafiado el electrodo de referencia. Las
dimensiones de los canales fueron de 0.4 mm de ancho por 0.3 mm de alto y el
diametro de la camara de deteccién fue de 3.5 mm. Las dimensiones de los canales
en forma de serpentin del médulo de difusién fueron de 1 mm de ancho por 0.1 mm
de alto, con la finalidad de maximizar el area de contacto entre el gas generado y la
membrana de difusién de PVDF. El volumen muerto de la camara de deteccién y
del microsistema total fue de 15 y 110 uL,, respectivamente.

La resina de epoxi-grafito fue depositada, en la correspondiente cavidad
mecanizada por bajo-relieve (Figura 4.33.C), y curada a 40 °C durante 24 h.
Finalmente, su superficie fue pulida antes de la laminacion final del dispositivo.
Con posterioridad a esta, la membrana polimérica, selectiva a amonio, fue
depositada gota a gota en el interior de la cavidad definida sobre el soporte
conductor de epoxi-grafito y por debajo de los microcanales (Figura 4.33.0),
siguiendo un procedimiento optimizado previamente (§4.2.3.2.).

Finalmente, los conectores fluidicos fueron fijados sobre las entradas/salidas del

microanalizador mediante un soporte y tornillos (Figura 4.33.B).

Tomando la misma configuracién circular de entrada de liquido en la camara de
deteccion y la misma pasta de Ag/AgCl optimizada en las seccion anterior (§4.2.)
actuando como electrodo de referencia, en esta parte del trabajo se procedid a
optimizar el micromezclador, el médulo de difusién, el soporte conductor del ESI y

las variables hidrodindmicas del sistema.

4.3.3.1. Diseno del micromezclador

Si en cualquier microsistema analitico, una mezcla adecuada de los reactivos es
vital para conseguir una buena repetitividad y reproducibilidad en las medidas
obtenidas, en este caso en concreto aun lo es mas, para conseguir la conversién
total del amonio presente en la muestra a amoniaco. Dado que el fendémeno de
difusién en si no permite la transferencia del 100 % del amonio, si la mezcla no es
buena y no se convierte el maximo de amonio posible, se estaria repercutiendo
negativamente en las alturas de pico obtenidas y, por consiguiente, en el LD.

Para verificar la efectividad del micromezclador utilizado, disefiado atendiendo a la
experiencia del GSB en este tipo de elementos microfluidicos, se realizé un
experimento usando un indicador acido-base (rojo de fenol) que a pH por debajo de
6.8 presenta un color amarillo, mientras que a pH superiores a 8.4 presenta un
color violeta.%6 Utilizando el micromezclador que se muestra en la figura 4.34.A, se
introdujo por una de las entradas una disolucién de rojo de fenol 0.0023 M apH 6y
por la otra una disolucion de NaOH 0.0023 M. Mediante el seguimiento de la

evaluacion del color se pudo ver la dindmica resultante de la mezcla en el interior
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del micromezclador. Si al final del proceso de mezcla, el color observado era un
violeta homogéneo y constante, el mezclador tenia la longitud adecuada y realizaba
correctamente su funcién. Cada disolucién se impulsé a 400 pL min-! utilizando una

bomba peristaltica convencional.
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Figura 4.34. Detalle de la mezcla a lo largo del micromezclador en forma de serpentin. A) Disenio del
micromezclador con la porcién de imagen monitorizada. Flechas negras indican direccién de los
liquidos. B) Momento (t1) de la mezcla entre NaOH 0.0023 M y rojo de fenol 0.0023 M. C) Momento
(t2) de la mezcla.

Como se puede observar en dos momentos distintos del proceso de mezcla (Figura
4.34. By C), a lo largo de la primera fila en forma de serpentin se observd
alternativamente coloracién mas amarillenta y coloracién mas rosacea. Este hecho
respondia al patrén pulsante de entrada de ambas disoluciones y a que la mezcla
no se habia realizado correctamente ain. Sin embargo, a medida que la mezcla iba
avanzando a lo largo del micromezclador, se pudo apreciar como estas diferencias
de coloracién se iban atenuando hasta llegar al final del micromezclador, donde se
pudo observar siempre una coloracion violeta homogénea e invariable en el tiempo.
Esto demostré la efectividad del micromezclador utilizado y, por este motivo, se

escogid como mezclador éptimo para experimentos posteriores.
4.3.3.2. Configuracion del médulo de difusiéon de gas

Otro de los elementos clave del microanalizador presentado, en esta seccién, es el
moédulo de difusién gaseosa, que mediante una membrana permeable a gases
permitird separar el analito en forma de amoniaco gas de la matriz compleja de la
muestra, eliminando asi la mayor parte de las interferencias del ESI. Con la
finalidad de alcanzar las mejores caracteristicas analiticas del microanalizador,
diferentes elementos del mddulo de difusién fueron optimizados por completo.

En primer lugar se procedié a seleccionar la membrana de difusién propiamente
dicha. Como se ha comentado anteriormente, existen distintos trabajos reportados

en los que se usan membranas tanto de PTFE como de PVDF. Sin embargo, estas
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ultimas son las que demostraban una mayor resistencia mecanica y una mayor
transferencia de analito.?> Existe una amplia gama de membranas hidréfobas de
PVDF, con distinto tamafio de poro, en el mercado. A mayor entramado polimérico,
menor tamafio de poro y, por tanto, menor difusividad, pero a su vez, menor
posibilidad de paso de liquidos al aplicar cierta presiéon perpendicularmente a la
membrana. Teniendo esto en cuenta, se evaluaron tres membranas hidréfobas de
PVDF de 125 pm de grosor de la casa comercial Merck Millipore, con tamafnio de
poro de 0.22, 0.45 y 1 um (Figura 4.35), para determinar cual de ellas
proporcionaba mejores resultados en términos de difusividad y tiempo de vida ttil

de la membrana.

a

b C d
Figura 4.35. Diferentes membranas de PVDF testadas con: (b) 0.22 um, (c) 0.45 pm y (d) 1 pm de
tamarnio de poro. En (a) podemos ver el detalle del entramado polimérico que define el tamario de poro.

Para caracterizar las membranas en términos de durabilidad o tiempo de vida, se
disend y fabric6 un médulo de difusién intercambiable, en el que mediante tornillos
se encapsulaba la membrana, con la finalidad de poder sustituirla facilmente,
simplificando la realizacion de las distintas pruebas sin tener que construir un
modulo de difusion diferente cada vez (Figura 4.36). E1 médulo consistié en dos
capas de PMMA con un canal en forma de serpentin mecanizado en cada una de
ellas, de 100 pm de profundidad, 1 mm de ancho y una longitud arbitraria de 11
cm, de manera que cuando se solapaban con una membrana de difusién gaseosa
entre ellas, los canales quedaban también solapados, dando lugar a un canal que
actuaria de donador del analito gaseoso y otro que actuaria como canal aceptor del
analito.

Antes de caracterizar cada membrana, se cortaron con el tamafio deseado (se
comercializan en circulos de 47 mm de diametro) y se lavaron con agua para
eliminar cualquier particula que pudiera alterar la superficie. Realizando el lavado

con agua, se observ) de manera casual que ambos lados de una misma membrana
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Figura 4.36. A) Esquema del mddulo de difusion intercambiable disefiado y construido: (a) tapa
superior con sus correspondientes canales mecanizados; (b) membrana de PVDF; (c) capa inferior. B)
esquema del médulo ensamblado con las 2 capas superpuestas con la membrana en medio. C) imagen

real del médulo construido para realizar la caracterizacion de las distintas membranas testadas.

no mostraban el mismo comportamiento hidréfobo, a nivel de tensién superficial.
Como se puede observar (Figura 4.37), en un lado se formaban gotas discretas
mientras que en el otro se observaba la tendencia a formar una pelicula, a pesar de

que las especificaciones técnicas del fabricante no indicaban nada al respecto.

Figura 4.37. Imagen de ambos lados de una membrana de PVDF de 0.45 A) lado més hidréfobo; B)

lado menos hidréfobo.

Este fenémeno se observé en todas las membranas testadas y podria ser debido al
proceso de fabricacién de estas. Con la finalidad de constatar experimentalmente
este hecho, se realizaron medidas de angulo de contacto con agua sobre cada lado
de las distintas membranas testadas. La técnica utilizada fue la de medicién
directa, mediante un goniémetro, del angulo tangente en el punto de contacto
trifasico de un perfil de gota sésil.6” En la figura 4.38 se muestra, a modo de
ejemplo, las imagenes de los angulos de contacto del agua sobre ambos lados de una
membrana hidréfoba de PVDF de 0.45 um de tamafio de poro.

Los resultados fueron similares para las membranas con los otros dos tamafios de
poro. De esta manera se constaté que hay un lado mas hidréfobo que otro en todas
las membranas de PVDF (0.22, 0.45 y 1 um de tamano de poro) usadas, hecho que
podria dar lugar a que puntualmente una de las caras dejara pasar liquido, dejando

asi de ser util la membrana y reduciendo su tiempo de vida.
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Figura 4.38. Imagen mostrando los angulos de contacto de agua sobre los diferentes lados de una
membrana de PVDF de 0.45 um de tamano de poro; A) El lado mas hidréfobo (141°); B) El lado menos
hidréfobo (126°).

Con esta informaciéon adicional, se procedié a verificar el tiempo de vida de cada

membrana mediante el montaje experimental mostrado en la Figura 4.39.A.

A

ri | | > D

r2 ' a »D

Figura 4.39. A) montaje experimental de las pruebas de durabilidad de las membranas: (rl) reactivo
1 (rojo de fenol o NaOH segun el tipo de experiencia); (r2) reactivo 2 (rojo de fenol o NaOH); (a)
modulo de difusién (en rojo membrana de PVDF); (B) bomba peristaltica; (D) desecho; (M) microscopio
USB. B y C) Esquema de las distintas configuraciones testadas de entrada de flujo en el interior del
mébdulo de membrana. B) a contracorriente o distinto sentido de flujo; C) mismo sentido de flujo. (a)
entrada al canal del lado mas hidréfobo de la membrana; (b) membrana de PVDF; (c) entrada al canal

del lado menos hidréfobo de la membrana.

Con este ensayo, se pretendid verificar cuanto tiempo tardaba en permear liquido
de un lado al otro de la membrana, utilizando el cambio de color en colorantes
acido-base como indicador del inicio de dicho proceso. Asi, por uno de los canales
sobre la membrana, se impulsd una disolucién de rojo de fenol a pH 6 (recordemos
que por debajo de pH 6.8 presenta coloracion amarilla y por encima de pH 8.4
presenta coloracion violeta) y por el canal del otro lado de la membrana se impulso
una disolucion de NaOH 0.1 M. De esta manera, si a lo largo del tiempo se
observaba coloracién violeta en alguno de los canales, este hecho seria indicativo de

la aparicion de algiin poro en la membrana que pondria en contacto ambos liquidos,
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sefnalando el final del tiempo de vida de la membrana. El caudal utilizado para
cada canal fue de 800 pLL min! y mediante un microscopio USB (PCE
Instrumentation, Espana) conectado a un PC se monitorizé el experimento
continuamente. Se llevaron a cabo varios ensayos usando diferentes
configuraciones de entrada de flujo en el interior del médulo de membrana: con
distinto sentido de flujo (Figura 4.39.B) y con mismo sentido de flujo (Figura
4.39.C). Puesto que ambos lados de la membrana no se comportan igual, se colocé el
lado mas hidréfobo encarado al canal superior, identificado por ser el lado de las
cabezas de los tornillos (Figura 4.36.C). También se testaron las membranas en dos
condiciones: introduciendo los reactivos directamente en los canales o tras un
preacondicionamiento de 5 minutos dejando circular agua por los canales.

A modo de ejemplo de los resultados obtenidos, en la figura 4.40 se puede observar
las imagenes correspondientes al ensayo que se realizé usando una membrana de
0.45 um de tamano de poro, con una configuracion de entrada de los canales con
distinto sentido de flujo (Figura 4.40.A), con el lado de la membrana mas hidréfobo
hacia el canal del indicador acido-base y pasando agua durante 5 min previamente

al llenado de los canales con los reactivos.

A

NaOH

Canal superior Canal Inferior Canal superior Canal Inferior
(mas hidréfobo) (menos hidréfobo) (mas hidréfobo) (menos hidré6fobo)

Figura 4.40. Imagenes correspondientes al estudio de durabilidad de una membrana de 0.45 micras.
A) Direccion de las disoluciones en el interior del médulo de difusiéon en este experimento. B)
imégenes del inicio de la prueba, no hay paso de reactivos de un lado al otro de la membrana. C)
imagenes del final de la prueba donde se observa que a la salida del canal de la disolucién de rojo de
fenol (y entrada por el otro lado de la membrana de la de NaOH) la disolucién de NaOH permea,
haciendo virar el color del indicador.

Como se puede apreciar (Figura 4.40.C), al cabo de 4 horas y 30 minutos de haberse
iniciado el experimento, la disolucién de NaOH 0.1 M comenzo6 a permear del canal
situado en el lado menos hidréfobo de la membrana al mas hidréfobo. Se puede ver
que el viraje de color aparecié justo en el punto de entrada de la disolucién de
NaOH al médulo de difusién, coincidiendo con el punto de salida del colorante por
el otro lado (Figura 4.40.A). Cabria esperar que este hecho se debiese a una
perforacion de lado a lado de la membrana y debido a los sentidos de flujo de cada

disolucién (flechas de color rojo), hacian que no se viese cambio de color en el canal
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de la disolucién de NaOH. Sin embargo al probar una configuracién de entrada de
liquidos con el mismo sentido de flujo (Figura 4.41.A y C) se pudo constatar que lo
que ocurre no es la formacién de un agujero de lado a lado de la membrana, sino
que siempre la disolucién que se encuentra en el canal del lado menos hidréfobo
acaba pasando al otro lado, dando igual cual sea la disoluciéon que haya en cada
canal (Figura 4.41.E). De esta manera, tanto si la disolucién del colorante es la que
entra por el lado mas hidrofobo (Figura 4.41.A y B), como si lo hace la de NaOH
(Figura 4.41.C y D), la disolucion que acaba virando de color es la que se encuentra

en el lado mas hidréfobo. Este hecho ocurrid con todas las membranas testadas.
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(il s Lado mas hidréfobo
Canal superior Canal Inferior

(mas hidréfobo) (menos hidréfobo) No pa& \
il . ™ Paso
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~ d \\Ej ‘\‘\“,
rd >~ e
< IS e
N Y -~
™~ e @ /
~_ . 3 !
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Canal superior Canal Inferior
(méas hidréfobo) (menos hidréfobo)

Figura 4.41. Imagen probando el mismo sentido de entrada de flujo de los reactivos al mddulo de
difusiéon cambiando los reactivos de canal, una vez que la membrana ha dejado pasar liquido de un
lado a otro. A y C) distintas configuraciones de entrada de liquidos al médulo de difusién testadas. B
y D) iméagenes correspondientes a ambos lados del médulo de difusién con las configuraciones
experimentales escogidas. E) diagrama del fenémeno observado: los liquidos permean del lado menos

hidréfobo al otro lado, pero no ocurre el mismo fenémeno en el sentido contrario.

La posible explicacién a este hecho puede radicar en la diferencia de hidrofobicidad
de cada lado de la membrana, cosa que podria provocar que con el paso de los
liquidos, estos pudieran penetrar por los poros de la membrana del lado menos
hidréfobo pudiendo desplazarse al lado mas hidréfobo, pero por el contrario, el
camino en sentido opuesto no podria realizarse (o no tan facilmente) debido a la
mayor repulsién que ejerce ese lado de la membrana a los liquidos, fruto de su
mayor caracter hidréfobo (Figura 4.41.E).

En la figura 4.42 se muestran los resultados de tiempo de vida de cada membrana

en funcion del tamafo de poro y de si directamente se introducian los reactivos (A)
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o si se realizaba el preacondicionamiento con agua durante 5 minutos antes de
introducir los reactivos (B). Estos resultados corresponden a la serie de
experimentos realizados utilizando una configuracion de entrada de los reactivos al

modulo de difusion con distinto sentido (Figura 4.39.B).

25 800
A 20 ° B 7007 *
E a 600 -
é 15 é 500
S 10 . g 400 -
g % 300 - °
g 5. 2 200 -
100 - .
0 ‘ ; ‘ ‘ ® 0 : : : ‘ ;
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Tamafio de poro (um) Tamafio de poro (um)

Figura 4.42. Resultados de tiempo de vida de cada membrana en funcién del tamafio de poro: A)

pasando los reactivos directamente; B) pasando los reactivos después de pasar agua durante 5 min.

Como se puede observar a menor tamano de poro mayor tiempo de vida de la
membrana. También se puede constatar la necesidad de preacondicionar la
membrana con agua, ya que si no se hace, el tiempo de vida de estas se reduce
drasticamente. Esto puede ser debido a que cuando se preacondiciona con agua
durante 5 minutos, los poros de la membrana accesibles por el liquido son ocupados
por esta, cosa que, junto al caracter hidréfobo de la membrana, hace que los
reactivos tarden mas tiempo en ocupar estos poros para finalmente acabar
atravesando la membrana desde el lado menos hidréfobo al de mayor
hidrofobicidad.

Por su parte, se encontraron idénticos resultados a los observados recientemente
utilizando una configuracién de entrada de liquidos en el mismo sentido.

Cabe destacar que en las 48 horas que duro el experimento mas largo realizado, no
se observd ninguna perforacion de lado a lado de la membrana, tan solo el
fenomeno descrito con anterioridad.

De las diferentes pruebas realizadas se extrae que la cara menos hidrofoba en las
membranas tarde o temprano deja pasar disolucion. Por este motivo, en la
fabricacién del microsistema (Figura 4.33.B), la membrana se coloc6 con su lado
mas hidréfobo encarado hacia el canal de la disolucién donadora que contiene el
analito, NaOH y EDTA. De este modo, se evito la posibilidad de que el ESI pudiese
verse afectado negativamente por variaciones bruscas de pH debido al paso de

NaOH a través de la membrana.
Con el fin de indagar en este aspecto observado y descartar que se formara un

agujero en la membrana, se realizaron medidas de perfilometria para observar que

ocurria en el punto que se volvia permeable a liquidos unidireccionalmente.
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Figura 4.43. Medida de perfilometria de una membrana de 0.45 um de tamafio de poro en el punto
donde se observa el paso de liquido de un lado al otro. A) Gréafico perfilométrico obtenido que muestra
un aplastamiento de la membrana de unos 25 pm. B) Imagen de la membrana con la zona de la

medida resaltada en color rojo.

Como se puede observar (Figura 4.43), el hecho de presionar con tornillos las dos
piezas del médulo de difusion para evitar que hubiera fugas, provocé la aparicién
de un estampado negativo de los canales y las entradas de 25 um por cada lado de
la membrana. Puesto que el grosor de la membrana era de 125 pm, significaba que
en los bordes de los canales se producia una importante reduccién del grosor de
esta. La presién ejercida podria incluso llegar a seccionar la membrana o crear
microroturas, aunque este extremo no se ha observado en las pruebas hasta ahora
realizadas. En cualquier caso, para evitar que este problema llegase a planearse, se
realizaron distintas acciones. Por un lado se incorpord una capa adicional de COC
de 50 um (espesor equivalente al aplastamiento de la membrana) en el proceso de
fabricacién del microsistema final, con un hueco mecanizado para acoger la
membrana (Figura 4.33.A.e). La existencia de esta capa limité el aplastamiento de
las membranas, reduciendo el riesgo de troquelado de estas por parte de los bordes
de los canales. Otros puntos débiles de la membrana eran los ubicados en las
entradas y salidas de los canales en el médulo de difusién. La impulsién pulsante
de los liquidos o diferencias de caudal de las dos disoluciones a cada lado de la
membrana podian comprometer la integridad de esta. Para evitar este problema se
decidi6é desplazar los puertos de entrada y salida a cada lado de la membrana para
que no coincidieran en un mismo punto (Figura 4.44.B). Esta configuracion, al
requerir que cada entrada se encontrara con la membrana apoyada sobre una
pared de COC al otro lado, y no sobre un canal o una salida de liquido, obligé a usar
una configuracién contracorriente de liquidos en el interior del médulo. Este
cambio permiti6 alargar el tiempo de vida de las membranas mas de un 50 %,

usando, incluso, caudales de las disoluciones aceptora y donadora distintos.

130



Capitulo 4

Figura 4.44. A) Esquema tridimensional del médulo de difusiéon gaseosa (pruebas iniciales) con la

entrada de los puertos por cada lado de la membrana coincidentes en un mismo punto. B) El mismo
tipo de esquema con los puertos de entrada no coincidentes (disefio final del microsistema). En ambas
imagenes: (a) canales microfluidicos sobre la membrana donde el gas sera recogido y convertido de
nuevo a ién amonio; (b) membrana de PVDF; (¢) canales microfluidicos bajo la membrana donde el
amoniaco gas sera generado. Las flechas indican la direccién del flujo.

Una vez incluidas todas estas modificaciones en un nuevo médulo de difusién
reversible (Figura 4.45), se procedié a evaluar la difusividad de las membranas

realizando ya medidas potenciométricas del i6n amonio.

Figura 4.45. Imagenes del nuevo médulo de difusién fabricado en aluminio. A) Mdédulo soporte
incluyendo: (a) estructura de aluminio que permite un sellado homogéneo; (b) bloques del médulo de
difusién con los canales grabados y la membrana en medio. B) imagen del soporte presionando ambas

partes del médulo, sellandolo homogéneamente.

Para poder llevar a cabo las medidas potenciométricas, se disefié y construyé un
microsistema modular, para permitir una facil sustitucién de los elementos
testados en caso de necesidad. Este const6 de un mdédulo de mezcla (Figura 4.46.C)
para homogeneizar la disolucion de NaOH con la que contenia el analito, con el fin
de generar el amoniaco gas, y un médulo de deteccion (Figura 4.46.A y B), que
integraba un electrodo selectivo de amonio de membrana polimérica y un electrodo
de referencia de Ag/AgCl serigrafiado.

La figura 4.46.D muestra el montaje experimental utilizado. Se realizaron
calibrados usando dos disoluciones estandar de 1 y 10 mg L-! NH4* sin médulo de
difusiéon y usando membranas con los tamafios de poro estudiados hasta ahora.
Para las medidas sin médulo de difusion el montaje experimental fue modificado ya
que no se requiere de disolucion de NaOH, puesto que no se requiere de la

generacion de amoniaco.
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Figura 4.46. A) disefio del médulo de deteccién de amonio formado por 3 capas de COC de 1mm de
espesor: (a) capa superior que contiene las entradas y el electrodo de referencia serigrafiado; (b) capa
intermedia que contiene la fluidica; (c) capa inferior que contiene depositado el soporte conductor de
epoxi-grafito sobre el que se deposita la membrana de PVC. B) Imagen real del médulo de deteccién:
(a) conectores fluidicos; (b) electrodo de referencia de Ag/AgCl; (c) camara de deteccién con el electrodo
selectivo de 16n amonio; (d) y (e) conectores eléctricos de los respectivos electrodos. C) Imagen real del
moédulo de mezcla, disefiado previamente: (a) entradas que se mezclan; (b) canal de salida resultante
de la mezcla. D) montaje experimental para realizar las pruebas de difusividad de la membrana en
FIA. (a) KC1 0.1M; (b) Tris 0.01 M a pH 7.4; (c) NaOH 0.1 M + EDTA 103 M; (d) H20; (e) disoluciones
estandar de NH4*; (B) bomba peristaltica; (V) valvula rotatoria de seis vias; (M) moddulo de mezcla;
(G) médulo de difusién con puertos de entrada de liquidos no coincidentes y diferente sentido de flujo

de las disoluciones; (D) desecho; (1) cAmara de deteccién; (2) ESI; (3) electrodo de referencia.

Los resultados obtenidos (Figura 4.47) mostraron que entre no usar membrana y
usar una de 0.45 pm de tamafo de poro, la sefial generada por una concentracion
dada de analito descendia un 29 %. Respecto a esta, si se usaba una membrana de
0.22 pm de tamano de poro, la difusividad bajaba un 9 %. No se pudieron realizar
medidas con la membrana de 1 uym de tamano de poro debido a problemas de
estanqueidad relacionados con el entramado polimérico de soporte que presentaba
(Figura 4.35).

Con el fin de llegar a un compromiso entre selectividad, tiempo de vida de las
membranas y alturas de pico, y por tanto LD, se decidié escoger la membrana de

0.45 um de tamano de poro para la fabricacién del microsistema final.
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Figura 4.47. Curvas de calibracién obtenidas sin mddulo de difusién y usando mdédulo de difusién

con membranas de 0.22 y 0.45 pm de tamafio de poro.

Por dltimo, se optimizé la morfologia de los canales del mdédulo de difusion. Se
testaron diferentes profundidades de canal (100 y 200 pm) y diferentes formas
(serpentin®7.61 y lineal®®) (Figura 4.48), manteniendo siempre una misma anchura
de canal de 1 mm. Los mejores resultados se obtuvieron con la configuraciéon en
forma de serpentin y 100 um de profundidad de canal. Este hecho se debe a que,
cuanto mayor es la relacion entre la superficie de contacto membrana/ disolucién
donadora, y el volumen de esta dltima, mayor es la cantidad de analito que se
consigue difundir. Por lo tanto, a menor altura del microcanal en serpentin, mas

difusiéon de amoniaco y menos perdida de este hacia el desecho.

A B

Figura 4.48. Figura con las distintas configuraciones de canal usadas. A) Configuracién en forma de
serpentin probada con 100 y 200 pm de profundidad; B) Configuracién en forma lineal probada con
100 pm de profundidad.

4.3.3.3. Integracion del electrodo indicador

Con la finalidad de simplificar el proceso de fabricaciéon del ESI (hasta ahora se
hacia un bajo-relieve con la forma del electrodo, se rellenaba con la mezcla de
epoxi-grafito, se curaba a 40 °C durante 24 h y se lijaba y pulia su superficie para
nivelarla con la placa de COC), se testé una tinta de grafito que podia ser
depositada directamente sobre el sustrato polimérico por impresiéon por inyeccién

(inkjet printing) o por serigrafia. Los electrodos fabricados fueron sometidos a
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pruebas estandar de adhesién entre sustrato y tinta conductora (§4.2.3.1),5! a
pruebas de laminaciéon y a pruebas de deposicion de coctel sensor. Los resultados
globales no fueron satisfactorios, ya que a pesar de mostrar una adherencia sobre
el sustrato polimérico de COC aceptable y laminarse correctamente, la
compatibilidad con el proceso de deposiciéon de la membrana polimérica no fue la
mas adecuada. Asi, no se obtuvieron variaciones de potencial resenables al realizar
un calibrado de los electrodos construidos. Esto podia ser debido a que el THF del
coctel sensor atacaba la superficie del transductor, provocando grietas y
discontinuidades que repercutian en la respuesta analitica del sensor. Por este
motivo se escogid la pasta de epoxi-grafio usada en el desarrollo de los
microsistemas anteriores (§4.1 y 4.2.) para fabricar el soporte conductor del

electrodo selectivo de amonio.

4.3.3.4. Evaluacion de variables quimicas e hidrodinamicas

Finalmente, con el proceso de fabricacién del microanalizador optimizado, se
procedi6 a evaluar, mediante un proceso de optimizacién univariante, los
parametros quimicos e hidrodinamicos para obtener unas caracteristicas de
respuesta apropiadas a las aplicaciones previstas. De acuerdo con los trabajos
reportados,2563 inicialmente se escogid, como disolucién acondicionadora aceptora,
una disoluciéon de Tris ajustada a pH 7.4 con HCI.

En primer lugar, se optimizé la concentracién de dicha disolucién acondicionadora
aceptora. Para ello, utilizando el montaje experimental final (Figura 4.32), se
realizaron inyecciones, por triplicado, de dos disoluciones estandar de NH4Cl con
una diferencia entre ellas de una década de concentraciéon (de 10 y 100 mg L?
NH4"). Como caudal de cada uno de los canales (disolucién portadora/disolucién
estandar/muestra, disolucién de NaOH y disolucién acondicionadora) se fij6
arbitrariamente uno de 400 pLL min! (manteniéndose siempre a 100 pl min? el
caudal de la disolucién auxiliar de KCI 0.1 M) y como volumen de inyeccién se uso
uno de 225 uL.. Como concentraciéon de NaOH se seleccioné una de 0.01 M. En estas
condiciones, se evaluaron concentraciones de disolucién aceptora entre 0.01 y 0.1
M, siempre a pH 7.4. Los resultados (Figura 4.49) mostraron que todas las
concentraciones proporcionaban sensibilidades similares. Sin embargo, a menor
concentracion, mayores alturas de pico y, por tanto, menores LLD. Por este motivo se
decidi6 escoger una concentracién de 0.01 M de Tris.

A continuacién, se optimiz6 la concentracion de la disolucién de NaOH. Como se
dijo anteriormente (§4.3.1), se introdujo una concentracion constante de EDTA (103
M) con el fin de complejar cualquier metal presente en la muestra, evitando, asi, su
precipitacién en forma de hidrdéxidos. Estos precipitados podrian ocasionar la

obstruccidon de los canales o la rotura de la membrana de difusién. Con el mismo
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Figura 4.49. Resultados de la optimizacién de la concentracién de la disoluciéon acondicionadora de

Tris.

procedimiento que en el caso anterior, se testaron concentraciones de NaOH entre
104 y 101 M, fijando como valor optimizado una concentracién de Tris en la
disolucién acondicionadora de 0.01 M. Los resultados obtenidos mostraron (Figura
4.50) que a bajas concentraciones de NaOH, no todo el amonio presente en la
muestra se transformaba en amoniaco, traduciéndose este hecho en alturas de pico
mas bajas de la cuenta. Asi, en el caso de la concentracién de NaOH mas baja
testada (104 M), las alturas de pico para una disolucién estandar de 10 y de 100 mg
L NH4* eran practicamente las mismas. A partir de una concentracién de 0.01 M,
se constatd que las alturas de pico no variaban significativamente, manteniéndose
una respuesta Nerstiana. Por este motivo, y para asegurar que habria suficiente
medio basico para convertir todo el amonio a amoniaco, sobre todo en muestras con
concentraciones mayores de 100 mg L' NH4*, se decidié escoger como éptima una
concentracion de disolucién basica de 0.1 M de NaOH + 103 M de EDTA.
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Figura 4.50. Resultados de la optimizacién de la concentracién de NaOH en la disolucién donadora.
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Por su parte, el volumen de inyeccion de la muestra fue testado entre 25 y 580 ulL,
siendo fijados los valores éptimos de concentracién de las disoluciones de TRIS y
NaOH en 0.01 y 0.1 M respectivamente.
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Figura 4.51. Resultados de la optimizacién del volumen de inyeccién.

Los resultados obtenidos (Figura 4.51) mostraron que para volimenes de inyeccién
por debajo de 225 uL, las alturas de pico bajaban drasticamente a medida que este
disminuia. Sin embargo, a partir de 225 ul,, las alturas de pico no aumentaban
significativamente con el volumen inyectado, aumentando considerablemente, por
el contrario, el tiempo de andlisis. Por este motivo se escogié un volumen de
inyeccion de muestra de 225 pl.

Para optimizar el caudal del canal de la disolucién portadora, del de la disolucién
de NaOH y del de la disolucion aceptora, se siguié el mismo procedimiento que en
los casos anteriores, fijando el volumen de inyeccion en 225 uL y las
concentraciones de disolucién de NaOH y aceptora previamente optimizadas. El
caudal de la disolucién auxiliar de referencia de KCI, para mantener el potencial
del electrodo de referencia constante, se mantuvo siempre a 100 pl min?l. Se
testaron valores de caudal entre 30 y 800 puLL minl. Atendiendo a los resultados
obtenidos (Figura 4.52), caudales bajos proporcionaban mayores alturas de pico v,
por tanto, mejores LD. Sin embargo, el tiempo de analisis se hacia excesivamente
largo. Por el contrario, caudales altos acortaban el tiempo de analisis
considerablemente pero provocaban una disminuciéon de las alturas de pico vy,
también, podrian provocar un estrés extra sobre la membrana de difusién, ya que
se veria obligada a soportar unas presiones mayores. Por todo esto el caudal
escogido para cada canal fue de 400 uLL min-'.

En cuanto a selectividad, el electrodo selectivo de amonio integrado en este
microsistema analitico no presentaba ninguna de las interferencias tipicas que

suele tener (Na* y K* principalmente)® ya que la membrana de difusién gaseosa las
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Figura 4.52. Resultados de la optimizacién del caudal.

retiene e impide que alcancen el sensor. En cambio, las aminas volatiles son
compuestos que en medio basico podrian difundir a través de una membrana de
PVDF y ademadas son interferentes de los electrodos selectivos de amonio.®® Sin
embargo, no se espera la presencia de estos tipos de compuestos en las muestras a
analizar, por lo que la respuesta del microanalizador se puede considerar libre de
interferentes.

Para corroborar este hecho experimentalmente, se realizé un ensayo en el que se
inyectaron tres disoluciones estandar de 10 mg L NH4": una conteniendo
Unicamente amonio, otra conteniendo ademas 10 mg L del compuesto interferente

K*y otra usando una disolucién donadora sin NaOH.
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Figura 4.53. Resultados de la verificacién de la selectividad del microsistema.

Como se puede apreciar (Figura 4.53), tanto la altura de pico de la disolucién de

amonio sola como la de amonio con potasio fueron idénticas, verificaAndose de esta
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manera que el K* no traspasaba la membrana de difusién. Por su parte y como era
de esperar, si no se convierte el amonio en amoniaco para que este difunda, no
puede ser recogido por la disolucién aceptora y no puede ser determinado por el
ESI. Esto es lo que ocurrié cuando se inyect6 una disolucién estandar de 10 mg L1

NH4*sin NaOH, la altura de pico fue inexistente.
4.3.4. Caracteristicas analiticas del sistema

Las caracteristicas analiticas del microsistema propuesto fueron determinadas
mediante distintos calibrados realizados con diferentes disoluciones estandar de
NH4*. A modo de ejemplo, la figura 4.54 muestra el registro de la sefial y la curva
de calibracion para uno de ellos. La ecuacion de Nernst obtenida (usando 3
calibrados en dias consecutivos con, triplicados por cada punto) fue E = 320.3 (+1.3)
+ 59.4 (= 0.4) log [NH4*] con r2= 0.9993. El rango lineal obtenido fue de 0.15 hasta
al menos 500 mg L-1. El limite de deteccion, calculado segiin las recomendaciones

de la IUPAC,38 fue 0.07 + 0.01 mg L' (n =9, 95 % confianza).
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Figura 4.54. Registro de la sefial (A) y curva correspondiente a un calibrado del microanalizador (B)
usando disoluciones estandar de NH4Cl. Disoluciones estdndar de NH4* de 0.05 mg L! (a), 0.1 mg L!
(b), 0.15 mg L' (¢), 1 mg Li'* (d), 10 mg L1 (e), 100 mg L-! (f) y 500 mg L (g).

La repetitividad del microsistema se determiné mediante la realizacion de 10
Inyecciones sucesivas de una disolucién estandar de 10 mg L NH4* (Figura 4.55).
El coeficiente de variaciéon de las alturas de pico registradas (n = 10, 95 %
confianza) fue de 0.3 %.

La reproducibilidad fue también evaluada a partir de los datos de 5 calibrados
realizados a lo largo de un mes (Figura 4.56). El promedio de las sensibilidades fue
de 58.90 mV déc.* con un CV de 1.3 %. Estos resultados mostraron la robustez y la

confiabilidad del sistema experimental desarrollado.
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Figura 4.55. Registro de la sefial potenciométrica del ESI para 10 inyecciones de una disolucién de 10
mg L1 NH4* con la finalidad de calcular la repetitividad del microsistema.

Con los distintos parametros optimizados, se obtuvo una frecuencia de analisis de
10 muestras a la hora. Sin embargo, este factor no deberia ser una limitacién para
la aplicacién final del microsistema, puesto que tan solo se requerira el analisis de
menos de una decena de muestras diariamente. El tiempo de vida del microsistema

fue al menos de 6 meses.

e Dial E =317 (+1) + 58.8 (x0.3) log[NH,"]; r*:0.9999
300 J® Dia2: E = 319 (¢3) + 59.2 (+0.8) log[NH,"]; r*:0.9996
e Dia3: E =321 (2) + 59.0 (0.6) log[NH,']; r%:0.9997
s 250 1o Dia 4: E = 309 (3) + 57 (£1) log[NH,']; r*:0.9994
[ @ Diab: E=317 (+3) + 58 (1) Iog[NH4+]; r%:0.9993
= 200
o
o
3
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©
]
2 100 A
<
50 -
0 ° -
-7 -6 -5 -4 3 -2 -1

log [NH ']

Figura 4.56. Curvas de calibracién obtenidas por el ESI a lo largo de 1 mes con el fin de calcular la

reproducibilidad del microsistema.

Ademas, se pueden llevar a cabo ligeras modificaciones de los parametros quimicos
e hidrodinamicos del microanalizador con la finalidad de adaptar la respuesta del
microsistema a diferentes composiciones de la muestra o a limitaciones técnicas
que se puedan presentar, como disponibilidad de muestra y reactivos, frecuencia de

analisis, etc., sin perder sus caracteristicas operacionales.
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4.3.5. Analisis de muestras reales

Posteriormente a la optimizacion y a la caracterizaciéon del microanalizador, este
fue aplicado a la determinacion de i6n amonio en muestras reales, proporcionadas
por la ESA, procedentes de la planta de tratamiento de agua ubicada en la estacién
experimental Concordia de la Antartida. Especificamente, estas muestras
procedian de la salida del primer proceso de osmosis inversa del sistema de
reciclado de agua (Figura 4.2). Los resultados obtenidos con el microsistema
analitico desarrollado fueron validados por comparacién con los resultados
obtenidos espectrofotométricamente con el método estandar basado en el azul de

indofenol.” Los resultados se muestran en la tabla 4.8.

Tabla 4.8. Valores de concentracién en mg L1 NHs" (n = 3, 95 % confianza), obtenidos por el
microsistema propuesto, del andlisis de las muestras reales proporcionadas por la ESA procedentes de

la base de pruebas Concordia, situada en la Antartida.

Muestra ESI Azul de Indofenol % error
1 4.5+0.2 4.3+0.2 5
2 56+0.4 5.4+0.2 4
3 6.6+0.3 6.4+0.5 4
4 9.7+£0.3 9.5+0.2 2
5 0.36 = 0.08 0.40 + 0.05 10
6 0.21+0.03  0.23+0.03 8
7 0.3+0.2 0.33+0.04 10
8 2.7+£0.2 3.0+0.4 10
9 0.28 + 0.01 0.32 £ 0.04 13
10 18+ 1 17+2 5

Como se puede observar, los valores de concentracién obtenidos con el
microanalizador no diferian significativamente respecto a los obtenidos con el
método de referencia segin la prueba de t de Student apareada (tcac = 1.260; ttap =
1.833; tealc < ttab) v segun la representacion grafica de los resultados obtenidos por
cada uno de los métodos (Figura 4.57), obteniéndose una recta de regresién (n = 10,
95 % confianza) con una ordenada en el origen de a = -0.1 = 0.1, una pendiente de b
= 1.05 £ 0.03 y una coeficiente de correlaciéon de 0.9992.

Estos resultados confirmaron que el microsistema analitico desarrollado es
adecuado para la determinacion de amonio en aguas recicladas, incluso a
concentraciones de amonio menores de las permitidas por la normativa de la ESA

en misiones espaciales.

140



Capitulo 4

20
18 | y=-0.1(20.1) + 1.05 (+0.03) x; r% 0.9992

[NH,"] microanalizador

0 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

[NH4+] metodo de referencia

Figura 4.57. Recta de regresién entre los valores obtenidos por el método de referencia y los

obtenidos por el microanalizador propuesto.

4.3.6. Test en condiciones de microgravedad

Finalmente, se evalué el funcionamiento del microsistema analitico en condicionas
de microgravedad para verificar, principalmente, la viabilidad del proceso de
difusion gaseosa de amoniaco a través de la membrana en estas condiciones. En la
actualidad, la ESA dispone de diversos sistemas en pruebas, en la ISS, en los que
algunas de sus etapas integran membranas de separaciéon. En estos sistemas ha
habido numerosos problemas con la aparicion de burbujas de aire y la
imposibilidad de eliminarlas en condiciones de microgravedad, cosa que ha
conllevado la obtencién de resultados incorrectos en los experimentos llevados a
cabo. Respondiendo a esta preocupaciéon y con la finalidad de demostrar
experimentalmente que en el proceso de difusion de amoniaco no se generan
burbujas, se plantearon una serie de test en condiciones de microgravedad. El reto
para poder llevar a cabo estos estudios fue el de encontrar una manera en la que
estando en condiciones de gravedad terrestre se pudieran emular, aunque fuera por
unos instantes, condiciones de microgravedad similares a las que se encuentran en
el espacio exterior y que fuera accesible tanto econémica como logisticamente.
Existen diferentes opciones que permiten obtener condiciones de microgravedad,
como torres de microgravedad, vuelos parabdlicos, entre otros.”* Sin embargo, por
cuestiones logisticas, se escogid, en primer lugar, la opcién de lanzar el montaje
experimental en un cohete de aeromodelismo. Posteriormente, y por problemas
sobrevenidos, se procedi6 a utilizar el lanzamiento al vacio del montaje
experimental atado con una cuerda semirrigida.

En ambos casos, lo que se pretendia ver era que durante el periodo de
microgravedad, el proceso de difusion no generaba burbujas (Figura 4.58.A), las

cuales, en caso de aparecer, se manifestarian en alteraciones en el registro de la
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senal suministrada por el ESI, tal y como se puede observar en la siguiente

simulaciéon (Figura 4.58.B).

Inicio registro Despegue Microgravedad Aterrizaje Final registro

i

tiempo
Figura 4.58. Simulacién de los resultados esperados en el estudio de microgravedad. (A) Caso en el
que no se generan burbujas en un sistema donde continuamente est4 midiendo amonio. (B) Caso en el
que al alcanzar las condiciones de microgravedad se generan burbujas que alteran la sefial hasta que

son finalmente evacuadas.

Puesto que para llevar a cabo estas pruebas, el peso, el volumen y la energia
consumidas son factores limitantes, se tuvo que redisefiar el microanalizador y el
montaje experimental con el fin de adaptarlo a las condiciones experimentales

requeridas.
4.3.6.1. Montaje experimental

El montaje experimental fue dividido en tres partes (Figura 4.59): el microsistema
analitico, el sistema de propulsion y el sistema de adquisicién y tratamiento de
datos.

El sistema de propulsién fue modificado y rediseniado con la finalidad de sustituir
las bombas peristalticas y valvulas convencionales por elementos propulsores
menos voluminosos y que no requirieran consumo de energia. De esta manera, se
eligieron bombas auténomas de perfusiéon de farmacos que se usan, sobretodo, en
tratamientos oncologicos (Dosifuser, Leventon, Espafia). Estas, ademas de ser el
elemento de propulsién, actuarian también como sistemas de almacenamiento de
las disoluciones que se iban a propulsar, por lo que la reduccién de peso y volumen
alcanzada con este cambio fue notoria. Su funcionamiento es muy sencillo.
Consisten en un globo de un material elastomérico resistente a disoluciones
agresivas (acidos y bases) el cual se llena con la disolucién que se quiere propulsar
mediante una jeringa Luer-Lock. Una vez llenado, el propio material trata de

recobrar su posicién original dispensando su contenido a través de unos canales de
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manera constante y reproducible. En funcién del tipo de elastémero usado, del
tamano del globo y del tamafio de los canales de salida de cada bomba, el caudal
impulsado por esta y el tiempo de aplicacién de este caudal seran diferentes. Existe
una amplia gama de bombas con volimenes y tiempos de duracién muy diferentes.
Para este caso, se escogieron dos bombas diferentes con la finalidad de emular los
caudales aplicados en el microanalizador inicial. De esta manera se usdé un
Dosifuser de 65 mL de capacidad, con 400 pL min! de caudal, para el canal de la
disolucion aceptora de Tris y otro de 65 mL de capacidad, con caudal de 800 pL
min’l, para la disolucién de donadora de NaOH o de NaOH con 10 mg L't NH4*. Los
desechos de las disoluciones fueron recogidos en dos bolsas de plastico de suero
vacias selladas herméticamente, conectadas, mediante agujas hipodérmicas, con

las salidas del microanalizador.

DOSI-FUSER* \
e e

1
Pragvir

Figura 4.59. Esquema del montaje experimental para realizar las pruebas en condiciones de
microgravedad. (a) bomba de impulsién de 800 pLL min! de caudal cargada con NaOH o con NaOH +
10 mg L't NH4* (segtin la prueba a realizar); (b) bomba de impulsion de 400 pLL min! de caudal
cargada con Tris 0.01 M pH 7.4; (c) bolsas vacias para recoger los desechos; (d) membrana de difusién
gaseosa; (e) electrodo selectivo de amonio actuando como electrodo indicador; (f) electrodo selectivo de
amonio actuando como electrodo de referencia; (g) potenciémetro hecho a medida miniaturizado; (h)
pila; (i) registrador de datos auténomo.

La electronica asociada a la adquisicion y al tratamiento de datos también fue
escogida para minimizar el tamano, el peso y el consumo de energia del montaje
experimental global. De esta manera, se us6 un potenciémetro hecho a medida
(TMI, Barcelona, Espana) para adquirir la sefial generada por los ESI y procesarla
en informacién 1util, la cual fue almacenada en un registrador de datos (MSR,
Suiza). Posteriormente, mediante volcado de la informacion del registrador en un

PC, esta se pudo interpretar con un software dedicado. El potenciémetro fue el
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Unico elemento de todo el montaje experimental que necesité de alimentacién
eléctrica, proporcionada en este caso por una pila de 9V. Por su parte, el
registrador de datos integraba una bateria que se carga cuando se conecta al PC.
Este, también integraba acelerémetro en los 3 ejes, barémetro y sensor de
temperatura.

La figura 4.60 muestra las imagenes reales del montaje experimental utilizado.
Como se puede apreciar, los diferentes elementos se montaron en un soporte
metalico con un separador, colocando a un lado (A y B) los elementos electrénicos y
al otro lado (C) los elementos fluidicos. Los elementos fluidicos fueron colocados a la
misma altura y en el mismo eje de manera que se minimizasen los cambios de
caudal provocados por los cambios de aceleracién, reduciéndose asi la distorsién de

las medidas.

Figura 4.60. Imagenes del montaje experimental real montado para ser introducido en la ojiva del
cohete. A) imagen general. B) parte con la fluidica y el prototipo analitico. C) parte con la electrénica

del sistema de adquisiciéon de datos.
4.3.6.2. Diseno de la plataforma microfluidica

El microanalizador para las pruebas de microgravedad fue fabricado de forma
analoga al desarrollado previamente. El disefio de este nuevo microanalizador
(Figura 4.61.A) estaba formado por cinco capas: 2 placas de 300 pm de grosor
(Topas 5013) (“a” y “e”), 2 capas de 1 mm de grosor (Topas 5013) (“b” y “d”) y una de
50 um de grosor (Topas 8007) “¢”, mas 4 laminas de 25 um (Topas 8007)
previamente laminadas sobre cada capa de Topas 5013. Las dimensiones del
microanalizador fueron 31 x 34 x 2.7 mm y su peso total fue de 3.4 g. Las

dimensiones de los canales fueron de 0.4 mm de ancho por 0.3 mm de alto y el

144



Capitulo 4

diametro de cada una de las camaras de deteccién fue de 3.5 mm. Las dimensiones
de los canales del médulo de difusion fueron de 1 mm de ancho, por 0.1 mm de alto
y 1 cm de largo. El volumen muerto de la cAmara de detecciéon y del microsistema

total fue de 8 y 39 uL,, respectivamente.

A

e

Figura 4.61. Microsistema desarrollado para hacer las pruebas en condiciones de microgravedad. A)
disefio por capas del prototipo. En negro motivos sobre la capa, en gris motivos mecanizados por la
parte de debajo de la capa. B) Imagen real del microsistema desarrollado: (a) conectores fluidicos; (b)

membrana de difusién gaseosa; (c) ESIs; (d) conectores eléctricos.

Con la finalidad de reducir el volumen ocupado por el microanalizador y el consumo
de reactivos, asi como la generaciéon de desechos, se decidié redisefiar por completo
el microdispositivo analitico (Figura 4.61.B). En primer lugar, se cambi6 el
concepto de sistema de detecciéon. De esta manera, en vez de usar un sistema
potenciométrico tradicional, con un electrodo de referencia de Ag/AgCl (que
requiere una disolucién auxiliar de KCl extra para mantener su potencial
constante) y un electrodo selectivo de i6n amonio, se decidi6 usar un sistema de
deteccién formado por dos electrodos selectivos de amonio, uno actuando como
electrodo de referencia y otro como electrodo indicador. En esta nueva versidn,
ambos ESI fueron colocados en serie en el canal de la disolucién aceptora de Tris
0.01 M a pH 7.4 (Figura 4.59), pero uno antes del médulo de difusién (el electrodo
de referencia) y el otro después del médulo de difusion (electrodo indicador). De
esta manera, el electrodo de referencia siempre mediria un potencial constante
fruto de medir la disolucién acondicionadora, mientras que el electrodo indicador,
al recibir los iones amonio difundidos en forma de amoniaco a través de la

membrana de difusién gaseosa, mediria un cambio en el potencial, el cual se
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correlacionaria con la concentraciéon de este analito en la disolucién del canal
donador (que contendria NaOH 0.05 M solo o NaOH 0.05 M y 10 mg L' NH4*,
segun el tipo de ensayo).

Gracias a esta modificacién se pudo reducir considerablemente el volumen y el peso
del sistema experimental en general, ya que se elimind el recipiente con la
disolucién auxiliar de KCl y el sistema de impulsién correspondiente.

Con el fin de compactar el microanalizador, se redujo, de forma considerable, el
tamafio del médulo de difusién. Puesto que lo que se pretendia observar en este
caso eran pequenas variaciones en la sefal que pudieran aparecer durante los
pocos segundos de microgravedad, fruto de la formacién de burbujas, y no la
variacion en términos absolutos del potencial medido, se decidié disminuir la
longitud de los microcanales del médulo de difusiéon. De esta manera, al reducir la
longitud de los canales que conectan el mdodulo de difusion con el ESI, que actua
como electrodo indicador, y el area efectiva de difusion, se consiguié disminuir el
efecto de dilucién del analito en la disolucién aceptora, favoreciendo de esta manera
también la capacidad de discernir entre pequefios cambios en el porcentaje de

difusion de analito.

Los experimentos se llevaron a cabo en condiciones extremas. Antes y después de
alcanzar las condiciones de microgravedad, el microanalizador y el resto de
componentes del montaje experimental (electréonica y sistema de propulsiéon de
liquidos) estuvieron sujetos a grandes aceleraciones y desaceleraciones. Estas
condiciones podian comportar por si mismas alteraciones en la sefial del ESI, por lo
que se realizaron dos tipos de pruebas. La primera consistié en realizar el
experimento sin difusién de amonio. De esta manera se realizé un experimento a
modo de referencia para identificar las alteraciones de la sefial que venian
provocadas por factores ajenos a la formacién de burbujas debido a la difusién de
amoniaco. En este caso la disolucion donadora, como es evidente, no contenia
amonio, tan solo NaOH 0.05 M. La segunda prueba consisti6 en realizar el
experimento de microgravedad con difusién de amonio. Para ello se utiliz6 una
disolucién donadora que contenia NaOH 0.05 M y 10 mg L't NH4*.

4.3.6.3. Ensayos en condiciones de microgravedad

El test realizado con el cohete de aeromodelismo (Figura 4.62.A) fue llevado a cabo
en un campo de lanzamiento autorizado situado en Alcolea de Cinca, Huesca,
debido a que la altura alcanzada por el cohete superaba los 1000 metros de altitud
y el espacio aéreo debia ser restringido.

Esta prueba consistié en lanzar el cohete con todo el montaje experimental

funcionando, de manera que una vez que todo el combustible se agotara y el cohete
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perdiera toda su inercia, el sistema entraria en una regién de microgravedad
(identificada cuando los valores del acelerometro en los tres ejes fueran cercanos a
0 G) que es la que nos interesaba evaluar. Posteriormente, el cohete empezaria a
descender y cuando los barémetros asociados al cohete detectaran que este estaba
descendiendo, se accionaria el sistema de liberacion de paracaidas que permitiria la
recuperacion del cohete, y de su carga, de manera controlada. Una vez recuperada
la informacién, si la sefial obtenida durante el periodo de microgravedad no se veia
alterada con repentinos picos o alteraciones, se consideraria que no se generaban
burbujas en condiciones de microgravedad.

La intencién fue realizar, en primer lugar, un lanzamiento sin amonio en la
disolucién donadora para tener una senal de referencia y posteriormente realizar
una serie de lanzamientos con amonio. De este modo, se podria confirmar si las
distorsiones (si las hubiera) eran debidas o no a un fenémeno relacionado con la

difusién de amoniaco.

Figura 4.62. Imagenes de los experimentos realizados: A) momento del lanzamiento del cohete. B)

momento de uno de los lanzamientos del montaje experimental al vacio, a modo de “puenting”.

Desgraciadamente, en el primer lanzamiento de referencia hubo un problema en el
sistema de eyeccidon de los paracaidas que provocé la caida descontrolada y el
posterior choque del cohete y del montaje experimental contra el suelo. El
registrador de datos se pudo recuperar intacto, pero tanto el resto de elementos del
montaje experimental como el cohete, quedaron inservibles. Por este motivo, las
pruebas de microgravedad se tuvieron que continuar utilizando el método de la
caida al vacio del montaje experimental desde gran altura. (Figura 4.62.B). En este

caso, los test se llevaron a cabo con el asesoramiento técnico y con la ayuda de
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expertos de la empresa Catalonia Adventures, que proporcionaron el lugar de
lanzamiento (un puente de 30 metros de caida situado en Sant Sadurni d’Anoia,
Espana) y todo el material para llevar a cabo los lanzamientos, estilo “puenting”,
con seguridad. De esta manera se realizaron 10 lanzamientos de referencia y 10
lanzamientos con amonio.

En la figura 4.63 se muestra el registro de la sefial y de los acelerémetros del tinico
experimento que se pudo realizar con el cohete (sin difusién de amoniaco). Como se
puede observar, todo fue perfectamente hasta el momento en que fallé la apertura
de los paracaidas (Figura 4.63.e), momento en el que los acelerémetros marcaron
valores muy altos en todas direcciones y la senal del ESI mostré considerables
perturbaciones. Hasta entonces se habia conseguido unos resultados satisfactorios,
con un tiempo de microgravedad de 3.3 segundos (Figura 4.63.d), observandose una
variacion de la sefial del microanalizador durante este tiempo de £ 0.5 mV, por lo

que los resultados eran altamente prometedores.
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Figura 4.63. Registro del la prueba de microgravedad usando el cohete. (a) momentos en que el
cohete esta en la plataforma de lanzamiento; (b) lanzamiento del cohete; (c) desaceleracién del cohete
a medida que el combustible se agota; (d) instantes de microgravedad; (e) caida libre del cohete.
Debido a la colocacion del registrador respecto a la direccion de desplazamiento, el eje x del

acelerémetro corresponde al eje z en el experimento.

Por desgracia no se pudo disponer de mas informacién con este experimento y se
tuvo que recurrir a los test de caida al vacio (puenting). En la figura 4.64 se puede
observar, a modo de ejemplo, el registro del la sefial y de los acelerémetros de uno
de los experimentos, en los que se difundia amoniaco, llevados a cabo lanzando el
montaje experimental al vacio. Como se puede observar, en este caso al estar
sometido a continuas fuerzas de aceleracion y desaceleracion (lanzamiento, rebotes,

recuperaciéon del montaje experimental, etc.), la estabilidad de la sefal fue menor.
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A pesar de esto, en este caso concreto, se alcanz6 un tiempo de 1.3 segundos en
condiciones de microgravedad (Figura 4.64.b) observandose una variacién de la
senal durante este tiempo de + 2 mV, justo antes de empezar el montaje
experimental a zarandearse (Figura 4.64.c), debido a la cuerda que lo sujeta, y a la

posterior desaceleracién provocada por el rebote inelastico fruto del uso de cuerdas

semirrigidas.
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Figura 4.64. Registro del la prueba de microgravedad mediante lanzamiento al vacio (puenting). (a)

momentos antes de lanzar el montaje experimental al vacio; (b) momentos de microgravedad mientras
cae la estructura al vacio; (c) desaceleraciones bruscas al llegar al maximo de la cuerda; (d)

recuperacién del montaje subiéndolo, estirando de la cuerda.

A continuacién se resumen los resultados obtenidos tanto para los experimentos
realizados con el cohete como para los realizados lanzando el montaje experimental

al vacio, sin difusién de amoniaco (Tabla 4.9) y con difusién (Tabla 4.10).

Tabla 4.9. Tabla resumen de los resultados obtenidos sin difusiéon de amonio.

Amplitud de ruido Tiempo Formacion de
maxima (mV) p-gravedad (s) burbujas
Cohete +0.5 3.3 No
Puenting +7 1.3-1.5 No

Como se puede observar, los resultados obtenidos mostraron una amplitud de ruido
maxima de + 8.5 mV. Se aprecié una mayor variabilidad de la sefal en los ensayos
con lanzamiento al vacio, debido a las continuas aceleraciones y desaceleraciones a
las que el montaje experimental se vio sometido en fracciones de tiempo muy

pequenas. A pesar de todo esto, a partir de los resultados obtenidos se pudo
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constatar que no se generaban burbujas en condiciones de microgravedad, ya que

en ningln momento aparecieron alteraciones en la sefal propias de estas.

Tabla 4.10. Tabla resumen de los resultados obtenidos con difusién de amonio.

Amplitud de ruido Tiempo Formacion de
maxima (mV) p-gravedad (s) burbujas
Cohete
Puenting +8.5 1.2-2 No

4.3.7. Conclusiones

En esta seccién se ha diseniado, fabricado, caracterizado y aplicado al analisis de
muestras reales, un prototipo de microanalizador para la determinacién
potenciométrica de 16n amonio, que integra una etapa de difusién gaseosa. El
moédulo de difusién gaseosa y el sistema de deteccion han sido concienzudamente
optimizados con la finalidad de alcanzar las caracteristicas analiticas requeridas y
maximizar la autonomia operacional y el tiempo de vida, caracteristicas que seran
necesarias en futuras misiones espaciales tripuladas de larga duracion. En este
sentido, la nueva configuracién de los puertos de entrada al médulo de difusiéon ha
permitido un mayor tiempo de vida de las membranas de PVDF y, por tanto, del
microanalizador en general. De esta manera, se han demostrado las posibilidades
que la tecnologia de polimeros ofrece para el desarrollo de analizadores
miniaturizados robustos y simples que integran distintas operaciones unitarias
como etapas de pretratamiento de muestra y sistemas de deteccién. Por otra parte,
ha sido verificado el buen funcionamiento de este tipo de microsistemas analiticos
en condiciones de microgravedad, no observandose la apariciéon de burbujas que
podrian alterar las medidas obtenidas. En este sentido, se ha presentado un
sistema de propulsion de fluidos altamente autonomo y miniaturizado, que a su vez
demuestra una gran precision en el caudal aportado. Este tipo de sistemas podrian
ser implantados en la futura aplicacién. Ademas se ha demostrado la potencialidad
de usar un sistema potenciométrico con dos ESI en serie (uno actuando como
electrodo indicador y otro como referencia) en lugar de un sistema potenciométrico
tradicional de electrodo de referencia de Ag/AgCl y ESI como electrodo indicador.
La aplicacién de este sistema de detecciéon ha proporcionado buenos resultados
analiticos, a la vez que ha simplificado el proceso de fabricacién y ha permitido la
reduccion del consumo de reactivos.

Las caracteristicas analiticas del microanalizador, por tanto, cumplen con los
requisitos establecidos por la ESA con el objetivo de ser aplicado para la
monitorizacién on-line de amonio en muestras de agua reciclada en futuras

misiones espaciales tripuladas.
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