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Capitulo 5

Otras aplicaciones del microsistema analitico para
la monitorizaciéon de i6n amonio

El 16n amonio no solo es un parametro importante a tener en cuenta en procesos de
reciclado de agua en misiones espaciales tripuladas, tal y como se ha explicado en
el capitulo anterior (§4.3). En la Tierra, su importancia radica, tanto en
disoluciones acuosas como en fluidos bioldégicos, en que es un protagonista
destacado del ciclo del nitrégeno y esta involucrado en una gran cantidad de
procesos quimicos, tanto naturales como antropogénicos.’2

Por una parte, como ya es conocido, es un indicador de la calidad del agua y de los
ecosistemas acuaticos en general, estando relacionado con procesos de degradacién
como la eutrofizacion. Esto se debe a que es un nutriente limitante del crecimiento
de platas y algas.l:? También es un compuesto téxico para la vida de los peces,
debido a que dificulta la correcta eliminacién de su propio amonio metabolizado.2
Por lo que respecta a agua de consumo, concentraciones de amonio por encima de
0.2 mg L pueden hacer inefectiva la desinfeccion por cloracién, mientras que
valores entre 1.5 y 35 mg L' afectan a sus propiedades organolépticas.?67

En cuanto al ser humano, una intoxicacién aguda provocada por una ingesta de
amonio en grandes cantidades, o derivada de problemas metabdlicos, puede
acarrear edema pulmonar, disfuncién del sistema nervioso, acidosis, dafio renal e
incluso, en casos extremos, puede conducir a la muerte.189

Por todo ello, la determinacién de amonio, a diferentes niveles de concentracion, es
de vital importancia en un amplio abanico de campos y areas de aplicacion. Asi,
existe una demanda real y creciente de microanalizadores confiables y sencillos,
que permitan obtener informacién de dicho parametro en tiempo real.

Este nuevo capitulo mostrara la extension del uso del microanalizador descrito en
el capitulo anterior (§4.3), previa adecuacién de su disefio a las caracteristicas

diferenciales de las nuevas muestras y procesos que se propone monitorizar.
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5.1. Determinacion de amonio en aguas residuales, tanto

industriales como urbanas, y en agua potable.

La legislacién recomienda una concentracién limite de amonio en agua potable de
0.5 mg L' y de entre 10 y 50 mg L' en efluentes de una estacién deparadora de
aguas residuales (EDAR) descargados a cuerpos de agua, aunque la concentracién
de amonio en sus afluentes puede rondar entre los 10 y los 100 mg L, en el caso de
EDARs urbanas, y entre los 10 y 6000 mg L (en casos puntuales) en EDARs
industriales.+10-14 Por ello, como se ha destacado anteriormente, son necesarios
microanalizadores portatiles, auténomos, automaticos y de funcionamiento simple
y versatil, que sean capaces de determinar ién amonio en tiempo real en un amplio
rango de concentraciones y en una amplia gama de matrices de muestra, no solo a
escala de laboratorio sino también a pie de proceso, con la finalidad de optimizar
mas eficientemente los procesos de tratamiento y asegurar que el agua que se
vierte a los cuerpos acuaticos (lagos, rios, mares, etc.) o se distribuye en la red,
cumple con la legislacion.3->

En esta parte del trabajo se presenta el rediseno y adecuacién del microanalizador
descrito anteriormente (§4.3) con la finalidad de aplicarlo al analisis de amonio en
distintas muestras de naturaleza acuosa procedentes de diferentes procesos,
reduciendo el consumo de reactivos y muestra, y el tiempo de analisis obtenidos
previamente. Para disminuir, también, el tamafio del instrumental asociado, se
miniaturizara el sistema de adquisicién y procesado de datos y se implementara un
sistema de gestiéon de fluidos, basado en microbombas y microvalvulas como el
presentado previamente (§4.2), potenciando, asi, la automatizacion, la autonomia, y
la reduccion del consumo de energia del sistema analitico global. Mediante el
desarrollo de diferentes programas de autocalibraciéon y distintos modos de
actuacién se posibilitara la adaptacién de las caracteristicas analiticas de todo el
equipo a las muestras a analizar, pudiendo monitorizar la concentraciéon de amonio
de forma auténoma. El montaje experimental se aplicara al analisis de muestras de
agua de la red de distribucién y aguas procedentes de distintas etapas de una
EDAR, tanto industrial como urbana. Para el desarrollo de esta parte del trabajo se
utilizaran los mismos materiales y reactivos que los especificados en el apartado

§4.3.1 del capitulo anterior.
5.1.1. Montaje experimental automatizado

La figura 5.1 muestra una ilustracién del montaje experimental completo, que
ocupd un volumen estimado de 10 x 30 x 50 cm, pudiendo funcionar alimentado con
energia solar. Estaba dividido en tres partes fundamentales: el microanalizador, el

sistema de gestion de fluidos y el sistema de adquisicién y procesado de datos.
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Figura 5.1. Esquema del montaje experimental automatizado y auténomo utilizado: (a)

micromezclador; (b) membrana de difusién de PVDF; (c¢) electrodo selectivo de i6n amonio; (d)
electrodo de referencia integrado de Ag/AgCl; (e) conector eléctrico del electrodo de referencia; (f)
conector eléctrico del electrodo indicador; (Vx) valvula solenoide de tres vias; (BP) microbomba
peristaltica; (BSx) microbomba solenoide; (P) potenciémetro hecho a medida. Entradas de liquido al
microsistema: (1) subsistema de multiconmutacién, (2) NaOH, (3) Tris y (6) KCI. Salidas a desecho:
@y 6).

El sistema de flujo incluia tres microbombas solenoides -una (Figura 5.1, BS3) de 4
pL por pulso (P/N 030SP124-4TV) y otras dos (Figura 5.1, BS1 y BS2) de 10 uL por
pulso (P/N 120SP1210-5TP) (todas de BiochemValve Inc., Montlucon Cedex,
Francia)- una microbomba peristaltica (Figura 5.1, BP) (Kamoer KP-S10DGCO,
Shanghai, China) con un controlador de revoluciones hecho a medida (TMI,
Barcelona, Espafia) y tubo de Tygon® de 0.19 mm de didametro interno (Ismatec,
Wertheim, Alemania), y cuatro microvalvulas solenoides de tres vias (Figura 5.1,
Vx) (161T031, NResearch, Suiza). Para conectar los distintos elementos fluidicos al
microsistema analitico se usé tubo de teflon de 0.8 mm de diametro interno
(Scharlab, S.L., Cambridge, Inglaterra). El controlador de dispositivos fluidicos
(Flowtest™, Biotray, Francia) con su correspondiente software se usé para
programar el proceso de autocalibracién mediante multiconmutaciéon y para
automatizar el proceso analitico completo sin la necesidad de la intervencién del

usuario. La adquisicién y el procesamiento de datos fueron llevados a cabo
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mediante un potenciémetro personalizado (TMI, Barcelona, Espafia) y su propio
software. Tanto el controlador de dispositivos fluidicos como el potenciémetro

fueron controlados por ordenador.

5.1.2. Rediseno y optimizacion de la plataforma microfluidica y de

las variables hidrodinamicas

El principio de medida del microanalizador fue el mismo que el del apartado
anterior (§4.3), aunque se modific6 ligeramente el disefio de los elementos
microfluidicos para reducir el consumo de reactivos y el tiempo de analisis.

También se doté de mayor robustez a las conexiones eléctricas de los electrodos.

A

d

« [

Figura 5.2. A) Disefio por capas del microanalizador. Las capas “a” y “c” 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 dispositivo final: (a) conexiones fluidicas; (b) microfluidica; (¢) membrana de PVDF; (d)

ESI; (e) electrodo de referencia; (f) conexiones eléctricas.

El microanalizador fue fabricado, también, usando como sustrato COC. El disefio
del microanalizador (Figura 5.2.A) estaba formado por cuatro capas con motivos
mecanizados: 2 placas de 1 mm de grosor (Topas 5013) (a y c), 1 placa de 300 pm
de grosor (Topas 5013) (d) y una lamina de 50 pm de grosor (Topas 8007) (b) y 3
laminas de 25 pm (Topas 8007) previamente laminadas sobre cada capa de Topas
8007, de manera que una vez mecanizadas, superpuestas, alineadas y laminadas,
constituyeron la estructura en tres dimensiones deseada. Las dimensiones del
microanalizador fueron 50 x 65 x 3 mm y su peso total fue de 10 g. 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 deteccion fue de 2 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. El
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volumen muerto de la cAmara de deteccién y del microsistema total fue de 2 y 97
ul,, respectivamente. Los conectores eléctricos fueron fijados con una pasta

conductora de epoxi-plata CircuitWorks® (Chemtronics, Holanda).

Se testaron diferentes volimenes de camara de deteccion (Figura 5.3), inferiores al
utilizado previamente, con la finalidad de reducir el tiempo de andlisis y, por tanto,
el consumo de reactivos y muestra. Esta reduccién se consiguié gracias a que la
disminucién del volumen total de la caAmara disminuyé el volumen de acumulacién.
Esto facilité la evacuacién rapida y completa de la muestra, reduciendo, asi, el

tiempo de retorno a linea base.
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Figura 5.3. Imagen de los mddulos de deteccién potenciométrica fabricados con los 3 diferentes
volimenes de cadmara de deteccién testados, cuyo esquema se indica en color azul para una mejor
comparaciéon. A) 15 ul;; B) 5 uLy C) 2 pL

Con un montaje experimental modular, analogo al usado en la figura 4.46, se
procedi6 a evaluar cémo variaban las caracteristicas de respuesta del
microanalizador en funcién del tamafio de camara usado y de las variables
hidrodinamicas empleadas. Para ello se realizaron distintos calibrados variando los
parametros de estudio pero siempre usando una membrana de PVDF de 0.45 pym de
tamafio de poro para difundir el analito, como disolucién donadora NaOH 0.1 M +
EDTA 103 M, como disolucién aceptora Tris 0.01 M a pH 7.4 y como disolucién
auxiliar KC1 0.1 M.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 5.1. Se ensayaron una gran
variedad de combinaciones de variables con el objetivo de explorar, lo mas
extensamente posible, las capacidades del microsistema analitico.

A grandes rasgos, se puede observar que, fijados unos parametros hidrodinamicos,
a menor volumen de camara de deteccién, menor tiempo de andalisis pero también

menores alturas de pico que se traducian en LD y LIRL mas altos. Lo que puso de
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Tabla 5.1. Caracteristicas analiticas del microanalizador en funcién del volumen de la cdmara de

deteccion y de diferentes paradmetros hidrodindmicos.

Vf)lumen de Caudz‘ll* .Volumfe,n de Rango lineal LD (mg L) Vuelta a linea base
camara (uL) (pL min!) inyeccion (uL) testado (mg L) con 100 mg L-! (min)
15 400 100 0.75-1000 0.2 6

15 400 225 0.15-500 0.07 9

15 400 325 0.075-100 0.03 11

15 200 275 0.075-100 0.03 16

5 400 225 0.5-100 0.08 8

5 400 325 0.075-100 0.04 9

2 400 100 1-1000 0.3 5

2 400 225 0.5-500 0.1 6

2 350 325 0.075-100 0.03 11

*Caudal de cada uno de los canales del sistema, salvo el canal auxiliar de KCl, fijado en 100 pL/min.

manifiesto esta tabla fue la enorme versatilidad del sistema analitico, pudiéndolo
adaptar a multiples necesidades, priorizando el rango lineal, el limite de deteccién,
el tiempo de andilisis o el consumo de reactivo, todo dependiendo del tipo de
muestra a analizar y del contenido de amonio que ésta presentase. También, de
esta manera, se puso de manifiesto la potencialidad del microsistema si se
integraba en un sistema de gestién de fluidos automatizado. En este sentido,
seleccionando un dispositivo analitico, con un volumen de camara de deteccién
predeterminado, se podrian reconfigurar automaticamente, mediante software, las
caracteristicas analiticas del dispositivo como el rango de trabajo, la sensibilidad y
el LD. Para ello, se crearian programas para generar secuencias de autocalibracién
y muestreo automaticas, mediante la modificacién de variables como el caudal y el

volumen de inyeccién.

En cuanto a las interferencias del electrodo selectivo de 16n amonio (§4.3.3.4), se
evitaron las provocadas por iones como Na* o K*, pero se mantuvieron las
interferencias de las aminas volatiles, que a pH basicos, son capaces de difundir a
través de la membrana de PVDF, pudiendo interferir en la respuesta del ESI. En
esta ocasién, al analizar muestras de aguas residuales procedentes de EDARs
industriales, podria darse el caso de que existiera una interferencia positiva real si
las muestras analizadas contuvieran este tipo de compuestos. Este punto habria

que valorarlo individualmente para cada aplicacién concreta.
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5.1.3. Caracteristicas analiticas del sistema

Como se ha descrito anteriormente, la implementacién de un sistema controlado
por ordenador de gestién de fluidos versatil, auténomo y automatizado potenciaria
la ya de por si gran versatilidad que presenta el microanalizador, y ayudaria a
cumplir los objetivos de esta parte del trabajo. El sistema de gestion de fluidos
utilizado consisti6 en un sistema hibrido que combina microbombas y
microvalvulas solenoides y una microbomba peristaltica (para hacer las secuencias
de dilucién), gestionadas por un controlador de dispositivos fluidicos (Flowtest™),
Para programar una adecuada secuencia de dilucién por multiconmutaciéon se
tuvieron que tener en mente diferentes parametros, como el tiempo de inyeccién y
el tiempo minimo de actuacién de la microvalvula solenoide (establecido en 100
ms).15 Estos parametros eran los que limitaban el factor de dilucién que se podia
obtener al diluir una disolucién madre de un analito determinado.

Tomando como referencia los resultados obtenidos previamente (§4.2.4), y para
garantizar una precision adecuada de los resultados, se estableci6 un factor
maximo de diluciéon de 100 (esto es diluir 100 veces la disolucion madre). Con la
finalidad de cubrir todo el rango de concentraciones, de 0.08 a 1000 mg Lt NH4*,
previamente evaluado en el proceso de optimizacién del microanalizador (§5.1.2), se
utilizaron dos disoluciones madre diferentes (1 y 1000 mg L' NHs") y se
programaron dos secuencias de dilucién diferentes, con diferente tiempo de
inyeccién y caudal. Asi, la primera secuencia (programa 1), permitié la obtencién de
un rango de trabajo apto para medir concentraciones de amonio bajas (de 0.08 a 10
mg L't NH4"), mientras que la segunda secuencia (programa 2), permitié obtener un
rango de trabajo apto para medir concentraciones elevadas (de 1 a 1000 mg L
NH4%), habituales en procesos de depuracién.

Las variables hidrodindmicas escogidas para el programa 1 fueron un caudal de
350 uLL min?! y un tiempo de inyeccion de 60 s (correspondiente a un volumen de
inyeccion de 350 ply) y para el programa 2, un caudal de 400 pLL min! y un tiempo
de inyeccion de 20 s (correspondiente a un volumen de inyeccién de 133 pL).

La tabla 5.2 muestra las diferentes disoluciones estandar preparadas y como
fueron generadas mediante los dos programas de dilucién. A modo de ejemplo, en el
caso del programa 1, cuando se prepard una disolucion estandar de 1 mg L1 NH4",
se introdujo durante todo el tiempo de inyeccion (60 s en este caso) la disolucién
madre de 1 mg L' NH4* sin ninguna dilucién. Sin embargo, cuando se preparo la
disoluciéon de 0.08 mg L NH4*, la secuencia de dilucién por multiconmutacién
introdujo la disolucién madre de 1 mg L't NH4* durante 0.1 s y agua durante 1.24 s.
De esta manera, a lo largo de los 60 s que duré la inyeccion se realizaron 48 ciclos
de conmutacién, consiguiendo el factor de dilucién deseado respecto a la disolucién

madre.
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Tabla 5.2. Secuencias de dilucién por multiconmutacién (programa 1y 2) utilizados para generar las

disoluciones estandar requeridas a partir de dos disoluciones madre de 1y 1000 mg L1 NH4*.

Disolucion A partir de Tiempo de Tiempoen Tiempo

) . ., e P N° Factor
Programa  estandar la madre de inyeccion on en “off’ ciclos  dilucién
(mg L) (mg L1) total (s) (madre) (s) (H:20) (s)
1 10 1000 60 0.1 9.9 6 100
1 1 1 60 60 0 1 0
1 0.1 1 60 0.1 0.9 60 10
1 0.08 1 60 0.1 1.24 48 12.5
2 1000 1000 20 20 0 1 0
2 100 1000 20 0.1 0.9 20 10
2 10 1000 20 0.1 9.9 2 100
2 1 1 20 20 0 1 0

En el caso de que se requiriera medir muestras cuya concentracién de amonio
pudiera oscilar en un rango tan amplio que hiciera insuficiente el prefijado por
cada uno de los dos programas previstos, existiria la posibilidad de combinar ambos
automaticamente, usando las dos curvas de calibrado simultdneamente. También
seria posible generar nuevos programas para adaptarse a la concentracién de
amonio esperada en las muestras a analizar. Incluso si se debieran determinar
muestras con una concentracién de amonio extremadamente alta, seria posible
implementar un sistema de dilucién automaético de la muestra para poder
adecuarla a cualquiera de los rangos de trabajo obtenidos. Como se puede apreciar,
en funcién de cada caso, se podria crear un programa de autocalibracién a medida
de manera muy sencilla mediante un software de interfaz muy intuitivo.

La figura 5.4 muestra, desglosada, la secuencia esquematica de operacion de cada
uno de los elementos de gestion de fluidos que es necesaria para implementar un
caso hipotético de multiconmutacién. Este caso consistiria en llenar todo el sistema
analitico de reactivos e inyectar tres disoluciones estandar y una muestra usando el
programa 1. En la etapa 1, se produce el llenado con la solucion madre de 1000 mg
Lt NH4* hasta la valvula 1. En la etapa 2, se llena con H20 el sistema hasta la
valvula 2. En la etapa 3, la solucién madre de 1 mg L' NH4* ocupa su lugar hasta
la valvula 2. En la etapa 4 se llena con H20 hasta la valvula 3. Posteriormente, en
la etapa 5, se llena con muestra el canal hasta la valvula 3. En la etapa 6, se llena
de H20 hasta la valvula 4, quedando todo el subsistema de dilucién por
multiconmutacién preparado. Seguidamente, en la etapa 7, se produce el llenado
del microsistema con la disolucién acondicionadora, H20 y la disolucién auxiliar de
KCI hasta la estabilizacién de la linea base. A partir de la etapa 8, se inicia la
inyecciéon de las disoluciones de amonio al microanalizador. En primer lugar, se

produce la inyeccién de una disolucién estandar de 1 mg L't NH4* (la disolucién
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madre es introducida durante los 60 s sin dilucién). En la etapa 9, se inyecta una
disolucién estandar de 10 mg L' NH4 obtenida por una secuencia de dilucién por
multiconmutacién (seis ciclos introduciendo alternadamente 0.1 s disolucién madre
de 1000 mg L1y 9.9 s de agua). En la etapa 10, se inyecta una disolucién estandar
de 1000 mg L' NH4* (la disolucién madre es introducida los 60 s sin dilucién).

Finalmente en la etapa 11 se inyecta la muestra.
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Figura 5.4. A) Esquema del montaje experimental mostrado en la figura 5.1, repetido para mejorar
la comprensién de la explicacién: (D) desecho. B) Secuencia esquematica de cada elemento de control
de fluido: (on) 12 V son aplicados al dispositivo de control de fluido para accionarlo; (off) 0 V son
aplicados al dispositivo de control de fluidos para desactivarlo; (Vx) microvalvula solenoide de 3 vias;

(BSx) microbomba solenoide; (BP) microbomba peristaltica.

A partir de las diferentes curvas de calibracién obtenidas con los programas 1y 2,
se extrajeron las caracteristicas analiticas de cada configuracion. La figura 5.5
muestra el registro de la sefial y la correspondiente curva de calibracién, obtenida

en uno de los experimentos, usando el programa 1 (rango de concentraciones bajas).
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La ecuaciéon de Nernst (n = 4; 95 % confianza) fue E = 333 (+4) + 57 (+1) log [NH4*]
con r2 =0.9996. El rango lineal fue de 0.08 a 10 mg L' NH4*. El LD, obtenido de
acuerdo con el procedimiento propuesto por la IUPAC!¢, fue 0.03 mg L1 NH4*.
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Figura 5.5. Registro de la sefial (A) y curva de calibraciéon (B) correspondiente a uno de los calibrados
del microanalizador usando el programa 1, con disoluciones estandar de amonio de 0.08 mg L-! (a), 0.1
mg L1 (b), 1 mg L1 (c) y 10 mg L1 (d).

La figura 5.6 muestra el registro de la sefial y la curva de calibracién de uno de los
experimentos realizados usando el programa 2 (rango de concentraciones altas). La
ecuacién de Nernst (n = 4; 95 % confianza) fue E = 251 (£3) + 52 (x1) log [NH4*] con
r2 =0.9993. El rango lineal fue de 1 a 1000 mg L. NH4*. E1 LD fue 0.3 mg L. NH4*.
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Figura 5.6. Registro de la sefial (A) y curva de calibracién (B) correspondiente a un calibrado del
microanalizador usando el programa 2, con disoluciones estandar de amonio de 1 mg L! (a), 10 mg L!
(b), 100 mg L1 (¢) y 1000 mg L1 (d).

Al ser, en esencia, el mismo microanalizador que el presentado previamente
(§4.3.4), no se calculé de nuevo su reproducibilidad considerando como extrapolable
en este trabajo los buenos resultados obtenidos en el capitulo anterior, entendiendo
reproducibilidad como el CV % de la sensibilidad.
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En cuanto a la repetitividad del sistema, esta pudo observarse en los replicados de
cada disolucion estandar en los registros de las rectas de calibrado. En este caso, el
CV estuvo por debajo del 3 %.

La frecuencia de analisis, una vez fijados los parametros hidrodinamicos y tomando
como referencia el tiempo que transcurria desde la inyeccién de la disolucién
estandar mas concentrada hasta el retorno a linea base de la sefa, fue de 10 y 8
muestras por hora, usando el programa 1 y 2 respectivamente. Automatizando la
inyeccion de la siguiente muestra/disoluciéon estandar, justo cuando la senal
recobra la linea base tras una inyeccién anterior, permitiria incrementar
drasticamente la frecuencia de analisis, llegando incluso a doblar el nimero de

muestras por hora.

5.1.4. Analisis de muestras reales

Con la finalidad de testar y validar el microanalizador propuesto y el sistema
analitico global implicado, se analizaron muestras reales procedentes de tres
origenes diferentes y con distintas matrices. Se obtuvieron un conjunto de
muestras de las diferentes etapas de la planta de tratamiento de aguas residuales
de una industria de fabricacion de detergentes llamada Evonik, ubicada en
Granollers, Espana. El segundo conjunto de muestras procedié de diferentes etapas
de la planta piloto que el proyecto MELiSSA (Micro-Ecological Life Support System
Alternative) tiene instalada en Bellaterra (Barcelona, Espafnia). El Gltimo conjunto
de muestras procedié de la red de distribuciéon de agua potable de Cerdanyola del
Valles, Espana. Los resultados obtenidos del analisis de las muestras de agua
procedentes de la empresa Evonik y de la planta piloto de MELiSSA fueron
validados por comparacién con los resultados obtenidos espectrofotométricamente
con el método de referencia basado en el azul de indofenol.!” Por su parte, las
muestras de agua de la red de distribuciéon tomadas del grifo, al presentar una
cantidad indetectable de amonio inicialmente, fueron dopadas y se llevaron a cabo
estudios de recuperacion para verificar los resultados.

En la figura 5.7 se puede observar la comparacién entre los resultados obtenidos
con el microanalizador propuesto y los obtenidos por el método de referencia para
las muestras procedentes de las distintas etapas y procesos de la EDAR de la
empresa Evonik. Dicha empresa se dedica a la fabricacion de detergentes y
tensioactivos catidnicos, por lo que las aguas residuales generadas poseen una

matriz compleja que podria contener gran cantidad de amonio.
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[NH,"] mg L * (microanalizador)
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Figura 5.7. Muestras de agua residuales industriales. Recta de regresién entre los valores obtenidos
por el método de referencia y los obtenidos por el microanalizador propuesto. Cada valor es el

promedio de tres medidas.

Antes de proceder al analisis de cada una de las muestras, se dejaron reposar
durante 10 minutos para permitir la precipitacion de toda la biomasa (Figura 5.8).

Acto seguido se analiz6 el decantado sin filtrar.

Figura 5.8. Recipiente con una muestra de agua procedente de uno de los tanques de una depuradora
de aguas residuales industriales. (A) Muestra recién tomada. (B) Muestra después de dejar decantar

la biomasa durante 10 minutos.

Se encontraron concentraciones entre 1 y 124 mg L'! NH4*, dependiendo de si las
muestras de agua fueron tomadas de tanques correspondientes a las primeras
etapas del proceso de tratamiento o de tanques de las etapas finales. Como se
puede observar, no existian diferencias significativas entre los resultados obtenidos
con el microanalizador y los obtenidos por el método de referencia segin la prueba
de t de Student apareada (tcac = 1.933; ttab = 2.000; tecac < ttab) y segun la
representacién grafica de los resultados obtenidos por cada uno de los métodos
(Figura 5.7), obteniéndose una recta de regresién (n = 65, 95 % confianza) con una
ordenada al origen de a = 0 £ 2, una pendiente de b = 0.97 + 0.03 y una coeficiente
de correlacion de 0.9782. Esto confirmé que no existia una presencia significativa

de compuestos interferentes para el ESI en las muestras analizadas.
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En la figura 5.9 se recogen los resultados del analisis de las muestras de agua
procedentes de diferentes etapas de la planta piloto del proyecto MELiSSA. Como
se vio previamente (§4), este proyecto pretende crear un sistema de soporte vital de
ciclo cerrado autosuficiente, en misiones espaciales tripuladas de larga duracion,
que permita obtener alimento, oxigeno y agua a partir de los desechos organicos
mediante bacterias, algas y plantas.!® Previamente al analisis de cada una de las
muestras, estas fueron filtradas para eliminar la biomasa. Las concentraciones de
amonio obtenidas rondaron entre 4 y 700 mg L, dependiendo del origen de la
muestra con respecto a las etapas del proceso. Aquellas muestras de agua
procedentes de etapas de reciclado de agua se asemejaban a las muestras que
podrian proceder de una planta potabilizadora, ya que esta agua puede ser
acondicionada para el consumo. Las concentraciones extremadamente altas
obtenidas procedian de procesos de purga, donde se concentraban los desechos.
Como se puede observar, no existian diferencias significativas entre los resultados
obtenidos con el microanalizador y los obtenidos por el método de referencia segin
la prueba de t de Student apareada (tecaie = 0.892; tiap = 2.064; teale < ttab) y segtn la
representacién grafica de los resultados obtenidos por cada uno de los métodos
(Figura 5.9), obteniéndose una recta de regresion (n = 25, 95 % confianza) con una
ordenada al origen de a = 1 + 6, una pendiente de b = 1.00 + 0.02 y una coeficiente

de correlaciéon de 0.997.
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Figura 5.9. Muestras de agua residual procedentes de diferentes etapas y procesos de la planta piloto
MELISSA. Recta de regresién entre los valores obtenidos por el método de referencia y los obtenidos

por el microanalizador propuesto. Cada valor es el promedio de tres medidas.

En cuanto al analisis de las muestras de agua potable, se tomd una muestra de la
red, tras dejar correr el agua durante 5 minutos, y se analiz6 posteriormente. En
vista de que la concentracién obtenida se encontraba bajo el LD del microsistema
analitico, la muestra se dop6 con concentraciones crecientes de i6n amonio para

evaluar el funcionamiento del microanalizador con este tipo de matriz. Los
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resultados (Tabla 5.3) mostraron una buena correlaciéon entre la cantidad anadida
y la determinada, encontrandose recuperaciones entre el 98 y el 106 %. Como se
pudo extraer de los resultados, todas las concentraciones analizadas estuvieron por
debajo del limite recomendado por la legislaciéon de 0.5 mg L't NH4*. Puesto que el
LD del microanalizador estaba muy por debajo del limite legal, quedé demostrado
que este puede ser usado para monitorizar ién amonio en agua potable o agua dulce
en general, incluso cuando el agua no se considera contaminada segun la

legislacién, pudiendo medir asi su calidad o pureza.

Tabla 5.3. Muestras de agua de la red de distribuciéon de agua potable de Cerdanyola del Vallés.

Valores de concentracion promedio en mg L't (n = 3, 95 % confianza) del andlisis de las muestras.

Muestra Anadido Encontrado % Rec

1 0 <0.075

2 0.1 0.11+£0.01 106
3 0.2 0.20 £ 0.01 99
4 0.3 0.31+£0.02 104
5 0.4 0.39 = 0.02 98
6 0.5 0.51+0.05 102

Todos los resultados obtenidos fueron satisfactorios y confirmaron que tanto el
microsistema analitico desarrollado como el montaje experimental implementado
son herramientas utiles para la determinaciéon de i6n amonio en un amplio rango

de muestras y concentraciones.

5.1.5. Simulacion de validacion en campo. Test de operatividad en

funcionamiento autonomo

Con la finalidad de verificar el funcionamiento automatico y auténomo del
microsistema en condiciones de campo, se llevé a cabo una simulacién de la
monitorizacién de i6n amonio en una planta de tratamiento de agua residual. En
este caso, se simulé un tanque con agitacién continua y se utilizé una muestra
proporcionada por Evonik sin ningin tratamiento previo, es decir, con toda la
biomasa incluida, para monitorizar periédicamente su concentraciéon de amonio. Lo
que se pretendia observar era si los s6lidos en suspension presentes en la muestra,
o cualquier otro componente de la matriz, provocaban alguna alteracién en las
senales obtenidas o incluso el taponamiento de los canales. Se realizaron
Inyecciones sucesivas de la muestra, cada 15 minutos, durante 7 horas. Los
resultados (Figura 5.10) mostraron un valor de concentracién de amonio promedio
(n = 26, 95 % confianza) de 2.9 + 0.4 mg Li'! no viéndose alteraciones en el sistema

significativas. A continuacién, se decidié dar un paso mas y simular un proceso

170



Capitulo 5

dindmico de tratamiento de agua, donde la concentraciéon de amonio fluctuara con
el tiempo. De esta manera, partiendo de la misma muestra real proporcionada por
Evonik y simulando de nuevo un tanque con agitacion continua, se fue afiadiendo
agua o una disolucién estandar de amonio concentrada, para disminuir o aumentar
la concentraciéon de amonio artificialmente en el reactor, mientras se iba

monitorizando la concentracion resultante.
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Figura 5.10. Registro de la sefial del microanalizador correspondiente a 26 inyecciones cada 15

minutos de una muestra de agua residual procedente de Evonik, sin decantar ni filtrar.

La figura 5.11 muestra el registro de la sefial del proceso simulado, durante casi 5
horas, con un analisis cada 15 minutos. Como se puede observar, inicialmente se
tuvo la muestra original con una concentracion de 2.9 + 0.4 mg L. A partir de un
cierto momento (a), se anadi6 agua al reactor con la finalidad de disminuir la
concentracion inicial a la mitad y acto seguido para disminuirla a un cuarto de la
inicial (b). Como se puede constatar, cada cambio en la concentracién de amonio se
pudo seguir con el registro de la sefial. Posteriormente, a partir de un momento
determinado (c), se afiadié la cantidad de amonio necesaria para volver a obtener la
concentracién inicial en el tanque. A partir del punto (d), se fueron realizando
pequeiias adiciones de agua o disolucién concentrada de amonio, con la finalidad de
simular un proceso de tratamiento de agua residual real donde la concentracion de
amonio es dindmica y fluctia sobre unos parametros, mas o menos, habituales. De
esta manera, se demostré la potencialidad del microanalizador y de su montaje
experimental asociado para monitorizar, en tiempo real, la evoluciéon de la
concentracién de amonio en muestras reales con matriz muy compleja, durante
periodos relativamente largos de tiempo, en plantas de tratamiento de aguas

residuales.
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Figura 5.11. Registro de la sefial del microanalizador simulando la monitorizacién de i6n amonio en
una muestra de agua en un proceso dindmico de tratamiento de agua residual. (a), (b), (c) y (d) se

corresponden a momentos de adicién de agua o de disolucidn estandar concentrada de amonio.

5.1.6. Conclusiones

En esta parte del trabajo se ha redisefiado, fabricado, caracterizado y aplicado al
analisis de muestras reales de diferente procedencia, el prototipo de
microanalizador para la determinacién potenciométrica de i6n amonio, integrando
una etapa de difusién gaseosa, presentado en el capitulo anterior. El
microanalizador integraba la microfluidica, un médulo de difusién y un sistema de
deteccién potenciométrico, basado en un ESI y en un electrodo de referencia de
Ag/AgC.

El tamafio de la camara de deteccion ha sido reducido, con la finalidad de reducir
tanto el tiempo de analisis como el consumo de reactivos y muestra.

Ademas, se ha integrado un sistema de gestion de fluidos controlado por ordenador,
incorporando microbombas y microvalvulas. Este ha permitido incrementar el nivel
de miniaturizacién, automatizacién y autonomia de todo el sistema analitico,
confiriéndole gran versatilidad. Asimismo, la reduccién del tamafio y del consumo
de energia del sistema analitico global ha contribuido a dotarlo de portabilidad,
permitiendo su uso a pie de proceso.

Los satisfactorios resultados obtenidos por el microanalizador en el analisis de
amonio en muestras de diferentes procesos y naturaleza, han permitido validar la

propuesta realizada.
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5.2. Determinacion de amonio en sangre y plasma en
pacientes diagnosticados con desordenes en el ciclo

de la urea.

Los desordenes en el ciclo de la urea (DCU) son errores congénitos del metabolismo
de los aminoacidos causados por defectos en las enzimas relacionadas con dicho
ciclo metabdlico.!%2! Estos defectos pueden resultar en hiperamonemia (altos
niveles de amonio en sangre), caracterizada por coma hiperamonemico a los pocos
dias de nacer o por manifestaciones neuroldgicas mas sutiles durante la infancia.

El rango de concentraciones de amonio habitual en individuos sanos oscila entre los
11 y los 35 mg L' NH4*, mientras que el limite para discriminar entre una
concentracién de amonio normal y una patolégica es de 60 mg Lt en adultos y de 75
mg Ll en recién nacidos, siendo a partir de 200 mg L un episodio muy severo de
hiperamonemia que puede acarrear consecuencias irreversibles.2'-25> Los episodios
graves de hiperamonemia tienen un 50 % de mortalidad, mientras que los
supervivientes experimentan un severo retraso en el desarrollo y crisis
hiperamonemicas recurrentes. Un diagnostico precoz y rapido, y el tratamiento de
los DCU, son esenciales para minimizar dafos irreversibles en los pacientes,
especialmente dafnos cerebrales debidos a la toxicidad provocada por el amonio al
traspasar la barrera hematoencefalica.2?2 Por estas razones, existe un gran
demanda de analizadores point-of-care (POC) de bajo coste, automadticos y
miniaturizados, de elevada robustez, alta frecuencia de andlisis y bajo consumo de
reactivos y muestra, que permitan la determinacién de amonio en plasma o sangre,
en el lugar donde se halle el paciente, con una gran inmediatez. Por ello, en esta
parte del trabajo se presenta una nueva adaptacion del microanalizador de amonio,
desarrollado previamente (§4.3), para su uso como microanalizador POC para
monitorizar la concentracién de este parametro en plasma y sangre de pacientes
diagnosticados con desordenes en el ciclo de la urea. El funcionamiento del
microanalizador sera validado mediante el estudio comparativo de diferentes
muestras de plasma y sangre, proporcionadas por el Hospital Sant Joan de Déu
(Esplugues, Espana), analizadas simultaneamente con el microsistema propuesto y

con el método convencional utilizado en el laboratorio clinico de dicho hospital.
5.2.1. Montaje experimental

La figura 5.12 muestra el montaje experimental utilizado inicialmente. Este
consistié en un sistema analitico modular y ya fue utilizado anteriormente (Figura

4.46) para caracterizar individualmente cada uno de los elementos que lo

componen.
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En este caso, basicamente se pretendia evaluar el efecto de la matriz del plasma o
la sangre sobre la membrana de PVDF. Una vez verificado el correcto
funcionamiento del sistema analitico, se procedié a utilizar el microanalizador

monolitico (Figura 4.32), con todos los elementos integrados en un tnico sustrato.

[

Figura 5.12. Montaje experimental utilizado en las pruebas realizadas en el laboratorio del Hospital
Sant Joan de Déu. A) Diagrama esquematico de la configuracion modular. B) Perspectiva general del
montaje experimental. C) Detalle de parte del montaje experimental tras la inyecciéon de una muestra
de sangre. En todas las imagenes: (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* 0 muestra; (B) bomba peristaltica; (V) valvula de
inyeccién rotatoria de seis vias; (M) médulo de mezcla; (G) médulo de difusiéon con puertos de entrada
de liquidos no coincidentes y diferente sentido de flujo de las disoluciones; (D) desecho; (P)
potenciémetro; (WSA) mddulo de deteccién potenciométrica de amonio; (S) muestra; (R) reactivos; (1)

camara de deteccidn; (2) ESI; (3) electrodo de referencia.

5.2.2. Optimizacion de las variables quimicas e hidrodinamicas y

caracteristicas analiticas del sistema

Como disolucién basica para generar amoniaco a partir de amonio se utilizé NaOH
0.1 M + EDTA 103 M. Este ultimo evitd, como se ha descrito anteriormente
(§4.3.3.4), la precipitaciéon de algunos metales presentes en la sangre en forma de
hidréxidos, que podrian bloquear o danar los canales microfluidicos o la membrana

de PVDF). Como disolucién acondicionadora aceptora de amonio se utilizé Tris 0.01
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M a pH 7.4 y como disoluciéon auxiliar se usé KCl 0.1M, tal y como se habia
optimizado previamente (§4.3).

Las variables hidrodinamicas escogidas, en funcién de los resultados obtenidos en
los ensayos previos (Tabla 5.1), fueron un caudal de 350 uLL min! y un volumen de
inyecciéon de 325 pl, con la finalidad de alcanzar un compromiso entre el rango de
trabajo, el LD, el tiempo de analisis y el consumo de reactivo y muestra.

La figura 5.13 muestra, a modo de ejemplo, el registro de la sefal y la
correspondiente curva de calibraciéon para un calibrado. La ecuaciéon de Nernst
obtenida (n = 4; 95 % confianza) fue E = 305 (+5) + 53 (1) log [NH4'] con r2
=0.9996. El rango lineal fue de 4.2 a 555 uM NH4* y el limite de deteccién, de
acuerdo con la TUPAC!, fue de 1.7 uM NH4*. Como se puede observar, el rango
lineal obtenido englobaba tanto concentraciones correspondientes a valores
normales de amonio en sangre, el valor de corte en adultos (60 uM) y en ninos (75
uM) y valores tipicos de casos agudos de hiperamonemia (>250 uM), por lo que las

caracteristicas analiticas de microanalizador fueron las idoneas para la aplicacién

deseada.
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Figura 5.13. Registro de la sefial (A) y curva de calibracién (B) para un calibrado usando disoluciones
estandar de NH4Cl con concentraciones de NH4"de 4.2 uM (a), 5.6 pM (b), 55.6 uM (c) y 555.6 uM (d).

5.2.3. Analisis de muestras reales

Se analizaron, utilizando el microanalizador POC propuesto, diferentes muestras
de plasma y sangre de pacientes con distintos grados de hiperamonemia
proporcionadas por el Hospital Sant Joan de Déu. Los resultados obtenidos fueron
validados por comparacién con los obtenidos por el método de referencia
1mplementado en el laboratorio clinico del mismo hospital. Este estaba basado en la
deteccién enzimatica automatizada mediante medida espectrofotométrica.26

Puesto que la membrana de difusion de PVDF tiene caracter lipofilico y las

muestras de naturaleza bioldgica que se pretendian analizar contenian gran
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cantidad de compuestos lipofilicos (como lipoproteinas), hubo que verificar que el
fenémeno de difusién gaseosa y la integridad de la membrana del microanalizador
se mantuvieran a lo largo de los analisis.

En primer lugar se procedié a analizar muestras de plasma, ya que tendrian una
matriz mas sencilla. Para ello se centrifugaron las muestras de sangre durante 10
minutos a 2500-3000 rpm y se recogid el sobrenadante correspondiente a la fraccién
de sangre, conocida como plasma. En este punto, cabe destacar, que el método
utilizado por el hospital para determinar la concentraciéon de amonio en sangre
analiza plasma y no sangre directamente. La figura 5.14 muestra los resultados

obtenidos por ambos métodos en el analisis de 19 muestras de plasma.
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Figura 5.14. Resultados del andlisis de las muestras de plasma realizados. Recta de regresién entre
los valores obtenidos por el método de referencia y los obtenidos por el microanalizador (ESI)

propuesto. Cada valor corresponde a una medida.

Del tratamiento estadistico de los datos, se puede concluir que no existian
diferencias significativas entre los resultados obtenidos con el microanalizador y los
obtenidos por el método de referencia segin la prueba de t de Student apareada
(teale = 1.455; trab = 1.729; teale < ttab) y segun la representacion grafica de los
resultados obtenidos por cada uno de los métodos, obteniéndose una recta de
regresion (n = 19, 95 % confianza) con una ordenada en el origen de a =1 + 4, una

pendiente de b = 0.97 + 0.03 y una coeficiente de correlacién de 0.9956.

Con el objetivo de testar la repetitividad del microanalizador en las medidas de
muestras reales complejas, se realizdé el analisis de 4 muestras de plasma por
duplicado. Los resultados obtenidos (Tabla 5.4) mostraron que la repetitividad del
microanalizador fue satisfactoria, al igual que la exactitud de las medidas,
mostrando una variabilidad de los resultados muy baja.

Estos resultados demostraron la viabilidad del microanalizador presentado para el

analisis de amonio en muestras de plasma.
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Tabla 5.4. Muestras analizadas por duplicado para obtener la repetitividad del microanalizador en el

andlisis de muestras reales de plasma.

Muestra Rep.1 @uM)* Rep.2 @M) ESI (uM) Referencia (uM) % CV

1 33.20 32.51 33+3 35.85 8
2 42.80 42.68 42.7+0.5 43.20 1
3 34.09 33.95 34.0+0.6 38.07 11
4 59.44 59.67 60+1 56.92 5

*Rep. 1 =valor de concentracién obtenido en el primer andlisis de la muestra.

En este punto se decidié analizar muestras de sangre completa para evaluar, con
ellas, el funcionamiento del microanalizador. Se observd que a medida que se iban
haciendo inyecciones sucesivas de una misma muestra de sangre, la altura de pico
obtenida cada vez era menor, hasta llegar a un punto en el que se observaba, a
simple vista, que la membrana de PVDF se volvia permeable, tal y como ocurria en
los estudios de la durabilidad de las membranas llevados a cabo previamente
(§4.3.3.2). Ademas también se veian alteraciones en el registro de la senal
observandose una subida progresiva del valor de potencial de linea base.
Finalmente, no se observaban picos al inyectar muestras o disoluciones estandar de
amonio. Este fenémeno se pudo deber a que, como se comentd anteriormente, los
compuestos lipofilicos presentes en la sangre se fueron adhiriendo sobre la
superficie de la membrana de PVDF. Este hecho, a la larga provocaria una serie de
modificaciones superficiales que podrian desencadenar en un cambio en la
permeabilidad de la membrana que hiciera permear NaOH al canal de la disolucién
aceptora. Este razonamiento encajaria con lo observado en cuanto a la subida del
valor de potencial de la linea base y a la disminucién progresiva de la magnitud de
la senal. Estos problemas se podrian solucionar modificando el disefio del médulo
de difusiéon e integrando una membrana hidréfila entre la membrana hidréfoba y el
canal de la disolucién donadora. De esta manera, los compuestos lipofilicos no se
adheririan sobre la membrana y, sin embargo, el amonio podria traspasarla para
posteriormente, en forma de amoniaco, difundir a través de la membrana de PVDF
hidréfoba. Buscando alternativas que permitieran analizar muestras de sangre, se
procedi6 a evaluar dos opciones distintas. A unas muestras se las diluy6 a la mitad
con agua, con la finalidad de diluir la cantidad de compuestos lipofilicos y por lo
tanto limitar los efectos de estos sobre la membrana, y las otras muestras se
dejaron reposar 15 minutos, para que precipitaran los componentes densos,
cogiendo el sobrenadante para ser analizado, siendo similar al plasma

centrifugado. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5.5.
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Tabla 5.5. Resultados de los andlisis de muestras de sangre diluidas a la mitad con agua o

analizando solo el sobrenadante. Cada valor de concentracién corresponde a un solo analisis.

Muestra ESI (uM) Referencia (uM) % CV
1 (diluida %) 111.91 134.61 17
2 (diluida %) 55.03 69.10 20
3 (sobrenadante) 126.50 113.78 11

Como se puede observar, las muestras de sangre diluidas a la mitad con agua
mostraron concentraciones ligeramente por debajo del valor obtenido por el método
de referencia, cosa que se podria relacionar con el bloqueo de algunos poros por
parte de los compuestos lipofilicos. Por su parte, las muestras de sangre que se
dejaron reposar, y cuyo sobrenadante fue analizado, mostraron concentraciones
mas préoximas a las obtenidas con el método de referencia, pero sin llegar a los
excelentes resultados obtenidos en el analisis de las muestras de plasma.

Estos resultados demostraron que el microsistema analitico se puede usar para la
determinacién de amonio en plasma de manera sencilla y robusta. Para el analisis
en sangre, se podria introducir el concepto de microanalizador de un solo uso
desechable, debiendo buscar alternativas que limitaran el deterioro de la
membrana de difusién de PVDF con el uso, como incrementar el factor de dilucién

de la muestra o incorporar una membrana de dialisis.

5.2.4. Conclusiones

En esta parte del trabajo, el microanalizador para la determinacién
potenciométrica de 16n amonio presentado en el capitulo anterior, se ha aplicado al
analisis directo de muestras de plasma con resultados satisfactorios. En el caso de
analizar muestras de sangre entera, los resultados serian satisfactorios tras un
proceso de dilucién previa. En comparacion con otros analizadores POC
previamente reportados,?” el microanalizador utilizado presenta unas
caracteristicas analiticas mejoradas en términos de rango de trabajo, limite de
deteccién, simplicidad y facilidad de automatizacién, con una buena precision,
repetitividad y reproducibilidad. Ademas, es un sistema analitico mucho mas
pequeno y econémico que los equipos utilizados en los laboratorios clinicos del area
de la sanidad. Debido a las dimensiones reducidas, el microanalizador presenta
también un bajo consumo de reactivos y muestra y un tiempo de analisis
relativamente rapido.

Los resultados y las caracteristicas analiticas obtenidas demuestran que el
microanalizador puede ser usado para aplicaciones clinicas, como POC, para la
determinaciéon de amonio en muestras de sangre y plasma de pacientes
diagnosticados con desordenes en el ciclo de la urea, a pie de cama, incluso en

centros de atencién primaria.

178



Capitulo 5

5.3. Referencias

10.

11.

12.

World Health Organization. Ammonia in Drinking-water. Background
document for development of WHO Guidelines for Drinking-water Quality.
Guidelines for drinking-water quality (2003).

éraj, L. O,, Almeida, M. 1. G. S., Swearer, S. E., Kolev, S. D. & McKelvie, 1.
D. Analytical challenges and advantages of using flow-based methodologies
for ammonia determination in estuarine and marine waters. TrAC Trends
Anal. Chem. 59, 83-92 (2014).

Xiao, Y., Zheng, Y., Wu, S., Yang, Z.-H. & Zhao, F. Nitrogen recovery from
wastewater using microbial fuel cells. Front. Environ. Sci. Eng. 10, 185-191
(2016).

Carty, G., O'Leary, G. & Meaney, B. Wastewater Treatment Manuals.
Primary, secondary and tertiary treatement. Environmental Protection

Agency (Environmental Protection Agency, 1997).
Stenholm, A., Eriksson, E., Lind, O. & Wigilius, B. Comparison of

continuous flow analysis including photometric detection and ion-selective
electrode potentiometry for the measurement of ammonium nitrogen in
wastewater. Int. J. Environ. Anal. Chem. 88, 165-176 (2008).

World Health Organization. Monochloramine in Drinking-water.
Background document for development of WHO Guidelines for Drinking-
water Quality. Guidelines for drinking-water quality (2004).

World Health Organization. Guidelines for drinking-water quality. 1,
(2004).

Hindfelt, B., Plum, F. & Duffy, T. E. Effect of acute ammonia intoxication on

cerebral metabolism in rats with portacaval shunts. J. Clin. Invest. 59, 386—
396 (1977).

Monfort, P., Kosenko, E., Erceg, S., Canales, J. J. & Felipo, V. Molecular
mechanism of acute ammonia toxicity: Role of NMDA receptors. Neurochem.
Int. 41, 95-102 (2002).

Cerda, A., Oms, M. T., Forteza, R. & Cerda, V. Evaluation of Flow-Injection
Methods for Ammonium Determination in Waste-Water Samples. Anal.
Chim. Acta 311, 165-173 (1995).

Carrera, J. Biological elimination of nitrogen in an high load effluent (tesis

doctoral). (Universitat Autonoma de Barcelona, 2001).

Gaber, B. Bio-removal of nitrogen from waste water-A review. Nat. Sci. 8,
210-228 (2010).

179



Capitulo 5

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

180

Official journal of the european communities. 91/271/EEC of 21 May 1991
concerning urban waste-water treatment. EEC Council Directive (1991).

Consortium for the defense of the basin of Besos river. Regulation of

wastewater discharges. (1994).

da Rocha, Z. M. et al. Compact and autonomous multiwavelength
microanalyzer for in-line and in situ colorimetric determinations. Lab Chip
12, 109 (2012).

Lindner, E. & Umezawa, Y. Performance evaluation criteria for preparation
and measurement of macro- and microfabricated ion-selective electrodes
(IUPAC Technical Report). Pure Appl. Chem. 80, 85—-104 (2008).

APHA. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
(American Public Health Association, 2015).

Lasseur, C. et al. Melissa: The European project of closed life support
system. Gravitational Sp. Biol. 23, 3—12 (2006).

Héberle, J. et al. Suggested guidelines for the diagnosis and management of
urea cycle disorders. Orphanet J. Rare Dis. 7, 32 (2012).

Raghuveer, T. S., Garg, U. & Graf, W. D. Inborn errors of metabolism in
infancy and early childhood: An update. Am. Fam. Physician 73, 1981-1990
(2006).

Cohn, R. M. Hyperammonemia, Bane of the Brain. Clin. Pediatr. (Phila). 43,
683—689 (2004).

Cooper, A. J. & Plum, F. Biochemistry and physiology of brain ammonia.
Physiol Rev 67, 440-519 (1987).

Bernal, W. et al. Arterial ammonia and clinical risk factors for
encephalopathy and intracranial hypertension in acute liver failure.

Hepatology 46, 1844—-1852 (2007).

Rao, A. N., Varma, P., Sumitra & Dhanya, S. Hyperammonemia: Diagnostic
experience at the metabolism laboratory. Perinatology 9, 9-13 (2007).
Tseng, Y.-L. et al. Risk Factors of Hyperammonemia in Patients With
Epilepsy Under Valproic Acid Therapy. Medicine (Baltimore). 93, e66
(2014).

Bishop, M. L., Fody, E. P. & Schoeff, L. E. Clinical chemistry: principles,

techniques and correlations. (Wolters Kluwer, 2013).

Goggs, R. et al. Clinical investigation of a point-of-care blood ammonia
analyzer. Vet. Clin. Pathol. 37, 198-206 (2008).



Capitulo 6

Microsistema analitico con etapa de difusion
gaseosa integrada para la determinacion
espectrofotométrica de dioxido de carbono en
vino y cerveza

El diéxido de carbono (CO:2) es un parametro clave en la monitorizacién de los
procesos de fermentacion que se llevan a cabo en la elaboracion de vinos y
cervezas,! ademas de ser un factor importante que condiciona las propiedades
organolépticas finales de dichos productos.23 Por estos motivos, el CO:z es
controlado de manera rutinaria en los procesos de producciéon de estas bebidas
tanto en bodegas como en compainias cerveceras.

Existen tradicionalmente tres métodos oficiales para la determinacién de CO2 en
este tipo de muestras: el manométrico, el enzimatico y el titrimétrico. Este tltimo
es el seleccionado como primera opcién debido a sus ventajas frente al resto de
métodos, entre las que destaca un menor tiempo de andlisis y una mayor
reproducibilidad.+¢ KEste procedimiento consiste en la titulacion del CO:
alcalinizado, con acido sulfurico, entre pH 8.6 y 4.0 usando un electrodo de pH. A
pesar de las ventajas que presenta, muestra también algunos problemas como, por
ejemplo, una baja sensibilidad y las dificultades intrinsecas a una valoracién con
bureta. Alternativamente, se han propuesto procedimientos basados en la medida
directa de CO:z disuelto, usando técnicas electroquimicas.” Sin embargo, estos
métodos, que aprovechan mayoritariamente el principio de Severinghaus,?
muestran tiempos de respuesta elevados, a veces baja reproducibilidad y, en
general, suelen ser caros y dificiles de automatizar. Como otra opcién, se han
puesto en practica sistemas automatizados basados en metodologias de flujo
continuo con deteccién espectrofotométrica y con una etapa de separacién del
analito por difusién gaseosa.®!! De esta manera, se mejoran diferentes
caracteristicas analiticas, como el tiempo de anadlisis, el consumo de reactivo y
muestra y la reproducibilidad de las medidas, sin la necesidad de personal de
laboratorio cualificado. En este tipo de sistemas analiticos, el proceso de
determinaciéon del COz normalmente empieza cuando la muestra es inyectada en
una disolucién portadora que se mezcla con una disolucién acida. En este momento,
todas las especies inorganicas de carbono presentes son convertidas a COgz que

difunde a través de una membrana permeable a gases. Posteriormente, una

181



Capitulo 6

disolucién aceptora, con propiedades acido-base, recoge el CO: difundido. Este
hecho, provoca un cambio en el pH que es detectado, a su vez, por un cambio en la
absorbancia de un indicador acido-base presente en dicha disolucién. Sin embargo,
estos sistemas presentan rangos de trabajo estrechos que dificultan la
determinacién de CO:z en cerveza (alrededor de 5000 mg L!) y en vinos (desde 1000
mg L1, en vinos ligeramente espumosos, hasta 12000 mg L+, en vinos
excepcionalmente gasificados).>10 Ademas, el consumo de reactivos y muestra sigue
siendo demasiado alto y el tamano de los equipos analiticos hace que no sean
portatiles, limitando su uso tanto en el analisis de muestras discretas in situ, como
en la monitorizacién on-line de procesos de fermentacién.

Con el objetivo de desarrollar un dispositivo capaz de operar en estas condiciones,
se decidié utilizar para su fabricacion la tecnologia de polimeros, usando COC como
sustrato. Por otra parte, como se ha apuntado en la introduccién (§1.1.2.4.2), los
avances en optoelectrénica de gran consumo han permitido la apariciéon de nuevas
fuentes de luz, como los LED,'2-16 y detectores, como los fotodiodos,'2> de un
tamano muy reducido, que han permitiendo miniaturizar y hacer portatiles los
montajes experimentales frente a los equipos convencionales.17.18

Explotando todas estas potencialidades, en este capitulo se presenta un
microanalizador de bajo coste fabricado en COC, con una etapa de difusién gaseosa
integrada, para la determinacion espectrofotométrica de CO: utilizando como
disolucién aceptora, una disolucién tampdén que contiene azul de bromotimol (BTB)
como indicador acido-base colorimétrico. El microanalizador integrara, también, la
celda de deteccion optica de flujo. El tamafio reducido del microsistema analitico,
unido al tamano reducido y a la simplicidad del sistema de deteccion, hacen del
equipo global un sistema potencialmente portatil, con un consumo de reactivos y
muestra reducido y con un rango lineal de trabajo muy amplio. Para demostrar su

aplicabilidad, se analizaran diferentes muestras de vino y cerveza.
6.1. Materiales y reactivos

El microanalizador se construy6 usando placas y laminas de COC proporcionadas
por Topas Advanced Polymers (Florence, KY, EEUU) en diferentes grados y
grosores: placas Topas 5013 de 500 um y 1 mm de grosor y laminas Topas 8007 de
25y 50 um de grosor.

Para separar el analito de la matriz de la muestra por difusién gaseosa, se utilizé
una membrana hidréfoba de 125 pm de grosor hecha de PVDF con tamafio de poro
de 0.45 pm (Millipore, EEUU).

Todos los reactivos usados para la evaluaciéon y optimizacién del microsistema
fueron de calidad analitica o superior. El carbonato de sodio (Na2:COs), el
dihidrogenofosfato de sodio (NaH2POy4), el hidrogenofosfato de sodio (NazHPO.) y el

peroxido de hidréogeno (H:20:2) fueron suministrados por Panreac (Barcelona,
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Espana). El azul de bromotimol (BTB) y el acido sulfurico al 98 % (H2SO.4) fueron
subministrados por Sigma-Aldrich (Barcelona, Espafia).

Todas las disoluciones fueron preparadas con agua doblemente destilada o Milli-Q.
Las disoluciones estandar de CO:z fueron preparadas y desgasificadas diariamente
a partir de una disolucién madre de 50000 mg L de Na2COs. Como disolucién
donadora, para convertir todas las especies inorganicas de carbono en COg, se uso
una disolucién de H2SO4 0.2 M, conteniendo 60 mg L de H20:2 para evitar la
potencial interferencia del SO2 mediante su oxidacién a SO42.9 Como disolucién
aceptora se usé una disoluciéon tamponada de NaH:PO4+/Na:HPO4 12 mM a pH 7.6,
conteniendo BTB 0.06 mM.

6.2. Montaje experimental

El esquema del montaje experimental utilizado se muestra en la figura 6.1.

Este esta dividido en tres partes: el microanalizador, el sistema de impulsién e
inyeccion en flujo continuo y el sistema de deteccion.

El sistema de impulsién e inyeccion en flujo continuo estaba constituido por 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

diametro interno y una valvula de inyeccién de 6 vias (Hamilton MVP, Reno, US).

o O T O

™

\va
{

3!#*
\

Figura 6.1. Diagrama esquematico de la microfluidica, el sistema de detecciéon y el montaje
experimental. (a) canal con la disolucién aceptora de tampén fosfato con BTB; (b) disolucién de H2SOq
0.2 M con 60 mg Lt H20g; (c) disolucién portadora (H20); (d) disolucién estandar/muestra; (B) bomba
peristaltica; (V) valvula de inyeccién de 6 vias; (D) desecho; (1) membrana de PVDF; (2) LED a 607
nm; (3) celda de deteccidn; (4) fotodiodo; color amarillo: microcanales bajo la membrana de PVDF;
color verde: microcanales sobre la membrana de PVDF; (A) tarjeta de adquisicién de datos; Lineas

solidas son conexiones fluidicas y lineas discontinuas son conexiones eléctricas.
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El microsistema se conectd a los diferentes elementos externos mediante tubos de
Teflén de 0.8 mm de diametro interno (Scharlab, S.L., Cambridge, Inglaterra).

El sistema de deteccién éptica utilizado (Figura 6.2) fue desarrollado por el GSB en
colaboracién con miembros del Grupo de Tecnologias Fotonicas (GTF) de la
Universidad de Zaragoza, siendo descrito previamente.'819 Esta constituido por un
lector 6ptico, compacto y robusto, de plataformas microfluidicas, compuesto por una
estructura de PMMA que sirvié para fijar y posicionar las dos partes
fundamentales del sistema: una placa de circuito impreso (PCB), con los diferentes
componentes electrénicos integrados para la deteccion Optica, y un puerto de
insercion para posicionar, de manera reproducible, las plataformas microfluidicas.
Este puerto de insercién se disend siguiendo el concepto de llave-cerradura, para
permitir un alineamiento perfecto entre la fuente de luz, la celda de deteccion y el
detector (Figura 6.2.C). Asi, se dispuso de un sistema de medida muy versatil que
podia ser adaptado a plataformas microfluidicas de cualquier tamano y
configuracién. Para ello, basta con cambiar la pieza de encaje que actiia como
“cerradura” del puerto de insercion, siempre que el contorno de ésta tenga la forma

complementaria de la plataforma microfluidica “llave” (Figura 6.2.C.c).

b

Figura 6.2. A y B) Imagen del microsistema analitico fuera y dentro del sistema de deteccién: (a)

microanalizador; (b) puerto de insercién disefiado bajo el concepto de llave-cerradura integrando una
mascara con un agujero circular que solo permite el paso de luz a través de la celda de deteccién; (c)
LED a 607 nm; (d) PCB con la electrénica asociada al control y a la adquisicion de la sefial. C)
Esquema del concepto de llave-cerradura del sistema de deteccién: (a) LED a 607 nm; (b) mascara con
un agujero circular que solo deja pasar la luz a través de la celda de deteccidn; (c) pieza actuando

como “cerradura” del puerto de insercién; d) microanalizador actuando como “llave”; (e) fotodiodo.

Por su parte, la estructura PCB integraba un LED como fuente de radiacién, con
un pico de emision centrado a 607 nm (Kingbright, Taipei, Taiwan), y un fotodiodo

PIN Hamamatsu S1337-66BR, con 33 mm? de area efectiva, actuando como
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detector. Tanto la fuente de emisién como el detector podian ser cambiados en
funcion de la aplicacién, confiriéndole este hecho una enorme versatilidad al
sistema de deteccidon. La sefal generada fue adquirida mediante una tarjeta de
adquisicion de datos (DAQ) NI USB-6211 de National Instruments (Austin, Texas,
EEUU), que transfiri6 la senal de la PCB, via USB, a un ordenador, donde fue
procesada usando un amplificador lock-in digital. La frecuencia de adquisicion de
datos fue de 10 por segundo. El uso de la amplificacién lock-in digital permitié
incrementar la relacion senal/ruido y trabajar en condiciones de luz ambiente,
evitando asi el efecto de luz parasita en las medidas, sin la necesidad de recurrir a

amplificadores fisicos.'®

6.3. Diseno y optimizacion de la plataforma microfluidica

La fabricacién del microanalizador se realiz6 en esta ocasién utilizando la
tecnologia de polimeros, usando como sustrato COC. El disefio del microanalizador
(Figura 6.3.A) estaba formado por cinco capas con motivos mecanizados: 3 placas de
1 mm de grosor (“a”, “b” y “d”), otra de 500 pm de grosor “e” (todas ellas Topas
5013) y una lamina de 50 um “¢” (Topas 8007). Se utilizaron también 4 laminas de
25 um (Topas 8007) como elemento sellante entre capas, laminandolas previamente
sobre cada capa de Topas 5013. Cuando todas las capas fueron alineadas,
superpuestas y laminadas, se obtuvo la estructura tridimensional deseada. Las
dimensiones del microanalizador fueron 45 x 60 x 4 mm en la parte de la
microfluidica y el médulo de difusién (parte ancha), y 22.5 x 40 x 3 mm en la zona
de la celda de deteccion (parte estrecha). Esta Gltima es la que se inserta en el
sistema de deteccion basado en el concepto de llave-cerradura. Su peso total fue de
16 g. El microsistema presentaba 3 entradas y 2 salidas de liquidos (Figura 6.1).
Asi, la disolucién portadora (c), donde se inyecta la muestra/disolucion estandar (d),
y la disoluciéon acida de H2SO4 (b), entran en el microsistema a través de los
puertos de entrada correspondientes. Estos canales convergen en un punto de
confluencia en forma de Y, en el interior del microsistema. Después de esto, las
disoluciones fluyen a lo largo de un micromezclador en forma de serpentin, dando
lugar a la disolucién donadora. En dicho trayecto, se va obteniendo el CO:z a partir
de todas las especies de carbono inorganico disueltas (DIC) presentes en la

muestra/disolucion estandar siguiendo las siguientes reacciones quimicas:20-22

CO3% agp+ H* 5 HCO3 (ag (Reaccién 6.1)
HCOs aq + Ht 5 H2COs3 (ag) (Reaccién 6.2)
H2CO3 g S CO2 ) + H20 (Reaccién 6.3)

CO2ag S CO2 (Reaccién 6.4)
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La disolucién resultante es conducida al médulo de difusién donde, a lo largo de un
canal en forma de serpentin, el diéxido de carbono generado se difunde a través de
la membrana de PVDF hacia una disolucién aceptora, compuesta por un tampon
fosfato 12 mM a pH 7.6 y el indicador de pH BTB. Esta disolucién aceptora,
introducida por la tercera entrada del microanalizador (a), recoge el COz difundido.
Este produce un cambio de pH en dicha disolucién aceptora, que a su vez provoca
un cambio de la absorbancia a 607 nm del indicador acido-base presente (transicién
de color azul a amarillo). Finalmente, tanto la disolucion donadora como la

aceptora son dirigidas al desecho.

Figura 6.3. A) Diserio por capas del microanalizador. Las capas “b” y “d” 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 dispositivo final: (a) conexiones fluidicas; (b) microfluidica; (¢) membrana de PVDF; (d)
celda de deteccién de flujo.

Las dimensiones de los microcanales fueron de 0.4 mm de ancho por 0.3 mm de
alto, salvo en la parte del médulo de difusién, que 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 difusiéon de PVDF) y en la parte que se inserta en el sistema de
deteccidn, donde el canal de entrada a la celda de deteccion fue de 0.8 mm de ancho
por 1 mm de alto mientras que el canal de salida de la celda de deteccion fue de 0.4
mm de ancho por 1 mm de alto. El diametro de la celda de deteccién fue de 4.5 mm
y el camino 6ptico fue de 1 mm. El volumen muerto total del microsistema fue de
200 pL.

Finalmente, los conectores fluidicos fueron fijados sobre las entradas y salidas del
microanalizador mediante un soporte y tornillos (Figura 6.3.B).

Utilizando el tipo de micromezclador descrito previamente (§4.3.3.1), se procedié a
evaluar la configuracion del moédulo de difusién y de la camara de deteccion, asi
como las variables quimicas e hidrodinamicas implicadas, con el objetivo de fijar
mas condiciones operacionales que ayudaran a cumplir los requisitos planteados

por la aplicaciéon propuesta. Estos eran ser facilmente automatizable, de tamano
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reducido y compacto, tener un rango de trabajo amplio con un bajo consumo de

reactivos y muestra y tener un tiempo de vida elevado.
6.3.1. Verificacion de la configuraciéon del modulo de difusion

Con la finalidad de incrementar el tiempo de vida del microanalizador y maximizar
la difusiéon del analito, se escogid la configuracion de médulo de difusion optimizada
previamente (§4.3.3.2.). Esta incluia una entrada de liquidos no coincidente al
moédulo de difusidon, diferente sentido de flujo entre disolucién donadora y aceptora
y un posicionamiento de la membrana de 0.45 pm de tamafio de poro, con su lado
mas hidrofébico dirigido al canal de la disolucion donadora. Para confirmar que
esta configuraciéon era la iddénea para la aplicacién estudiada, se realizaron
diferentes experiencias de verificacion. Una de ellas fue determinar si realizar el
proceso de difusién a contraflujo o en el mismo sentido de flujo producia diferencias
significativas de sefial. Segtin algunos trabajos publicados,?? usar una configuracién
a contraflujo en el moédulo de difusién, favorece la transferencia de masa
aumentando el area de pico. No obstante, al provocar una mayor dispersién del
analito, el aumento del area de pico se traduce en una anchura de pico mas grande
pero una altura de pico inferior. Esto iria en detrimento del LD. Para comprobar
este hecho, se realizaron una serie de -calibrados wutilizando el montaje
experimental mostrado en la figura 6.1 usando ambas configuraciones con unas
condiciones arbitrarias de 500 uL. min! de caudal por cada canal, 25 uL. de volumen
de inyeccién, una disolucién donadora constituida por HaSO4 0.2 M y una aceptora
formada por un tampén fosfato 12 mM (pH 7.1) con BTB 0.06. Como se puede
observar (Figura 6.4), ambas configuraciones daban lugar a perfiles de sefnal
practicamente idénticos, sin observarse diferencias significativas, por lo que se

mantuvo la configuracién optimizada previamente de flujo a contracorriente.
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Figura 6.4. Grafica comparando la sefial obtenida usando una configuraciéon de entrada de liquidos a
contraflujo o a mismo sentido de flujo: (a) 1000 mg L't CO2 y (b) 7500 mg Lt COa.
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6.3.2. Configuracion de la celda de flujo del sistema de deteccion

La configuracién de la celda de flujo para medidas 6pticas (Figura 6.5) fue disenada
y optimizada, en colaboracion con otros miembros del GSB. Se introdujeron
contornos de geometria suavizada, sin ninguna discontinuidad o canto abrupto,
teniendo en cuenta el efecto Venturi y el principio de Bernoulli.l” Este fenémeno
hace que al disminuir la secciéon de paso del fluido (paso de un canal o cAmara mas
grande a un canal mas estrecho), en ese punto, su velocidad aumente,
disminuyendo la presion. Este hecho permitié6 minimizar la retencién y/o formacién
de burbujas en el interior de la celda de detecciéon. Ademas, en el caso de que
eventualmente apareciera una burbuja, su evacuacién se vio favorecida debido a la
diferencia de presién y velocidad del fluido entre la camara, constituyente de la
celda de deteccién, y el microcanal de salida. De esta manera, se evitd la aparicién
de ruido, senales transitorias y/o derivas en la linea base, relacionadas,
habitualmente, con la retencién o paso de burbujas en o a través de la celda de

deteccion. Esto incremento la robustez global del microanalizador.

Figura 6.5. Diseno tridimensional de la celda de flujo. Las flechas indican la direccién de flujo.

Ademas, el contorno exterior del microsistema fue disefiado, basandose en el
concepto de llave-cerradura, para ser insertado en el sistema de deteccidn,
consiguiéndose un alineamiento perfecto y reproducible entre el LED, la camara de
la celda de flujo y el fotodiodo. Asi, se consigui6 un sistema compacto y robusto,

como se demostro previamente.18

6.3.3. Evaluacion de las variables quimicas e hidrodinamicas

En este apartado, se evalud, usando un proceso de optimizacién univariante, la
influencia tanto de las variables quimicas (composicion de la disolucién aceptora y

donadora y presencia de potenciales compuestos interferentes) como de los

parametros hidrodinamicos (caudal y volumen de inyeccién) sobre las
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caracteristicas analiticas proporcionadas por el microanalizador. El objetivo fue
llegar a un compromiso entre la sensibilidad, la estabilidad de la line base, el LD,
el rango lineal de trabajo, el consumo de reactivos y muestra y la frecuencia de
muestreo.

De acuerdo con la bibliografia, se han utilizado diferentes indicadores
colorimétricos acido-base, como por ejemplo el purpura de bromocresol,!! el rojo de
fenol2425 y el azul de bromotimol (BTB),?21.24.2627 disueltos en una disolucion
aceptora, para determinar COz en muestras reales. En el presente capitulo se ha
utilizado BTB disuelto en una disolucién de tampdn fosfato, debido a que es el
indicador que muestra mayores rangos de trabajo manteniendo una buena

sensibilidad,?-24 ambos requisitos indispensables para la aplicacion planteada.
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Figura 6.6. A) Equilibrio 4cido-base de la molécula de BTB. B) Espectro de emisién del LED
escogido. C) respuesta espectral del fotodiodo a diferentes longitudes de onda. D) Absorbancia del

indicador de pH a diferentes pH y longitudes de onda con el espectro de emisién del LED solapado.

El BTB es un indicador de pH con un pKa de 7.1 y con un rango de trabajo que va

desde pH 6 a 7.6.2% Por debajo de este rango, en su forma acida (HIn) (Figura
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6.6.A), presenta coloracién amarilla con un maximo de absorciéon a 440 nm (Figura
6.6.D), mientras que por encima del rango de trabajo, en su forma basica (In),
presenta coloracién azul con un maximo de absorcién a 615 nm. A valores de pH
dentro del rango de trabajo, cercanos al pKa, el indicador presenta diferentes
tonalidades verdosas, en funcién de la contribuciéon de cada una de las dos especies
(acida y basica). Tanto el LED como el fotodetector utilizados fueron escogidos para
trabajar en la monitorizacién de la especie desprotonada del indicador (In"). E1 LED
presentaba un maximo de emision a 607 nm (Figura 6.6.B) y el detector una
fotosensibilidad adecuada a la longitud de onda de trabajo escogida (Figura 6.6.C).

Una vez seleccionado el BTB como indicador sensible a pH, se procedié a optimizar
la concentracion del tampon HPO42—H2PO4 de la disolucién aceptora. Para ello se
realizaron inyecciones, por triplicado, de diferentes disoluciones estandar con la
finalidad de obtener distintas curvas de calibrado, siempre con el objetivo de
alcanzar un rango lineal de trabajo hasta 10000 mg L1 de COg con la maxima
sensibilidad posible. Recordemos que en la mayoria de muestras a analizar, el valor

maximo de concentracién de COz que podemos encontrar ronda los 10000 mg L1,
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! -2000 ® 5mM
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Z e 12mM
< -4000
2
8
2 -6000 -
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e]
©
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o
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0 2000 4000 6000 8000 10000
[CO,JmgL™
B [tampon] (mM) O.0. Pendiente r2 RL (mg L)
e 0 0 (£7 109 -1.8-10% (+1-104)  0.9980 0-10
e 0.5 2104 5104  -3.0-104(x110%)  0.9975 0-100
o1 1103 (£1-109) -1.13-104 (+6-10-) 0.9937 0-250
e 5 1103 (£1-109) -3.7-10-5 (+2-10-6) 0.9946 0-1000
10 1103 (£2-109) -2.0-10-5 (1 -10-6) 0.9956  0-2000
e 12 0 (+2-10-3) -1.36-10-5 (+7-10-7) 0.9978 0-3000

Figura 6.7. Optimizacién de la concentracién del tampén de la disolucién aceptora. A)
Representacién grafica de los valores de altura de pico a diferentes concentraciones de COz2. B) Tabla
con los parametros de cada curva de calibracién (ordenada al origen, pendiente y coeficiente de

correlacién) y el rango lineal de trabajo alcanzado.

Como variables quimicas e hidrodinamicas se fij6 un caudal de 500 uL. min! para

cada uno de los canales (disolucién portadora - donde se inyectan las disoluciones
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estandar/muestras-, disolucién acida y disolucion aceptora), un volumen de
inyeccion de 225 pl, una concentraciéon de BTB 0.06 mM, un pH de 7.1 en la
disolucién aceptora y una concentracién de H2S0O4 0.2 M en la disolucion acida. Se
evaluaron diferentes concentraciones de tampoén desde O hasta 12 mM. La figura
6.7 muestra los resultados obtenidos. Como se puede observar, a mayor
concentracién de tampén, menor altura de pico causada por una concentracién de
CO:z determinada y menor también la sensibilidad obtenida, pero, sin embargo, al
mismo tiempo se consiguié alargar el rango de trabajo lineal. Teniendo en cuenta
que el objetivo de esta parte del trabajo consiste en desarrollar un microanalizador
con un rango de trabajo relativamente amplio, centrado en concentraciones altas de
CO:2 en vinos y cervezas, se primé este factor frente a obtener un LD muy bajo o
una sensibilidad muy alta. Por todo ello, se escogié una concentracién de tampén
fosfato 12 mM como valor 6ptimo. Ademas, usando esta disolucién tamponada tan
concentrada, los cambios de pH producidos por la absorcién de CO: atmosférico
fueron negligibles. No obstante, en otras aplicaciones en las que se tengan que
determinar concentraciones extremadamente bajas de CO2, seria necesario usar
una disolucién aceptora sin tampén o con una concentraciéon de tampén muy baja.
En estos casos, la absorcion del CO2 atmosférico seria un problema serio que se
podria minimizar introduciendo cartuchos de cal sodada en la entrada de los

recipientes de los reactivos, con la finalidad de eliminar el COz atmosférico.2®
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Figura 6.8. Optimizacion del volumen de inyecciéon. A) Representacion grafica de los valores de
altura de pico. B) Tabla con los pardmetros de cada curva de calibracién (ordenada al origen,
pendiente y coeficiente de correlacién).
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Para optimizar el volumen de inyeccion se realizé la misma experiencia que en el
caso anterior, fijando el valor éptimo de concentracién de tampén fosfato de 12 mM.
Se testaron volumenes de inyecciéon entre 25 y 580 uL. Los resultados (Figura 6.8)
mostraron que a mayor volumen de inyeccién, mayor altura de pico para una
concentracién de COz dada, lo que suponia mayor sensibilidad y LD. Sin embargo,
también implicaba un mayor tiempo de analisis y un menor rango lineal de trabajo.
Teniendo en cuenta que se requeria un rango de trabajo lo mas amplio posible, se
decidié escoger como 6ptimo un volumen de inyecciéon de 25 plL. Utilizando un
volumen de inyecciéon de 100 uL se obtenia, también, un rango de trabajo lineal
hasta los 10000 mg Lt COg, proporcionando, incluso, una mayor sensibilidad y LD
que con 25 uL. No obstante, en dichas condiciones se consumia cuatro veces mas
reactivos y muestra y se alargaba el tiempo de analisis en aproximadamente un
minuto. Fijado el volumen de inyeccién, se siguieron optimizando el resto de
parametros y variables quimicas e hidrodinamicas.

Para evaluar el papel que tenia la concentraciéon del indicador BTB en las
caracteristicas analiticas del microanalizador, se realizaron distintos calibrados
variando este parametro entre 0.03 y 0.08 mM, tomando como referencia los
valores encontrados en la bibliografia.®21.2427 Para ello se fijaron los valores ya
optimizados de concentracion del tampoén fosfato, 12 mM, y volumen de inyeccion,
25 pL. El resto de parametros fueron los establecidos arbitrariamente al inicio del

proceso de optimizacién.
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Figura 6.9. Optimizacién del la concentracién de BTB en la disolucién aceptora. A) Representacién

grafica de los valores de altura de pico. B) Tabla con los parametros de cada curva de calibracion.
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Los resultados obtenidos (Figura 6.9) mostraron que a mayor concentracién de
indicador, mayores alturas de pico y mayor sensibilidad. Sin embargo, utilizando
una concentracién de 0.08 mM, el rango lineal empezé a reducirse por lo que se fij6
como 6ptima una concentracién de BTB de 0.06 mM.

Llegados a este punto, se procedi6 a evaluar el pH de la disoluciéon aceptora.
Utilizando los valores de los parametros ya optimizados y los fijados desde el inicio,

se testaron valores de pH que oscilaban entre 7.1 y 8.2.
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° 7.9 3104 @610  -3.7106@2107)  0.9996
o 8.2 4104 @910  -4.4106@2107)  0.9995

Figura 6.10. Optimizacion del pH de la disolucién aceptora. A) Representacién grafica de los valores
de altura de pico. B) Tabla con los pardmetros de cada curva de calibracién (ordenada al origen,
pendiente y coeficiente de correlacién).

De la correcta eleccion del pH de la disolucién aceptora, junto a la concentracion del
tampon, depende la forma de la curva de calibracién. En funcién del rango de
trabajo del indicador de pH, la eleccién de un pH inicial demasiado alto (por encima
de este) podria dificultar la determinacién de concentraciones bajas del analito,
debido a una disminuciéon de la sensibilidad causada por estar fuera del rango
lineal de trabajo del indicador. Este hecho provoca variaciones de absorbancia
inferiores a lo esperado. Por su parte, la selecciéon de un pH demasiado bajo, podria
provocar acortamiento del rango lineal obtenido o problemas de linealidad, como en
el caso anterior, si el pH escogido esta por debajo del rango de trabajo lineal del
indicador.!! Por este motivo y en vista de los resultados (Figura 6.10), se decidi6

escoger como valor 6ptimo de pH el correspondiente al limite superior del rango
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lineal de trabajo del indicador (pH 7.6) para evitar los problemas mencionados y
potenciar las caracteristicas analiticas del sistema.

Optimizado el pH, la siguiente variable evaluada fue el caudal de las disoluciones
portadora, acida y aceptora. Siguiendo el mismo procedimiento univariante, se

testaron valores de caudal entre 100 y 500 uLL min-'.

0 &<
A
-2000 -
b o
-4000 -
o
—
X -6000 -
<
S -8000 -
3
S -10000 -
(0]
T -12000 - .
o ® 100 pL min
2 -14000 {® 200 pL min *
< ® 300pL min’t
-16000 1 ® 400 pL min *
© 500 pL min*
-18000 , , : : :
0 2000 4000 6000 8000 10000
[CO,JmgL™
B Caudal (uL min)  0.0. Pendiente r?
e 100 1102 #1102  -1.6-105 (£3106)  0.9948
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e 300 1103 #2-10%)  -6.9-106 (£3-107)  0.9985
e 400 4104 (£3104)  -4.55-106 (£8-10%)  0.9998
e 500 1104 (#3-104)  -3.40°106 (+410%)  0.9999

Figura 6.11. Optimizacién del caudal. A) Representacién grafica de los valores de altura de pico. B)
Tabla con los parametros de cada curva de calibracién.

Los resultados (Figura 6.11) mostraron que a mayor caudal, menores alturas de
pico y menores sensibilidades pero, a su vez, mayores rangos lineales de trabajo.
Como se puede observar, caudales de 400 y 500 puL. min'! proporcionaron el rango de
trabajo deseado. Finalmente, se escogié el de 400 pL. min?! debido a que
incrementaba en un 33 % la sensibilidad obtenida, sin suponer un aumento
apreciable en el tiempo de analisis.

Se barajo la posibilidad de usar, en la preparacién de la disolucién acida, tanto HCI
como H2SO4. Sin embargo, se escogi6 este ultimo debido a que el HCI, al presentar
una presién de vapor mayor, puede difundir a través de la membrana de PVDF
provocando un cambio de pH indeseado en la disolucién aceptora. La concentracién
de H2SO4 fue evaluada entre 0.2 y 0.6 M siguiendo la misma metodologia usada
hasta ahora. Como se puede extraer de los resultados (Figura 6.12), no existian
diferencias significativas al usar las distintas concentraciones de acido, por lo que

se decidi6 escoger como 6ptima la de concentracién menor (0.2 M).
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Figura 6.12. Optimizacién de la concentracién de 4cido de la disolucién donadora. A) Representacién
grafica de los valores de altura de pico. B) Tabla con los pardametros de cada curva de calibracion.

Finalmente, se evalu6 la relacién de caudales entre las disoluciones donadora y
aceptora en el interior del médulo de difusién. Se testaron relaciones de caudal en

las que el mas alto era el de la disolucién aceptora y en otros casos era a la inversa.
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Figura 6.13. Optimizacién de la relacién de caudales en el interior del médulo de difusién entre
disolucién donadora y aceptora. A) Representacién grafica de los valores de altura de pico. B) Tabla

con los parametros de cada curva de calibracién.
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En vista de los resultados obtenidos (Figura 6.13), si el caudal de la disolucién
aceptora se reducia (incrementando la relacién de caudales donador:aceptor) las
alturas de pico aumentaban, aumentando la sensibilidad en comparacién a los
resultados obtenidos en condiciones isocinéticas. Sin embargo, existian limitaciones
en cuanto a la integridad de la membrana de difusién de PVDF y, en consecuencia,
a la robustez del microanalizador en general. Si se aplicaban relaciones de caudales
altas, como por ejemplo 3:1 o 4:1 (donador:aceptor), la membrana podria sufrir mas
estrés y tensién debido a la diferencia de presion entre los canales de ambos lados.
Este hecho podria acortar la vida de la membrana, a pesar de haberse disefiado el
moédulo de difusiéon para tratar de minimizar este efecto. Ademas, también se
observaron problemas de linealidad e incremento del tiempo de analisis y, por
tanto, de mayor consumo de reactivos y muestra, usando relaciones de caudal altas.
Por este motivo, se escogié una relaciéon de caudales de la disolucion donadora y
aceptora 2:1 para permitir un ligero efecto de preconcentracién del analito, que se
tradujo en una mayor sensibilidad, pero manteniendo el rango lineal de trabajo
deseado y un tiempo de analisis aceptable.

Recapitulando, los parametros Optimos seleccionados fueron una disolucién
aceptora de tampén HPO4#2—H2:PO4 12 mM a pH 7.6 con BTB 0.06 mM, una
disolucién acida de H2SO4 0.2 M, un caudal para cada canal de 400 pul minl, un
volumen de inyeccién de 25 ul. y una relacién de caudales en el interior del médulo
de difusién 2:1 (donador:aceptor).

En cuanto a los posibles compuestos interferentes que se pueden encontrar en los
tipos de muestra a analizar, tan solo se tuvo en cuanta el 16n sulfito (SOs2) ya que
es el Ginico compuesto presente en vinos, en concentraciones significativas, capaz de
difundir en condiciones acidas, en forma de diéxido de azufre (SOz2), a través de la
membrana de PVDF.? Su concentracion en vinos puede llegar a ser de hasta 450
mg L SO2.3° Por este motivo se decidié anadir perdxido de hidrégeno (H20:2) a la
disolucién acida con la finalidad de asegurar la oxidacién total del diéxido de azufre
a 16n sulfato (S04%),31:32 el cual no puede difundir a través de la membrana y por
tanto no genera un efecto interferente. La concentracion de H:20:2 usada fue
optimizada previamente,® siendo de 60 mg L-1. De esta manera, la composicion final
optimizada para la disolucién acida fue una concentracion de HaSO40.2 M con una
concentracion de H:02: de 60 mg L. No obstante, dado que en vinos la
concentracién de SOz estd normalmente en menor proporcion que el COs, el
peroxido de hidrégeno puede ser suprimido sin obtener diferencias significativas en

los resultados.

6.4. Caracteristicas analiticas del microsistema

La caracterizacion analitica del microanalizador se llevd a cabo mediante la

realizacion sucesiva de diferentes calibrados usando distintas disoluciones
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estandar de CO:2 comprendidas entre los 0 y los 10000 mg L. La figura 6.14
muestra, como ejemplo, el registro de la sefial y la curva de calibracién para un
calibrado. La ecuacién obtenida (n = 8; 95 % confianza) fue A = -4.45-10-¢ (£2-10-8)
[COz] + 0 (£1-10%) con r2=0.9999. El LD, calculado como tres veces la desviaciéon
estandar del blanco, fue 83 mg L7, mientras que el rango lineal de trabajo
conseguido fue de 255 a 10000 mg L.
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Figura 6.14. Registro de la sefial (A) y curva de calibracion (B) del microanalizador usando
disoluciones estandar de Na2COs con concentraciones de CO2 de 0 mg L1 (a), 100 mg L (b), 500 mg
L1 (c), 1000 mg L (d), 2500 mg L1 (e), 5000 mg L1 (f), 7500 mg L (g) y 10000 mg L1 (h).

La repetitividad del microanalizador fue testada mediante la inyeccién sucesiva de
dos disoluciones estandar de 2500 y 5000 mg L1 COz (Figura 6.15). Los valores de

CV de las senales (n = 10; 95 % confianza) fueron inferiores al 2 % en ambos casos.
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Figura 6.15. Graficos mostrando el registro de la sefnal correspondiente a 10 inyecciones de una

disolucién estdndar de 2500 mg Lt de CO2 (A) y de 5000 mg L-! de CO2 (B) con el fin de calcular la
repetitividad del microsistema analitico.

Por dltimo, la reproducibilidad de los resultados fue testada mediante dos

calibrados llevados a cabo en diferentes dias con disoluciones, tanto de reactivos

como estandar, preparadas de nuevo para cada ocasiéon (Figura 6.16). El valor
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promedio de pendiente obtenido fue de 4.3910-¢ con un valor de CV inferior al 2 %,

demostrando de esta manera la buena reproducibilidad del sistema.
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o dial 1104 (#1104 -4.45106 @2-10%)  0.9999

o dia 2 5104 (£2°104)  -4.33-106 (£5-10%)  0.9992

Figura 6.16. Grafico mostrando dos calibrados obtenidos en dias consecutivos con distintos reactivos
y disoluciones estandar con el fin de calcular la reproducibilidad del microsistema analitico propuesto.
A) Representacién grafica de los valores de altura de pico. B) Tabla con los parametros de cada curva

de calibracién (ordenada al origen, pendiente y coeficiente de correlacion).

Con las condiciones optimizadas, se consiguié una frecuencia de muestreo de 30
muestras a la hora.

Todos estos resultados mostraron la robustez y la confiabilidad del microsistema
analitico global y su potencialidad para ser utilizado en el analisis de muestras

reales de vino y cerveza.

6.5. Analisis de muestras reales

Se analizaron diferentes muestras de vino y cerveza de distintos origenes con la
intencion de validar el microanalizador propuesto. Para cubrir un amplio rango de
concentraciones de diéxido de carbono, se analizaron muestras de vinos
ligeramente gasificados o de aguja, vinos espumosos y cervezas. Con el objetivo de
establecer una comparacién precisa entre los resultados obtenidos con el método
propuesto y con el de referencia, las muestras fueron pretratadas de forma
idéntica, siguiendo el procedimiento del método estandar.56 Asi, las botellas se
mantuvieron a 4 °C hasta el momento de su analisis. Inmediatamente después de
ser abiertas, su contenido fue tratado con 30 mL de una disoluciéon de NaOH 10 M
por cada litro de muestra. De este modo se fij6 el COg, evitando su perdida. Para

evitar la posible absorcién de CO:2 atmosférico, las muestras tratadas fueron
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transferidas a botellas, que se llenaron sin dejar aire, donde se permitié que las
mezclas alcanzasen temperatura ambiente antes de su determinacién. Cabe
destacar que el dispositivo desarrollado permite el analisis de muestras sin ningin
tipo de pretratamiento previo. Como ha sido comentado previamente, se anadid
NaOH para establecer una comparacién més precisa entre los dos métodos. En el
caso de que no se anadiera NaOH, cuanto mas tiempo estén las botellas abiertas,
mas pérdida de analito se producira, por lo que este es un detalle a tener en cuenta.
Los resultados obtenidos con el microsistema 6ptico propuesto fueron validados por
comparacién con los obtenidos mediante el método de referencia titrimétrico. Este
procedimiento, como ha sido mencionado previamente al inicio del capitulo,
consistié en la valoracién del CO: alcalinizado mediante acido sulfarico entre pH
8.6 y 4.0 usando un electrodo de pH. Como se puede observar (Tabla 6.1), los
resultados obtenidos con el microanalizador desarrollado no difieren
significativamente de los obtenidos con el método de referencia segiin la prueba de
t de Student apareada (tcalc = 1.595; ttab= 2.365; tealc<tiab). Este hecho confirma que
el microanalizador propuesto es util para la determinacién de CO2 en un amplio
rango de muestras reales. Ademas, la precisiéon alcanzada fue mejor que la del
método de referencia y comparable con la de otros analizadores mas voluminosos,

previamente reportados en la bibliografia.

Tabla 6.1. Valores promedio de concentracién de COz en mg L1 (n = 4, 95 % confianza) obtenido del

analisis de las muestras de vino y cerveza utilizando el microsistema analitico propuesto.

Muestra Microanalizador Meétodo de referencia % error
Freixenet! 6700 + 100 7100 + 320 6
Vegaverde? 5000 = 200 4800 + 600 4
Jordan? 4500 + 200 4500 + 700 0
1\\7/[;%25 ni?saz 4100 + 200 4300 + 600 5
Blanc Pescador? 3300 + 100 3400 + 300 3
Casal Garcia? 2900 + 200 3000 + 300 3
La Marchesinat 5800 + 200 6000 + 300 3
Estrella Damm? 5400 + 200 5400 + 600 0

Vino espumoso denominado Cava (Espana), 2Vino blanco ligeramente espumoso (Espafia), 3Vino blanco
ligeramente espumoso (Portugal), 4Vino tinto ligeramente espumoso denominado Lambrusco (Italia), ?Cerveza

(Espana).

Merece la pena mencionar que el microanalizador desarrollado seria capaz de
monitorizar on-line la concentraciéon de CO:z en procesos de fermentacion en
companias cerveceras o en bodegas. Sin embargo, debido a dificultades logisticas,

este tipo de muestras no pudieron ser analizadas.
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6.6. Otras aplicaciones: monitorizacion de la acidificacion del

océano

Aproximadamente el 30 % del CO:z antropogénico es absorbido por los océanos.33:34
El incremento del CO: disuelto en la superficie de estos afecta profundamente al
sistema de carbonato del agua de mar a través de una serie de reacciones quimicas
bien conocidas (Figura 6.17).3538 Como se puede apreciar, el CO2 disuelto reacciona
con el agua de mar para dar lugar al acido carbdnico, el cual se disocia en
bicarbonato (HCOs) y protones (H*). Este fenémeno resulta en un descenso del pH,
siendo comunmente conocido como acidificacién del océano. No obstante, el pH del
agua del mar sigue siendo alcalino (alrededor de pH 8.1 en la actualidad).?* Esto es
posible porque al pH indicado, el sistema de carbonato constituye el tampdn
carbonato/bicarbonato.?0 Este hecho, provoca que el exceso de protones reaccione
con los iones carbonato (CO3?) presentes en el agua de mar, para generar mas iones
HCOs, amortiguando asi el descenso de pH. De esta manera, el agua va perdiendo
su saturacién de iones COs?, siendo suplidos por la redisolucién de algunos
minerales de CaCOs como la calcita y el aragonito,3® constituyentes fundamentales
de los exoesqueletos calcareos de numerosos organismos marinos como moluscos,

equinodermos, corales y algunas variedades de algas.

ﬁ__wg : -
2(aq) T H20 =" H,CO; '
A A A Kl
H,CO, = HCO, + H*
K

HCO, == CO,> + Hig,

Kps
CaCO;— Ca?* +CO,>
- . ;\ﬂ'y/,/ - Y

Figura 6.17. Diagrama explicativo de los procesos que producen la acidificacién oceanica. Ku (ct. de
solubilidad) = 2.19; pKo (ct. de hidratacién) = 1.54; pKi (ct. de disociacién 1)= 5.84; pKz (ct. de
disociacion 2) = 8.95; pKps (ct. de solubilidad) = 8.32.

Como consecuencias directas de este fenémeno destacan, como se ha descrito, la
disminucién del pH, el aumento de bicarbonato, el descenso de carbonato y, por

consiguiente, el deterioro de los organismos con exoesqueleto calcareo. Sin embargo
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las consecuencias indirectas a largo plazo de todas estas alteraciones en la quimica
del agua de mar pueden ser imprevisibles. Asi, podrian inducir cambios en las
cadenas tréficas de los ecosistemas acuaticos a escala local o global, provocando la
disminucién de la diversidad y de la cantidad de fauna y flora, hecho que podria
repercutir negativamente en las actividades pesqueras.3340-41 Ademas, la perdida de
la capacidad tampoén del agua de mar, provocaria una disminucién de la absorcién
del CO: atmosférico, hecho que potenciaria mas el calentamiento global y los
efectos del cambio climatico.

Se estima que desde la revolucién industrial, la acidificacion de la superficie de los
océanos ha aumentado cerca de un 30 %, disminuyendo el pH desde 8.18 hasta 8.1
en la actualidad.34 Las previsiones basadas en modelos confeccionados por el Grupo
Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC) plantean
escenarios de reduccion del pH entre 0.14 y 0.35 unidades a lo largo del siglo 21,
hasta llegar a un valor de 7.8 en el afio 2100.42 Teniendo en cuenta que a lo largo de
las edades geoldgicas de la Tierra, el valor de pH oceanico ha oscilado entre 8.3 y 8,
es evidente la gravedad de la situacién a la que se enfrenta la humanidad y los
posibles efectos adversos que puede acarrear. Algunas soluciones que se han
propuesto para paliar estos efectos son la reduccién de emisiones de gases de efecto
invernadero, la reduccién de la deforestacién, la reduccién de las actividades
pesqueras a nivel local, en casos severos, y la captura o almacenamiento de CO2
siguiendo diferentes procedimientos.*?44 Sin embargo el efecto de inercia del CO2
ya generado puede seguir durante décadas, sin saber con certeza su impacto real.
Para tratar de paliar la acidificacién oceanica, se requiere instrumentacién
analitica que permita la monitorizacién en tiempo real de las principales variables
de las que depende la quimica del carbono en agua de mar, como pH, pCOz, carbono
inorganico disuelto (DIC) y alcalinidad total.#! Esta instrumentacion analitica
deberia poder ser instalada en boyas marinas auténomas, actuando como
estaciones moviles de control analitico. Para cumplir dicho objetivo, la
instrumentacién deberia presentar una elevada miniaturizacién y portabilidad,
bajo coste, bajos limites de deteccién con sensibilidades altas, bajo consumo de
reactivos y elevada robustez. Existen diferentes empresas que estan desarrollando
este tipo de instrumentacion analitica, pero no siempre es posible que los equipos
desarrollados cumplan todos los requisitos exigidos.45

Por ello, en esta parte de la tesis, se presenta la adaptacion del microanalizador de
CO:z desarrollado anteriormente para su uso en la monitorizacion de la
concentraciéon de DIC (sumatorio de [H2COs], [HCO3] y [CO3%]) en forma de CO:z en
agua de mar.

Los materiales y reactivos utilizados, asi como el montaje experimental y el disefio
de la plataforma microfluidica son idénticos a los presentados en los apartados

§6.1, §6.2, y §6.3, respectivamente.
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6.6.1. Optimizacion de las variables quimicas e hidrodinamicas

Dado que el valor promedio de DIC en aguas consideradas normales ronda entre los
85 y los 95 mg Lt CO2%47 la optimizacion de las variables quimicas e
hidrodinamicas del microanalizador tuvo, como principal objetivo, alcanzar la
maxima sensibilidad del microanalizador en un rango de trabajo que abarcara
hasta 100 mg L' CO2. Una mayor sensibilidad permitira discriminar pequenas
variaciones de concentraciéon de COz y determinar con mayor precisiéon si existe,
localmente, acidificacién en las aguas marinas analizadas. En este apartado,
analogamente al caso anterior (§6.3.3), se evaluaron las diferentes variables y
parametros usando una optimizacién univariante. Junto a una sensibilidad y rango
lineal adecuados, se intenté llegar a un compromiso entre el consumo de reactivos y

muestra, y la frecuencia de muestreo.
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e 5 2104 (£2:104)  -4.0-10 (x4 -106) 0.9833 0-100

Figura 6.18. Optimizacion de la concentracién del tampén de la disolucién aceptora. A)

Representacion grafica de los valores de altura de pico. B) Tabla con los parametros de cada curva de
calibracion.

Inicialmente se optimizé la concentracion del tampén HPO4s<2—-H2POs que
constituye la disolucién aceptora. Para ello se realizaron inyecciones, por triplicado,
de diferentes disoluciones estandar con la finalidad de obtener distintas curvas de
calibrado. Como variables quimicas e hidrodinamicas iniciales se estableci6 un
caudal de 400 pLL min! para cada uno de los canales (disolucién portadora, acida y

aceptora), un volumen de inyeccién de 225 uli, una concentraciéon de BTB de 0.06
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mM, un pH de 7.1 en la disolucién aceptora y una concentraciéon de HaSO4sde 0.2 M
en la disolucién 4acida. Se testaron diferentes concentraciones de tampén fosfato
desde 0 hasta 5 mM. Como se puede observar (Figura 6.18), a mayor concentracién
de tampoén, menor altura de pico para una concentracion de CO:2 determinada y
menor la sensibilidad obtenida. Sin embargo, el rango de trabajo lineal se
incrementd. Para esta aplicacién se escogié una concentracion tampén de 0.6 mM,
por ser el valor que permitia obtener una mayor sensibilidad respetando el rango
de trabajo prefijado.

Teniendo en cuenta la elevada fuerza iénica (I) del agua de mar, se decidi6 verificar
s1 cambios en la I de la muestra influian en el proceso de difusién gaseosa. Cabria
recordar que la fuerza iénica del agua de mar tiene valores proximos a 0.7 m,*8
mientras que en las disoluciones estandar utilizadas, ésta es 500 veces menor (I =
1.5-103 m), al tener Uinicamente disuelto el analito. Con este objetivo, se realizé un
ensayo en el que se inyectaron por triplicado, disoluciones estandar de 85 mg L1
COz con valores de fuerza 1iénica crecientes, hasta llegar a los 0.7 m,
correspondientes al agua de mar. Las condiciones experimentales se mantuvieron,

fijando la concentracién de tampén fosfato en 0.6 mM.
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Figura 6.19. Estudio de la influencia de la fuerza idénica en la respuesta analitica del

microanalizador.

Como se puede observar (Figura 6.19), hubo una distribucién aleatoria de los
resultados (dentro de los margenes de variabilidad esperados), cosa que puso de
relevancia la no influencia de la fuerza i6nica en las medidas. Para verificar que los
resultados eran idénticos en todos los niveles de concentracion de CO2, se
realizaron dos calibrados, uno utilizando disoluciones estandar preparadas con una

fuerza i6nica similar a la del agua de mar y otro con I = 0 m.
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Figura 6.20. Estudio de la influencia de la fuerza idnica de la muestra en las caracteristicas de
respuesta. A) Representacién grafica de los valores de altura de pico. B) Tabla con los pardmetros de

cada curva de calibracién (ordenada al origen, pendiente y coeficiente de correlacién).

Los resultados mostraron (Figura 6.20), como era de esperar, que no habia
diferencias significativas en las alturas de pico para ambos calibrados,
concluyéndose que la fuerza iénica no afectaba en el proceso de medida y, por tanto,
tampoco al de difusion gaseosa. Por este motivo, no hizo falta preparar las

disoluciones estandar con fuerza idénica similar a la del agua de mar.
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Figura 6.21. Optimizacién del pH de la disolucién aceptora. A) representacién grafica de los valores

de altura de pico. B) Tabla con los parametros de cada curva de calibracién.
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En cuanto a la optimizacion del pH de la disolucion aceptora, se testaron valores
entre 7.1 y 7.9. Se pudo observar (Figura 6.21) que al aumentar el pH se obtenian
valores de sensibilidad mayores, aunque para los valores mas altos de pH la
linealidad de la recta deseada también empezaba a perderse. Por este motivo, se
escogié pH 7.6 como valor éptimo.

Llegados a este punto, se optimiz6 la concentracién de H2SO4 en la disolucién acida.
Se testaron valores de concentracién entre 0.2 y 1 M, observandose que no existian
diferencias significativas en los calibrados obtenidos (Figura 6.22). Es por este
motivo que se escogié como 6ptima la concentracién mas baja de las usadas, 0.2 M,

por motivos de seguridad y por ahorro en gasto de reactivos.
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Figura 6.22. Optimizacién de la concentracién de acido de la disolucién donadora. A) representacién

grafica de los valores de altura de pico. B) Tabla con los parametros de cada curva de calibracion.

Por lo que respecta al volumen de inyeccidn, se testaron valores entre 25 y 580 pL.
Los resultados (Figura 6.23) mostraron que a mayor volumen de inyeccién, mayor
altura de pico causada por una concentracion de CO: dada. Esto implicaba una
mayor sensibilidad y LD, pero, un mayor tiempo de andlisis y un menor rango
lineal de trabajo. Por todo ello, y como solucién de compromiso, se escogié como
6ptimo un volumen de inyeccién de 225 pl. para maximizar la sensibilidad en el

rango de trabajo deseado.
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Figura 6.23. Optimizacién del volumen de inyeccién. A) representacion grafica de los valores de

altura de pico. B) Tabla con los parametros de cada curva de calibracion.

Por dltimo, se evalud la influencia del caudal de cada canal (disolucién portadora,
donadora y aceptora) sobre las caracteristicas analiticas de respuesta del sistema

analitico. Se testaron caudales con valores comprendidos entre 100 y 500 pLL min-2.
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Figura 6.24. Optimizacién del caudal. A) Representacién grafica de los valores de altura de pico. B)

Tabla con los parametros de cada curva de calibracién.
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Los resultados obtenidos (Figura 6.24), mostraron que a mayor caudal, menor
tiempo de anadlisis pero, también, menor altura de pico y, por tanto, menor
sensibilidad. En este sentido, se decidié escoger un caudal de 400 pLL min! para

maximizar la sensibilidad sin comprometer la linealidad en el rango deseado.

6.6.2. Caracteristicas analiticas del microsistema

La caracterizacion analitica del microanalizador optimizado para determinar DIC
en forma de CO:2 en muestras de agua de mar, se llevd a cabo mediante la
realizacion sucesiva de diferentes calibrados usando distintas disoluciones
estandar de COz comprendidas entre los 0 y los 150 mg Lt La figura 6.25 muestra
el registro de la sefial y la curva de calibracién para uno de ellos. La ecuacién
obtenida (n = 8; 95 % confianza) fue A = -4-10* (+x4-10%) -4.89-10* (+6-10) [CO2]
con r?=0.9992. El LD, calculado como tres veces la desviacion estandar del blanco,
fue 1.2 mg L1, mientras que el rango lineal de trabajo conseguido fue de 3 a 100 mg
L1 COgz, observandose un margen de linealidad en los valores de concentracién por
encima de este limite determinado experimentalmente, que podria ser de utilidad
para poder calcular, mediante extrapolacién, la concentracién de CO2 de aquellas

muestras que presentaran un valor de DIC mayor de 100 mg L1 COz.
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Figura 6.25. Registro de la sefial (A) y curva de calibracion (B) del microanalizador usando
disoluciones estandar de Na2COs con concentraciones de CO2 de 0 mg L ! (a), 5 mg L (b), 10 mg L!
(c), 25 mg L1 (d), 50 mg L1 (e), 75 mg L1 (f), 100 mg L1 (g) y 150 mg Lt (h).

6.6.3. Analisis de muestras reales

A falta de un estudio mas amplio, que se prevé realizar en el futuro, se analizaron
dos muestras de agua de mar tomadas en dos puntos diferentes de la costa del
Maresme (Matard, Espana). Los valores de DIC obtenidos (n = 3, 95 % confianza)
fueron 86.1 + 1.3 y 82.7 = 1.0 mg L CO2, en ambos casos, valores cercanos al rango

normal de este parametro en aguas marinas. Para obtener una visiéon global y
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completa del estado de las aguas analizadas, se necesitaria realizar medidas
periddicas en el mismo punto de toma de la muestra. De esta manera, se podria
estimar la evolucion, a escala local, del estado del agua de mar y tener una visién
dindmica de la tendencia con respecto a la acidificacién. Las experiencias
preliminares realizadas solo pretendian dar una idea de la potencialidad del
microanalizador presentado y detectar si la matriz podia afectar al funcionamiento
del microsistema. En ningtn caso la intencién era hacer un estudio comparativo de

los resultados obtenidos frente a los obtenidos por el método de referencia.

6.1. Conclusiones

En este capitulo se ha presentado, en primero lugar, un microanalizador
espectrofotométrico de bajo coste para la determinacién de didéxido de carbono en
muestras de vino y cerveza, integrando una membrana de difusién gaseosa de
PVDF. El microsistema analitico resultante es robusto y compacto y proporciona
una rapida respuesta analitica con un consumo de reactivos y muestra reducidos,
asi como un mayor rango de trabajo y nivel de miniaturizacién, en comparacion con
otros analizadores de CO:z reportados previamente.l? Ademas, el uso del concepto
de llave-cerradura permitié la utilizacién, como sistema de deteccién, de un lector
optico de plataformas microfluidicas miniaturizado, donde el microanalizador podia
ser insertado, consiguiendo un alineamiento perfecto entre la fuente de luz, la
camara de deteccion y el fotodetector. Esta aproximaciéon hizo que el sistema
analitico global fuera simple, robusto y compacto, proporcionando una muy buena
precision y repetitividad en las medidas realizadas. Asimismo, las caracteristicas
analiticas obtenidas permitirian, también, extender el uso del microanalizador
para la monitorizacién on-line de procesos de fermentacién en bodegas o companias
cerveceras.

En segundo lugar, para probar la versatilidad del concepto asociado al
microanalizador miniaturizado, se adapté la configuracion de este para su
aplicacién en la monitorizacién y cuantificacién del nivel de acidificacion oceanica,
mediante la determinacién del carbono inorganico disuelto (DIC) en forma de COsa.
En este caso, los resultados obtenidos mostraron una gran potencialidad del

sistema analitico que deberia ser explotada en mayor profundidad en un futuro por
el GSB.
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Capitulo 7

Microsistema analitico automatizado para Ila
determinacion espectrofotométrica de féosforo en

estaciones depuradoras de aguas residuales
(EDARs)

El fésforo es uno de los parametros mds importantes a tener en cuenta para
controlar la calidad del agua en ecosistemas acuaticos.! El especial interés en su
monitorizacién radica en el hecho de que es uno de los nutrientes limitantes, junto
al nitrégeno, del crecimiento de algunas variedades de algas, plantas y bacterias,
de manera que un exceso de fésforo disuelto en agua favorece la aparicion del
fenémeno de eutrofizacion.2* Este fenémeno, a grandes rasgos, se caracteriza por
un excesivo desarrollo de la biomasa a nivel superficial, que se traduce en un
rapido consumo del oxigeno presente en el medio que altera las cadenas troficas y
el orden del ecosistema, causando una gran cantidad de efectos indeseados.

El proceso (Figura 7.1) se inicia con el aporte excesivo de nutrientes (fosforo y
nitrégeno) al cuerpo de agua procedentes, mayoritariamente, del uso de
fertilizantes agricolas y de industrias agropecuarias y de detergentes con fosfatos
(1). Esto fomenta la proliferaciéon descontrolada de biomasa en la superficie (2),
cuya acumulaciéon disminuye la zona fética y el oxigeno, debido a la alta demanda

de este y a la reduccién de fotosintesis (3). La muerte de la biomasa acumula

A

Aporte de
nutrientes

(PyN)

Biomasa en la superficie

Figura 7.1. A) Esquema de las diferentes fases del proceso de eutrofizaciéon aguda: B) Imagen de un

rio con eutrofizacién (imagen cedida por Alexandr Trubetskoy).
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materia organica en el medio, cuya oxidacién mediante bacterias heterétrofas,
provoca, debido a las condiciones anaerdbicas generadas, la disminucién de la
fauna (4). En el momento algido del proceso, la descomposicion de la materia
organica, por bacterias anaerdbicas, da lugar a la apariciéon de distintos compuestos
causantes de toxicidad y malas propiedades organolépticas del agua (5).

Entre los efectos indeseados causados por este proceso de degradacién, destacan
una drastica reduccion de la diversidad de la fauna y flora acuaticas -causando la
muerte de vegetales y peces-, la disminuciéon de la transparencia del agua y de la
zona fética, la posibilidad de proliferacién descontrolada de algas toéxicas,
problemas de olor y sabor debido a los productos de la oxidacién y fermentacién de
la materia organica, la interferencia en actividades recreacionales (natacion,
navegacién de recreo, pesca, etc.) y el aumento en los costes de tratamiento del
agua para sanearla o potabilizarla.3® Todos estos hechos causan una importante
reduccién de la calidad del agua, pudiéndose convertir en un riesgo para la salud
humana. A pesar de haber existido fenémenos de eutrofizacién, de manera natural,
a lo largo de los siglos, la eutrofizacién antropogénica debida al excesivo aporte de
nutrientes, procedentes de actividades como la agricultura, la ganaderia y la
industria, y a las aguas residuales de las zonas residenciales, acelera el proceso de
degradacion del ecosistema y lo hace mas agresivo. En general, niveles por encima
de 0.1 mg Li'! P son indicativos de una eutrofizacién severa.®

El fésforo se puede presentar en una gran variedad de formas en ecosistemas
acuaticos, tanto disuelto como particulado (Figura 7.2), siendo la fraccién de fésforo
reactivo soluble (FRS), compuesta principalmente por ortofosfato (mezcla de HPO4*
y H2PO4 al pH del agua), la que proporciona una estimacion de la cantidad de

fésforo mas facilmente biodisponible.!

Muestra
K Fraccion particulada Fraccion soluble o disuelta \
(Abiética PO, organico ) (" o 'U\ trifosfato & )
£ ) :
X o F o, o s
N Fosfatos
Ortofosfatos
\_ PO, mineral u ocluido Y, - condensados _J
T s (" 2-aminoetilfosfato Fosfofenolpiruvato )
(" Bidtica ) B o o 4 o
& T L 5
Q L \_ Fosfatos organicos’ y
i A Sk j"
\\Fitoplancton Zooplancton Bacterias/ \( Fosfatos coloidales )j

Figura 7.2. Diagrama con algunos ejemplos de las distintas formas en las que el fosforo se presenta

en los ecosistemas acuaticos (modificado de Handbook of water analysis)?.
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Existen dos maneras de eliminar fésforo en las estaciones depuradoras de aguas
residuales (EDARs): quimicamente y biolégicamente. En ambos casos, su
eliminacién se produce una vez que todas las especies de este se han convertido a
ortofosfato mediante un proceso aerébico inicial.” El tratamiento quimico consiste
en afnadir la cantidad estequiométrica necesaria de sales de hierro o aluminio
(principalmente Fez(S04)s, FeCls, Ala(SO4)s o AlCls) para hacer precipitar el fosforo

en forma de fosfato segin la siguiente reaccion:
M3+ + PO43- > MPOy | (Reacci6n 7.1)

Este precipitado es eliminado posteriormente junto al resto de lodos. Por su parte,
el tratamiento bioldgico consiste en la eliminacion del fésforo aprovechando la
capacidad de la bacteria Acinetobacter spp de fijar fosfato en condiciones aerobias.
Posteriormente, la bacteria es eliminada del agua con los lodos y puede ser
reutilizada previo paso por un proceso de liberacion de fosfato en condiciones
anaerdbicas.”

Con el objetivo de minimizar el problema de la eutrofizacion y gestionar de manera
mas eficiente la dosificacién de los reactivos quimicos o biolégicos necesarios para
eliminar el fésforo, se requiere de la monitorizacién on-line del FRS durante los
procesos de tratamiento de aguas en las EDARs, tanto urbanas como industriales,
y en sus efluentes de salida. El propédsito final es verificar que la concentracién de
fosfato presente en las aguas descargadas al medio natural no producira
eutrofizacion en las aguas receptoras. La concentracion tipica de fosfato en aguas
residuales municipales se encuentra entre los 4 y los 25 mg L't P, mientras que la
concentracién legal de fosfato, en los efluentes de las EDARs, oscila entre los 0.1
mg L1 P, en el caso de descarga en cuerpos acuaticos sensibles (como lagos o zonas
estancadas) y los 2 mg L1 P, en el caso de rios u océano.8-10

Para la determinacién de 16n fosfato, existen diferentes sistemas automatizados,
basados en metodologias de flujo en continuo, que utilizan diferentes principios de
deteccién, entre las que destacan la espectrofotometria UV-visible, la
espectrometria atémica y las técnicas electroquimicas.-'-1> Sin embargo, la
determinacién espectrofotométrica con azul de fosfomolibdeno (PMB) es
considerado el método de referencia y, por ello, es el procedimiento analitico mas
utilizado.:16 Este consiste en una primera reaccién de complejacién (Reaccién 7.2)
entre el 16n fosfato y el molibdato, en medio acido, para dar lugar al acido 12-
molibdofosférico (12-MPA), que es reducido posteriormente (Reacciéon 7.3),
mediante acido ascorbico, al complejo coloreado de estructura desconocida PMB,

que presenta una amplia banda de absorcién entre los 550 y 1100 nm:6-19
PO+ 12 MoOys + 27 H* -» H3POs(MoO3)12 + 12 H20  (Reaccién 7.2)
PMoV1i20403~ + CsHsOs — PMoVaMoVisOa4o7~ (Reaccién 7.3)
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Los sistemas automaticos basados en la reaccién de PMB presentan diferentes
ventajas, como son un tiempo de andlisis corto, razonable consumo de reactivos y
muestra y una buena reproducibilidad en las medidas. No obstante, la mayoria de
estos sistemas tienen un tamafio y un peso considerables (no aptos para su uso en
medidas a pie de campo), un rango de trabajo estrecho (hecho que limita su
capacidad para determinar la amplia gama de concentraciones de fosfato que
pueden encontrarse en las distintas etapas de una EDAR) y a menudo requieren
personal de laboratorio especializado.!820-23

Con la finalidad de superar estas limitaciones, en este capitulo de la tesis se
presenta un microsistema analitico auténomo y automatizado para la
determinaciéon espectrofotométrica del FRS, en forma de fosfato, en aguas
residuales. El objetivo final consiste en disponer de un equipo que permita
determinar, de la manera mas eficiente, la dosis de reactivo quimico o biolégico
necesario para eliminar el fésforo presente en el agua tratada, permitiendo asi, el
cumplimiento de la legislacién en cuanto al contenido de fésforo presente en las
aguas descargadas. El montaje experimental desarrollado incluirda un
microanalizador fabricado en COC, un sistema de deteccién 6ptica portatil, un
sistema de gestion de fluidos auténomo y automatico, y un ordenador portatil. El
microanalizador integrara la microfluidica y la celda de detecciéon de flujo. El
sistema de deteccidén (§6.2), consistira en un LED y en un fotodetector. El sistema
de gestién de fluidos (§4.2.2 y §5.1.1) consistira en microvalvulas y microbombas
programadas automaticamente para permitir procesos de autocalibraciéon y
funcionamiento en régimen auténomo. Estos elementos proporcionaran al sistema
global las caracteristicas necesarias para ser implementado en diferentes etapas de
una EDAR o incluso en estaciones auténomas de analisis de calidad de agua en rios
o lagos. Para verificar su aplicabilidad se analizaran diferentes muestras reales

procedentes de las distintas etapas de una EDAR urbana.

7.1. Materiales y reactivos

El microanalizador se construy6 usando placas y laminas de COC suministradas
por Topas Advanced Polymers (Florence, KY, EEUU) en diferentes grados y
grosores: placas Topas 5013 de 500 um y 1 mm de grosor y laminas Topas 8007 de
25 um de grosor.

Todos los reactivos usados para la optimizacion y la caracterizacion del
microsistema fueron de calidad analitica o superior. El nitrito de sodio (NaNO3), el
cloruro de amonio (NH4Cl) y el carbonato de sodio (Na2:COs) se compraron a
Panreac (Barcelona, Espana). El dihidrogenofosfato de sodio (NaH2PO.), el sulfato
de sodio (Na2SO4), el cloruro de potasio (KClI) y el molibdato de amonio
tertahidratado (NH4)sMo7024-4H20) se adquirieron en Fluka (Barcelona, Espafa).
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El cloruro de estano (SnCls), el acido ascérbico (CeHsOs) y el acido sulfurico al 98 %
(H2S04) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Barcelona, Espana). El nitrato de potasio
(KNOs3) se compré en Merk (Alemania). El tartrato de antimonio y potasio
(CsH4K2012Sbz -3H20) se adquirié en Acros Organics (Geel, Belgica).

Todas las disoluciones fueron preparadas usando agua doblemente destilada o
Milli-Q. Las disoluciones estandar de fosfato fueron preparadas mediante un
proceso de dilucién por multiconmutacién, a partir de una disolucién madre de 32
mg L1 P de NaH2PO4 previamente desgasificada. Como disolucién complejante se
us6é molibdato de amonio 5 mM en acido sulfirico 0.1 M y como disolucién
reductora, una de 60 mg L1 de Aacido ascérbico, aunque, también, se testaron
disoluciones reductoras de cloruro de estafio y de acido ascorbico con tartrato de
antimonio y potasio, actuando como catalizador. Para el estudio de interferentes se
prepararon disoluciones estandar de 3.2 mg L' P, fijando la del compuesto
interferente en 200 y 500 mg L Cl- (NH4Cl), 200 y 500 mg L CI- (KCl), 50 y 100
mg L1 NOs (KNOs), 300 y 600 mg L1 COs*> (Na2:COs), 250 y 500 mg L1 SO4
(NazS04), 0.1 y 10 mg L't NO2 (NaNO2) y 30 y 100 mg L Si03%~ (Si0Oz2).

7.2. Montaje experimental

El montaje experimental utilizado (Figura 7.3) esta formado por tres partes
principales: el microanalizador desarrollado, el sistema de gestiéon de fluidos
automatizado y el sistema de deteccién miniaturizado. El sistema de gestién de
fluidos se puede observar en el diagrama esquematico de la figura 7.3. Consistié en
dos microbombas solenoides (Figura 7.3, BS1 y BS2) de 10 pL por pulso (P/N
120SP1210-5TP) (BiochemValve Inc., Montlucon Cedex, Francia), una microbomba
peristaltica (Figura 7.3, BP) (Kamoer KP-S10DGCO, Shanghai, China) usando tubo
de Tygon® de 0.19 mm de didmetro interno (Ismatec, Wertheim, Alemania) con un
controlador de revoluciones hecho a medida (TMI, Barcelona, Espana) y tres
microvalvulas solenoides de tres vias (Figura 7.3, Vx) (161T031, NResearch, Suiza).
Para conectar los distintos elementos fluidicos al microanalizador se usé tubo de
teflon de 0.8 mm de diametro interno (Scharlab, S.L., Cambridge, Inglaterra). Para
programar la actuacién de las microvalvulas y microbombas en el proceso de
autocalibracién mediante multiconmutacién y para automatizar el proceso de
medida sin requerir la intervencién directa del usuario, se utilizé el controlador de
dispositivos fluidicos Flowtest™ (Biotray, Francia), con su correspondiente

software.
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A
Figura 7.3. Diagrama esquemaético de la microfluidica del microanalizador, el sistema de deteccién y
el sistema de gestién de fluidos: (a) canal con la disolucién reductora de 60 mM de acido ascérbico; (b)
disolucién complejante de molibdato de amonio 5 mM con H2SO4 0.1 M; (¢) muestra; (d) agua; (e)
disolucién madre; (D) desecho; (Vy) valvula solenoide de tres vias; (BP) microbomba peristéltica; (BSx)
microbomba solenoide; (C) Controlador de los diferentes elementos del sistema de flujo; (A) tarjeta de

adquisicién de datos; (1) LED a 660 nm; (2) cAmara de deteccién; (3) fotodiodo. Las lineas sélidas son

conexiones fluidicas y las lineas discontinuas son conexiones eléctricas.

Por su parte, el sistema de deteccién 6ptica (Figura 7.4) es idéntico al presentado
en el capitulo anterior, desarrollado conjuntamente por el GSB y el GTF.2425 A
modo de recordatorio, este sistema consistia en un lector éptico compacto y robusto
de plataformas microfluidicas, disefiado siguiendo el concepto de llave-cerradura.

Estaba compuesto por una estructura de PMMA, que contenia una placa de circuito

A B |

b

Figura 7.4. A) Imagen del microsistema fuera del alojamiento del sistema de deteccion: (a)

microanalizador; (b) puerto de insercién con concepto de llave-cerradura; (¢) LED a 660 nm; (d) PCB
con la electrénica asociada al control y a la adquisicién de la sefial. B) Esquema del concepto llave-
cerradura del sistema de deteccion: (a) LED a 660 nm; (b) mascara 6ptica con un agujero circular que
solo deja pasar la luz a través de la celda de deteccién; (c) pieza actuando como “cerradura” del puerto

de insercion; (d) microanalizador actuando como “llave”; (e) fotodiodo.
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impreso (PCB) con los diferentes componentes electrénicos integrados para la
deteccién oOptica y un puerto de insercién con la forma complementaria del
perimetro del microanalizador. De este modo se conseguia un alineamiento
perfecto y reproducible entre la fuente de luz, la celda de flujo y el detector (Figura
7.4.B).

Por su parte, la estructura PCB integraba un LED como fuente de radiacién, con
un pico de emision centrado a 660 nm (Kingbright, Taipei, Taiwan) (Figura 7.5.A),
y un fotodiodo PIN Hamamatsu S1337-66BR, con 33 mm? de area efectiva,
actuando como detector. La sefial generada fue adquirida mediante una tarjeta de
adquisicion de datos (DAQ) NI USB-6211 de National Instruments (Austin, Texas,
EEUU), que transfiri6 la sefial de la PCB, via USB, a un ordenador, donde fue
procesada usando un amplificador lock-in digital con una frecuencia de adquisicién
de datos de 10 por segundo. El uso de la amplificacién lock-in digital permitid, como
ya se comentd anteriormente, incrementar la relacién sefial/ruido y trabajar en
condiciones de luz ambiente, evitando asi el efecto de luz parasita en las medidas,

sin la necesidad de recurrir a amplificadores fisicos.26

B 20 1 Rango emisién LED

—— Maximo LED (660 nm)

—— Complejo reducido de
fosfomolibdato con

1p
/ 3mglL

1.5 A

1.0 A

Intensidad relativa >
Absorbancia (UA)

0.5 +

En P aTe - e

450 600 650 750

Longitud de onda (nm)

0.0 T T T T T T T T T T T
500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100

Longitud de onda (nm)

Figura 7.5. A) espectro de emisién del LED escogido. B) Absorbancia del complejo reducido de

fosfomolibdato generado con 3 mg L1 de fosforo con el espectro de emision del LED solapado.

Como se ha podido observar, para esta nueva aplicacién, tan solo se tuvo que
cambiar la pieza de encaje que actuaba como “cerradura” del puerto de insercién
(Figura 7.4.B.c) y el LED, con respecto al sistema de deteccion usado en el capitulo
anterior (Figura 6.2.C). Esto demuestra la gran versatilidad del sistema llave-
cerradura desarrollado. En la figura 7.5.B se puede observar que, el maximo de
absorbancia del complejo de PMB (731 nm) y el pico de emisién del LED (660 nm),
no coinciden. No obstante, al presentar el complejo una banda de absorcién tan
amplia, la disminucién en el valor de la absorbancia no result ser critica. Ademas,
este hecho facilité la consecucion de un rango de trabajo mas amplio, al limitar la

posibilidad de saturar la respuesta del fotodiodo.

219



Capitulo 7

7.3. Diseno y optimizacion de la plataforma microfluidica

La tecnologia utilizada para fabricar el microanalizador fue la de polimeros, usando
como sustrato COC. El disefio del microanalizador (Figura 7.6.A) estaba formado
por tres capas estructurales, dos de ellas de 1 mm de grosor y una de 300 um (todas
ellas Topas 5013) y dos films sellantes de 25 pm (Topas 8007) previamente
laminados sobre dos de las capas estructurales, de manera que una vez
superpuestas y alineadas en la posicién correcta, daban lugar a la estructura
tridimensional requerida para la aplicacién deseada. Las dimensiones del
microanalizador fueron 30 x 50 x 2.5 mm, siendo mas pequefio que una tarjeta de
crédito. Su peso total fue de 3 g. La microfluidica en el interior del microanalizador
presentaba 3 entradas y 1 salida de liquidos (Figura 7.3). A través de las dos
primeras entradas, la disoluciéon complejante (b) y la disolucién portadora (d),
donde se inyecta la muestra (c) o la disolucién madre de fosfato (e), entran en el
microsistema y convergen en un punto de confluencia en forma de Y, a partir del
que se mezclan a lo largo de una pequeiia secciéon de micromezclador en forma de
serpentin. Esta mezcla da lugar a la formacién del complejo 12-MPA a partir de la
reacciéon, en medio acido, entre el molibdato de amonio y todas las especies de
fésforo inorganico (HsPO4 hasta PO43-) presentes en la disolucion. Posteriormente,
la disolucién resultante se mezcla con la disolucién reductora de acido ascorbico (a),
introducida a través de la tercera entrada, provocando la reduccién del complejo 12-
MPA a PMB, a lo largo de una secciéon mas larga de micromezclador. Esto, da lugar
a una creciente coloracién azul cuya absorbancia, a 660 nm, es medida al llegar a la
camara de deteccion. Finalmente la mezcla es conducida al desecho a través de la
Unica salida del microsistema. Las dimensiones de los microcanales fueron de 0.8

mm de ancho por 1 mm de alto antes de la camara de deteccién y de 0.4 mm de

Figura 7.6. A) Disefio de las capas que componen el prototipo. B) Imagen del dispositivo final: (a)
conexiones fluidicas; (b) microfluidica; (c) cAmara de deteccidn.
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ancho por 1 mm de alto después de la camara de deteccién. El didmetro de la
camara de deteccion fue de 4.5 mm y el camino 6ptico fue de 1 mm. El volumen
muerto total del microsistema fue de 326 pL.

Finalmente, los conectores fluidicos fueron fijados sobre las entradas y salidas del
microanalizador mediante un soporte y tornillos (Figura 7.6.B).

La configuracién de la celda de deteccién 6ptica de flujo utilizada fue idéntica a la
optimizada previamente (§6.3.2). En cuanto a la forma exterior del
microanalizador, esta fue disefiada con la forma complementaria al puerto de

Insercién para ser acoplado en el sistema de deteccion.

A continuaciéon, se procedi6 a optimizar tanto la configuracion de los
micromezcladores como las variables instrumentales, quimicas e hidrodinamicas.
El objetivo fue obtener un microanalizador robusto y de facil uso, que pudiera
trabajar de forma automatica y auténoma, portatil, con un amplio rango de trabajo,

buena selectividad, bajo consumo de reactivos y tiempo de vida elevado.

7.3.1. Optimizacion de los micromezcladores

A pesar de utilizar la configuracion de la celda de flujo optimizada previamente,
para evitar la acumulacién de burbujas, el resto de las estructuras microfluidicas
fueron disefiadas y optimizadas, tomando como referencia los estudios realizados
previamente en el disefio de micromezcladores (§4.3.3.1). Se intenté minimizar el
consumo de reactivos y potenciar la sensibilidad y selectividad del microanalizador.
Asi mismo, se intent6 evitar la formacién de precipitado azul del complejo PMB.

En primer lugar, el micromezclador donde se forma el complejo 12-MPA, a partir de
la reaccion entre el fosfato y el molibdato, fue disefiado con una longitud
relativamente corta para minimizar el potencial efecto interferente del ién silicato.
Este es el principal compuesto interferente, potencialmente presente, en el tipo de
muestras a analizar.! La cinética de las reacciones favorece la formacién de
fosfomolibdato en lugar de silicomolibdato.?” Por este motivo, cuanto menor sea el
tiempo de reaccién previo a la reduccidén, menor serd la interferencia positiva que
pueda generar el silicato en el proceso de medida. Por el contrario, puesto que la
reducciéon del 12-MPA a PMB tiene una cinética mas lenta que la reaccién anterior
(Figura 7.7), la longitud del segundo micromezclador fue mas grande que la del
primero. La longitud final escogida fue un compromiso entre la sensibilidad
(relacionada con tiempo de reaccién) y la robustez del microsistema. Un incremento
demasiado elevado de la longitud del micromezclador (elevado tiempo de reaccion)
conllevaria a una mayor formacién del complejo coloreado de PMB, aumentando la
senal, pero, a su vez, este producto acabaria precipitando y depositandose en las

paredes del micromezclador o en la celda de deteccién. Este hecho provocaria una
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deriva continua de la linea base. Asi mismo, si la cantidad de precipitado fuera
muy alta, aumentaria la turbidez y con ello el ruido de la senal, e incluso podria
producirse la obturacién de los microcanales. Para evitar estos problemas, los
canales del micromezclador fueron disefiados con unas dimensiones mayores (0.8
mm de ancho por 1 mm de alto) a los usados previamente (0.4 mm de ancho por 0.3
mm de alto). Asi mismo, el tiempo de residencia de la mezcla en el segundo
micromezclador fue de 11 s. Aparentemente este tiempo de reaccién quedaria lejos
de los valores necesarios para obtener el maximo de absorbancia con el
espectrofotometro convencional (Figura 7.7). No obstante, se consiguié un rango
lineal mayor, una sensibilidad adecuada para la aplicacién estudiada y se evitaron

los efectos indeseados asociados a la mencionada aparicién de precipitado.

Absorbancia (UA)
N

450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)
Figura 7.7. Absorbancia del complejo reducido de fosfomolibdato generado con 3.2 mg L1 de fésforo a
diferentes tiempos desde el inicio de la reaccion de reduccién con acido ascérbico, medido con un

espectrofotémetro comercial (Perkin Elmer Lamba 25) con un camino 6ptico de 1 cm.

7.3.2. Evaluacion de variables instrumentales, quimicas e hidrodinamicas

Se evalud, siguiendo un proceso de optimizaciéon univariante, la influencia de las
distintas variables y parametros instrumentales, quimicos e hidrodinamicos sobre
la respuesta analitica del microanalizador. El objetivo fue alcanzar un compromiso
entre la selectividad, la sensibilidad, la estabilidad de la linea base, el rango lineal
de trabajo, el consumo de reactivos y muestra, la estabilidad de los reactivos, el
tiempo de andlisis y la formacién de precipitado de PMB. Durante todo el proceso
de optimizaciéon se utiliz6 un montaje experimental convencional de inyeccién
manual, como el mostrado en la figura 6.1 del capitulo anterior, en lugar de uno
automatizado y auténomo que es el que se implementé finalmente, una vez
optimizados todos los parametros.

En primer lugar, se testaron dos LED con longitudes de onda de emisién diferentes

(660 y 700 nm, respectivamente), para verificar cual proporcionaba mejores
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caracteristicas analiticas, teniendo en cuenta que el complejo de PMB, presentaba
una banda de absorcién muy amplia entre 550 y 1100 nm.!718 Para el estudio se
utilizaron como condiciones iniciales arbitrarias una concentracién de 5 mM de
molibdato de amonio como disolucién complejante, 60 mM de acido ascorbico como
disolucion reductora (cada uno de estas dos disoluciones con 0.1 M de H2SOy), 225

uL de volumen de inyeccién y 400 uL. min! de caudal para cada canal.
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e 660 6-10-4 (+5-104) 3.87:103 (£7-10%) 0.9997
e 700 2109 (1109  4.4-10% (+2-10) 0.9986

Figura 7.8. Optimizacién de la longitud de onda maxima de emisién del LED. A) Representacién
grafica de los valores de altura de pico. B) Registro de la sefial con cada uno de los LED testados. C)

Tabla con los parametros de cada curva de calibracién.

Los resultados mostraron (Figura 7.8.A) que la sensibilidad aumentaba
ligeramente a medida que la longitud de onda del emisor se acercaba al maximo de
absorbancia del complejo coloreado (731 nm). Sin embargo, como se puede apreciar
en la figura 7.8.B, el aumento de sensibilidad no compensé el aumento del ruido de
la linea base, hecho que provocé que el LD fuese superior para el LED que
proporcionaba una sensibilidad ligeramente mayor. A pesar de ajustar algunos
parametros instrumentales como la ganancia del detector, no se consiguié mejorar
la relacion senal/ruido para el LED de emisién a 700 nm. Por estos motivos se
decidi6 escoger como 6ptimo el LED de 660 nm para proseguir con el proceso de
optimizacion.

Para mejorar la sensibilidad del microsistema analitico se decidié estudiar la
cinética de la reaccién e intentar incrementar la velocidad de esta. Para ello se
testaron distintos tipos de reductores y catalizadores. A partir de la informacién
bibliografica disponible,!1:14.17.19.20.23.27-31 ge probaron como disoluciones reductoras
una de acido ascorbico, otra de cloruro de estano y una tercera combinando el acido
ascérbico con tartrato de antimonio y potasio, usandose este ultimo como

catalizador. Se establecieron, arbitrariamente, una concentracion de 5 mM de
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molibdato de amonio en acido sulfarico 0.1 M, un caudal de 400 uLL min! por canal
y un volumen de inyeccién de 250 pl. Las concentraciones de los compuestos
reductores fueron relativamente bajas, usandose, acido ascérbico 16 mM con 0.1 M
de 4cido sulftrico, acido ascérbico 16 mM + tartrato de antimonio y potasio 0.5 mM

con 0.1 M de acido sulfirico y cloruro de estanno 15 mM.
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B A@m) 0.0. Pendiente r2

e sin tartrato 5104 (+2-104) 2.77-103 (+4 -10%) 0.9997
e contartrato 5104 (:2104)  8.22-10% (£3-10%) 0.9992

Figura 7.9. Optimizacién de la composicién de la disolucién reductora. A) Representacion grafica de

los valores de altura de pico. B) Tabla con los parametros de cada curva de calibracion.

Tras los primeros ensayos, se desechd como agente reductor el cloruro de estafio
debido a que, incluso con la disolucién estandar de menor concentracién de fosfato,
aparecia una gran cantidad de precipitado azul en la plataforma microfluidica, cosa
que impedia la correcta lectura de absorbancia. Cuando se utiliz6é acido ascérbico
con el catalizador de tartrato de antimonio y potasio, se experimenté un
comportamiento similar, pero solamente a partir de disoluciones estandar de
concentraciones altas por lo que se pudo obtener una curva de calibrado adecuada
en todo el rango de trabajo deseado. Como se puede observar en los resultados
obtenidos (Figura 7.9), la sensibilidad fue ligeramente mayor usando la disolucién
reductora con catalizador. No obstante, la disolucién de acido ascérbico con tartrato
de antimonio y potasio se torné azulada pasada 1 hora desde su preparacion.
Pasadas dos 2 horas, la coloracién azul se hizo mas intensa y a las 5 horas, el
reactivo reductor estaba completamente azul. La inestabilidad del reactivo lo haria
inviable para su uso en condiciones auténomas durante periodos de tiempo
prolongados. Otra opcién hubiera sido tener los dos reactivos separados (por un
lado el acido ascérbico y por otro el tartrato de antimonio y potasio), pero esto

complicaria el montaje experimental sin aportar mejoras relevantes en términos de
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sensibilidad. Finalmente, se decidi6 escoger como disolucién reductora la formada
Unicamente por acido ascérbico, en acido sulftrico.

El siguiente parametro a evaluar fue la concentracién de molibdato de amonio en la
disolucién complejante. Se prefijaron, arbitrariamente, una concentraciéon de 60
mM de acido ascérbico en acido sulfurico 0.1 M, como disolucién reductora, un
caudal de 400 uLL min?! para cada canal y un volumen de inyecciéon de 250 pL. La
concentracion de molibdato de amonio se evalu6 entre 2.5 y 15 mM, siempre en
H2SO4 0.1 M. Los resultados mostraron (Figura 7.10) que a bajas concentraciones,
la sensibilidad obtenida era menor. Sin embargo, a partir de 5 mM, un aumento en
la concentracién de molibdato de amonio no se traducia en un aumento
significativo de la sensibilidad, aunque, a partir de 15 mM, si se observaba un
incremento significativo en la aparicion de precipitado azul de PMB. Por estos
motivos se escogidé como 6ptimo el valor de concentracién de 5 mM de molibdato de
amonio en H2S04 0.1 M como disolucién complejante.

A continuaciéon se evalud la concentracién de acido ascorbico en la disolucion
reductora. Se utilizé el parametro optimizado de 5 mM de molibdato de amonio
como disolucién complejante y para el resto de parametros se utilizaron los valores
prefijados arbitrariamente. La concentracién de acido ascérbico se evalud entre 5 y
120 mM, siempre en H2SOs 0.1 M. Los resultados obtenidos (Figura 7.11)
mostraron que a concentraciones por debajo de 30 mM, las sensibilidades obtenidas
eran menores. Sin embargo, a concentraciones mayores de 30 mM, el aumento de la

concentraciéon de reductor no suponia una mejora significativa en los valores de
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Figura 7.10. Optimizacion de la concentracion de molibdato en la disoluciéon complejante. A)
Representacion grafica de los valores de altura de pico. B) Curvas de calibracién obtenidas para cada

concentracion testada. C) Tabla con los parametros de cada curva de calibracién.
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Figura 7.11. Optimizacién de la concentracién de acido ascérbico en la disoluciéon reductora. A)
Representacion grafica de los valores de altura de pico. B) Curvas de calibracién obtenidas para cada

concentracién testada. C) Tabla con los pardmetros de cada curva de calibracién.

sensibilidad obtenidos. Adema4s, por encima de 90 mM aumentaba la precipitacién
de PMB y con ello la inestabilidad de la sefial. Teniendo en cuenta la naturaleza
inestable de las disoluciones de acido ascorbico, que tienden a degradarse a
temperaturas elevadas, a valores de pH extremos y por la exposiciéon a la luz
solar,?? se decidi6 escoger una concentracién de acido ascérbico de 60 mM en lugar
de la de 30 mM. Aunque ambas proporcionan los mismos resultados, la de mayor
concentracion permitiria incrementar el tiempo de vida de la disolucion de reactivo,
ya que una degradacion del 50 % del acido ascorbico no provocaria una disminucién
significativa de la sefnal (Figura 7.11.A).

El siguiente parametro a evaluar fue la influencia de la concentraciéon de acido
sulfurico, de las disoluciones complejante y reductora, en la sefial obtenida. Se
utilizaron los parametros optimizados de 5 mM de molibdato de amonio como
disolucién complejante y 60 mM de acido ascérbico como disolucién reductora y
para el resto de pardmetros se utilizaron los valores prefijados anteriormente. La
concentracion de acido sulfurico se varié entre 0 y 0.5 M, siempre formando parte
tanto de la disolucién complejante como de la reductora. Los resultados obtenidos
(Figura 7.12) mostraron un comportamiento extrafio en la respuesta analitica del
sistema en funcién de la concentracion de protones. Intuitivamente, segin la
reaccion 7.2, a menor pH, mayor formacién del complejo y por tanto mayor altura

de pico. Sin embargo, este no fue el comportamiento observado. Atendiendo a la
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ecuacion de la cinética global (Ecuacién 7.1), esta mostré que la velocidad de la
reaccién de formacién del PMB era directamente proporcional a la concentracion de

fosfato y molibdato e inversamente proporcional a la concentracién de protones:33

S[PMB] _ k [PO3~][M0®*]>
st [H+]°

(Ecuacién 7.1)

Por este motivo, en la Figura 7.12.A se puedo observar que a medida que la
concentracién de acido disminuia, las alturas de pico para una concentraciéon de
fosfato dada aumentaban, aumentando la sensibilidad, hasta llegar a un maximo
correspondiente a un valor de concentracién de protones de 0.05 M. A partir de este
valor, concentraciones inferiores de 4cido hacian disminuir las alturas de pico para
una concentracion de fosfato dada, debido probablemente a que no habia suficiente
medio acido para que se diera la reaccién de generacién del complejo PMB por
completo. Adicionalmente, a pH inferiores a 0.7 (concentraciones de &acido
superiores a 0.2 M), el molibdato se reduce a un complejo de color azul
directamente, antes de reaccionar con fosfato,! provocando una subida de la linea
base y, por consiguiente, una drastica disminucion de las alturas de pico. Por estos
motivos se escogié como Optimo el valor de concentracion de 0.05 M de acido

sulftrico, tanto en la disolucién complejante como en la reductora.
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e 0.01 7104 (£3104)  3.4-10% (£5-10%) 0.9964
e 0.05 1104 (+2-104)  3.93103 (9105  0.9997
e 0.1 2104 (3104  3.310% (&1-10) 0.9992
0.2 110 (#2104  1.60-10% &7-10%)  0.9988

e 0.3 110 (#2104  7.0-10* (+8-10%) 0.9923
e 0.5 1104 (2-104)  3.2-10- (+9-10%) 0.9516

Figura 7.12. Optimizacién de la concentraciéon de acido sulfirico en la disoluciéon complejante. A)
Representacion grafica de los valores de altura de pico. B) Curvas de calibracién obtenidas para cada

concentracion testada. C) Tabla con los parametros de cada curva de calibracion.
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Como se ha comentado anteriormente, el acido ascorbico es un reactivo
relativamente inestable. Segin la bibliografia, cuanto mas neutro es el pH de la
disolucién, menor degradaciéon experimenta con el tiempo.3* Por este motivo, se
decidi6é eliminar el acido sulftrico de la disolucién reductora de acido ascérbico y
trasladar todo el aporte de protones para la reaccién al reactivo complejante de
molibdato. Para verificar que este hecho no modificaba las caracteristicas
analiticas del sistema, se compararon las curvas de calibrado obtenidas usando
disoluciones complejante y reductora con 0.05 M de H2SO4 cada una o usando una
disolucién complejante de molibdato con 0.1 M de H2SO4y una disoluciéon reductora

de acido ascérbico sin HaSOu4.

A 1400 ® Con 4cido en ambas disoluciones
® Acido sélo en disolucién complejante

1200 -+
0
S 1000 4
X
<
S 800 -
3
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)
°
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0 T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35
PImgL™
B Acido 0.0. Pendiente r?
e en ambas disoluciones 2104 (£2-104) 3.91-103 (9-105) 0.9997
e solo en dis. complejante 1104 (£2-109) 3.9103 (£1-104) 0.9996

Figura 7.13. Optimizacién de la procedencia del aporte de H* a la reacciéon. A) Representacién grafica

de los valores de altura de pico. B) Tabla con los parametros de cada curva de calibracién.

Los resultados obtenidos (Figura 7.13) no mostraron diferencias significativas por
lo que se decidi6 que la disolucion complejante fuera la que aportara todos los H*.
En cuanto a la evaluacién del caudal de cada uno de los canales (disolucién
portadora, complejante y reductora), se testaron valores entre 100 y 500 uLL min-!
usando los parametros ya optimizados y un volumen de inyeccién de 250 pL.

Los resultados obtenidos (Figura 7.14) mostraron que cuanto menor era el caudal,
mayor era la altura de pico para una concentracién dada de fosfato y, por tanto,
mayor era la sensibilidad, pero mayor era, también, el tiempo de analisis. Ademas,
se observé que con los caudales mas lentos (100 y 200 puL min!) aparecia
precipitado azul de PMB tanto a lo largo de la plataforma microfluidica como, sobre
todo, a la salida a desecho. Por este motivo, de entre los tres valores de caudal
elegibles, se decidi6 escoger el de 400 pL. min! como 6ptimo a modo de compromiso

entre la sensibilidad del microanalizador y el tiempo de analisis.
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C cCaudal (L min1) 0.0O. Pendiente r2
e 100 2104 3104  4.5-10% (£1-10) 0.9997
e 200 1104 (£1-104) 4.48-103 (£5-10%) 1.0000
e 300 0 (1109 4.2510% (+5-10%)  0.9999
e 400 1104 (£2-10%) 4.16-103 (+8-10%) 0.9999
500 1104 &2-104)  3.99-10% (£810%)  0.9998

Figura 7.14. Optimizacién del caudal. A) Representacién grafica de los valores de altura de pico. B)

Curvas de calibracién obtenidas para cada concentracién testada. C) Tabla con los pardmetros de

cada curva de calibracion.
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C VI@L) 0.0. Pendiente r2
e 25 1104 (£1-104)  9.21-104 (+5-10%)  0.9982
e 50 110 (&5-10%) 1.59-10 (+210%)  0.9999
e 125 1104 (#1104  2.92-10% (£510%)  0.9998
e 250 1104 (£3-104)  4.0-103 (210 0.9989
580 6104 6104  4.1-10% (£2109) 0.9979
e 1000 8104 (3104  4.1-10% (£6-109) 0.9937

Figura 7.15. Optimizacién del volumen de inyecciéon. A) Representacién grafica de los valores de

altura de pico. B) Curvas de calibracién obtenidas para cada concentracién testada. C) Tabla con los

parametros de cada curva de calibracion.
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Por lo que respecta a la evaluacién del volumen de inyeccién, se testaron valores
entre los 25 y los 1000 pL. Los resultados obtenidos (Figura 7.15) mostraron que
por debajo de los 225 uplL, una ligera disminucién del volumen de inyeccién
provocaba una gran disminucién de las alturas de pico y, por tanto, de la
sensibilidad. Sin embargo, valores de volumen de inyeccién por encima de 225 pl,
no comportaban un incremento significativo de las alturas de pico ni de la
sensibilidad. Segin este razonamiento el valor éptimo a escoger, para dotar de
robustez al proceso de medida, debia ser 225 ul.. Sin embargo, una vez optimizados
todos los parametros, se realizdé un calibrado intentando abarcar todo el rango de
trabajo necesario (0 a 32 mg L1 P) y se observé que la linealidad se perdia a partir
de 15 mg L P (Figura 7.16). Para evitar este problema se decidié escoger un
volumen de inyeccién de 125 pl, el cual proporcioné una sensibilidad ligeramente

menor pero, permitié alcanzar el rango lineal deseado.

14000
A=1-10" (+4-10%) + 4.33-10° (+4-10”) [P]; r’=0.9996
12000 -
9
10000 -
8000 -
6000 -

4000 -

Absorbancia (UA) (x107®%)

2000

o a
0 5 10 15 20 25 30 35
[PlmgL*
Figura 7.16. Curva de calibrado por triplicado (n = 3, 95 % confianza) empleando los valores

optimizados de cada parametro evaluado.

Finalmente, se evaluaron los posibles compuestos interferentes que podia
presentar la reaccién seleccionada. Estos eran principalmente el arseniato, el
germanato y el silicato, ya que son capaces de formar complejos de molibdeno con
similar longitud de onda de absorcién que el compuesto azul de fosfomolibdeno.?
Sin embargo, solo el silicato se encuentra de manera significativa en muestras de
agua residual. También, en menor medida pueden ser compuestos interferentes los
iones cloruro, nitrato, nitrito y algunos metales como el cobre (II) y el hierro (III).%17
Sin embargo, estos metales no se esperan en el tipo de muestra a analizar. Para
evaluar el efecto interferente de cada especie, se realizaron medidas sucesivas de
disoluciones estandar de 3.2 mg L de P con diferentes concentraciones de las
diferentes especies y se compararon los valores obtenidos con el valor de altura de
pico correspondiente a la disoluciéon estandar de fosfato Unicamente. De esta

manera, se pudo obtener el porcentaje de interferencia y si esta era positiva o
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negativa. Se prepararon disoluciones de cada compuesto a dos niveles de
concentracion: una baja, correspondiente a valores por debajo del limite marcado o
recomendado por la legislacién en aguas de consumo y una alta, correspondiente a
valores muy por encima de los limites legales o recomendados.?® Las
concentraciones de interferentes testadas fueron de 200 y 500 mg Lt Cl- (1) (KCl),
de 200 y 500 mg L1 CI- (2) (NH4Cl), 50 y 100 mg L NOs (KNOs), de 300 y 600 mg
L1 de COs2 (Na2COs3), de 250 y 500 mg L! de SO4* (Naz2SOy), de 0.1 y 10 mg L!
NO2 (NaNOgz) y de 30 y 100 mg L Si0Os2 (SiOg).

De los resultados obtenidos (Figura 7.17) se pudo concluir que tan solo el i6n
silicato es interferente para el microanalizador desarrollado, a las concentraciones
esperadas en las muestras a analizar. Gracias al disefnio del micromezclador se
consigui6 minimizar su efecto interferente ya que, para una relaciéon 1:10 (P:Si) a
un nivel de concentraciéon de 3.2 mg L' P en forma de fosfato, la sobreestimacion
fue de un 11 %. Segun la literatura,3¢ alrededor del 70 % de las muestras de agua
que son analizadas presentan una cantidad inferior a 10 mg L Si, por lo que, en
este escenario, seria posible disminuir el efecto interferente a tan solo un 6 % de
sobreestimacion. De todos modos, si las muestras a analizar presentaran valores
significativamente altos de silicato, se podria recurrir a la adicién de agentes
enmascarantes como acido oxalico o tartarico, que eliminarian completamente su

efecto interferente, como ha sido demostrado previamente en numerosos
trabajos.1:11,16,17,37

80
® Concentraciones altas
70 1 = ® Concentraciones bajas
8\0, 25
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Figura 7.17. Estudio del efecto de los potenciales compuestos interferentes. Concentraciones bajas
corresponden a valores por debajo del limite marcado o recomendado por la legislaciéon en aguas de
consumo mientras que concentraciones altas son valores muy por encima de los limites legales o
recomendados.3?
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7.4. Sistema de flujo automatizado

La automatizacion y la miniaturizacién de todo el sistema analitico, no solo del
microanalizador, le confiere una gran autonomia y versatilidad para poder ser
utilizado, en condiciones desatendidas, monitorizando la concentracién de fésforo
como FRS en diferentes etapas de una EDAR o, incluso, en cuerpos de agua
amenazados. De esta manera, es posible reducir drasticamente los costes en
términos de consumo de reactivos, equipamiento y personal especializado. Para
conseguir dicho propésito se implement6 el sistema de gestion de fluidos controlado
por ordenador utilizado en anteriores capitulos (§4.2.4 y §5.1.3). A modo de
recordatorio, este montaje experimental consistié en un hibrido entre sistemas de
multiconmutaciéon y multibomba que combinaba microvalvulas y microbombas
solenoides y una microbomba peristaltica, gestionados mediante un controlador de
dispositivos fluidicos (Flowtest™). Este sistema de flujo, también permitia la
modulacién/modificaciéon  de  los  pardmetros  hidrodindmicos mediante
programacién, para adaptar las caracteristicas analiticas (rango lineal de trabajo,
limite de deteccién, sensibilidad, etc.) a condiciones especiales o excepcionales no
previstas inicialmente, como una gran variaciéon en la concentraciéon esperada de
fésforo. Utilizando una microvalvula solenoide y una microbomba peristaltica, se
realiz6 un proceso automatizado de calibracion, preparando las diferentes
disoluciones estandar por dilucién por multiconmutacién a partir de una Unica
disolucién madre concentrada. Parametros técnicos como el tiempo de inyeccidén
(relacionado con el volumen de inyeccién en este tipo de sistemas), el tiempo
minimo de actuacion de la microvalvula y el sistema de impulsion utilizado,
determinan la precision de este proceso de dilucion. De esta manera, recordando
que el tiempo minimo de actuacion de la microvalvula estaba establecido en 100
ms?* y que el caudal optimizado era de 400 pLL min, se escogié un tiempo de
inyeccion de 20 s, correspondiente a un volumen de inyeccion de 133 uL
(aproximado al de 125 uL optimizado). Con esta configuraciéon se pudieron alcanzar
factores de dilucién de 200 veces la concentracién de la disolucion madre original.

La tabla 7.1 muestra las diferentes disoluciones estandar preparadas
automaticamente y como se obtuvieron a partir de la disolucién madre de 32 mg L!
P, escogida como LSRL. A modo de ejemplo, cuando se introduce una disolucién
estandar de 32 mg L1 P en el microanalizador, durante los 20 s del tiempo de
inyeccion se introduce la disolucién madre sin dilucién alguna. Por el contrario, si
se quiere medir una disolucién estandar de 0.32 mg L' P, durante los 20 s del
tiempo de inyeccién, se llevan a cabo 2 ciclos en los que se introduce durante 0.1 s
(posicién “on” de la microvalvula) la disolucién madre y durante los 9.9 s restantes

(posicién “off” de la microvalvula) se introduce agua.
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Tabla 7.1. Secuencias de dilucién por multiconmutacién para generar las distintas disoluciones

estandar necesarias para el proceso de autocalibracién.

Disolucién estaindar Tiempo de Tiempo en “on” Tiempo en N° Factor
(mg L) inyeccion total (s) (madre) (s) “off’(Hz20) (s) Ciclos dilucion
32 20 20 0 0 0

16 20 0.1 0.1 200 2

8 20 0.1 0.3 40 4

3.2 20 0.1 0.9 20 10

1.6 20 0.1 1.9 10 20

0.8 20 0.1 3.9 5 40

0.32 20 0.1 9.9 2 100

0.16 20 0.1 19.9 1 200

7.5. Caracteristicas analiticas del sistema

La caracterizacién analitica del microanalizador de FRS en forma de fosfato, en
muestras de aguas residuales, se llevd a cabo mediante calibrados sucesivos
realizados por dilucién por multiconmutacién, utilizando el programa de dilucién
automatico, a partir de una disoluciéon madre de 32 mg L' P. La figura 7.18
muestra el registro de la senal y la curva de calibracién para uno de los calibrados.
La ecuacién obtenida (n = 9; 95 % confianza) fue A= 4-104 (2104 + 3.18-103
(#2-10%) [P] con r2=0.9996. El LD, calculado como tres veces la desviacion estandar
del blanco, fue 0.03 mg L P, mientras que el rango lineal de trabajo conseguido,
calculando el LIRL como 10 veces la desviacién estandar del blanco, fue de 0.09 a
32 mg L1 P.
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Figura 7.18. Registro de la sefnal (A) y curva de calibrado (B) correspondiente a un calibrado del
microanalizador usando el programa de autocalibracién partiendo de una disolucién madre de
NaH2PO4 de 32 mg L't P. Las disoluciones estandar usadas fueron 0 mg L1 (a), 0.16 mg Lt (b), 0.32
mg L1(c), 0.8 mg L1 (d), 1.6 mg "1 (e), 3.2 mg L1 (f), 8 mg L1 (g), 16 mg L1 (h) y 32 mg L1 (i).
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Figura 7.19. Grafico mostrando el registro de 6 inyecciones de un patrén de 3.2 mg L1 P con el fin de

calcular la repetitividad del microsistema.

La repetitividad del microanalizador fue testada mediante la inyeccién sucesiva de
una disoluciéon estandar de 3.2 mg L P (Figura 7.19). Los valores de CV obtenidos

de las senales (n = 6; 95 % confianza) fueron inferiores al 1 %.
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B Dia 0.0. Pendiente r2
o1 21104 #2104  3.1-10° (+1-10) 0.9988
e 5 1104 (£1-104)  3.25-103 (6105  0.9998
° 27 1104 2104  3.0-10°3 (110 0.9988
o 43 1104 #2104 2.9-10°3 (110 0.9992
° 72 1104 2104  2.71-10% +310%)  0.9993

Figura 7.20. Estudio realizado a lo largo de tres meses usado los mismos reactivos y disoluciones
estandar para evaluar la reproducibilidad del microsistema propuesto y la estabilidad de los
reactivos. A) Representacién grafica de los valores de altura de pico para obtener la curva de
calibracion. B) Tabla con los pardmetros de cada curva de calibracién.

En cuanto a la reproducibilidad de los resultados, esta fue testada mediante

diferentes calibrados llevados a cabo a lo largo de 3 meses, usando los mismos
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reactivos y disolucién madre (Figura 7.20). El valor promedio de pendiente obtenido
fue de 2.99-:102 (n = 5) con un valor de CV inferior al 6 %, demostrando de esta
manera no solo la buena reproducibilidad del sistema en dias diferentes, sino
también la buena estabilidad y notable durabilidad de los reactivos utilizados (3
meses de duracién). Esto se traduce en una elevada autonomia del sistema
analitico. Con las condiciones optimizadas, se consiguid una frecuencia de muestreo
de 24 muestras a la hora.

Todos los resultados obtenidos mostraron la elevada confiabilidad y robustez que
posee el sistema analitico global y su potencialidad para ser utilizado en el analisis
de fosforo reactivo disuelto tanto en muestras de agua residual en EDARs como en

muestras de agua natural de rios o lagos.

7.6. Analisis de muestras reales

Se analizaron diferentes muestras de agua residual, procedentes de distintas
etapas de una EDAR urbana situada en Guardamar del Segura (Alicante, Espafia),
usando el microanalizador desarrollado para determinar su contenido en FRS. El
interés por determinar esta fraccion de fésforo en la EDAR radica en que es un
indicador para gestionar y optimizar la cantidad de reactivos necesarios en las
etapas de eliminacién del fésforo y, al ser la fraccién més facilmente biodisponible,
constituye un claro indicador de la posibilidad de que se produzca el fenémeno de
eutrofizacién en los cuerpos de agua receptores. Existen distintas fracciones de
fésforo que se pueden analizar con el microanalizador, en funcién del
pretratamiento que se le practica a la muestra (Figura 7.21). La fraccion de fésforo
reactivo soluble (FRS) comprende todas las especies de fosforo inorganico en

disolucion después de someter la muestra a un proceso de filtracién con un filtro de

Muestra
< Filtracion >
No Si
Si Si 5
Fosforo total 4—< Digestion >—' Fésforo Fotal
soluble o disuelto
No No
Fosforo reactivo 'Si < AT >5_', Fosforo reactivo
Hidrolisis acida . .
total hidrolizable soluble hidrolizable
Fosforo reactivo < No No > Fésforo reactivo
total soluble

Figura 7.21. Diagrama con las distintas fracciones de fésforo que se pueden analizar en funcién del

pretratamiento que se le practica a la muestra (modificado de Handbook of water analysis)!.
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0.45 um de tamano de poro. Asi, se elimina el fésforo reactivo particulado (FRP).
FRS y FRP conforman la fraccién de fésforo reactivo total (FRT).1-39

Es importante asegurar que la muestra a analizar no contiene FRP, con la
finalidad de no generar alteraciones en el los resultados obtenidos. En este trabajo,
con el objetivo de simplificar el proceso de andlisis, la etapa de filtraciéon fue
suprimida, asumiendo que un proceso de decantaciéon del fésforo particulado
durante 5 minutos, permitia una medida confiable del FRS, libre de otras
fracciones de fésforo. Puesto que, como practicamente todos los puntos potenciales
de muestreo en una EDAR estan ubicados o relacionados con depésitos o zonas en
donde se puede llevar a cabo un proceso de decantacion, este hecho no deberia ser
un problema para implementar el microanalizador en el analisis de rutina en
EDARs.

Sin embargo, si se requiriera analizar otros tipos de fracciones de fosforo, se
podrian introducir en el proceso de analisis, de una manera relativamente sencilla,
diferentes etapas de hidrélisis acida o digestién.:!! Para verificar la hipdtesis de
que una decantacién de 5 minutos antes de proceder al analisis de las muestras
reales podia eliminar la mayor parte de la fraccién particulada de fésforo, se realizé
una prueba analizando una muestra decantada durante 5 minutos sin filtrar y otra
filtrada con un filtro de 0.45 um de tamafio de poro. Los resultados obtenidos
fueron similares, presentando una concentraciéon de 5.7 + 0.6 mg L' P (n = 3, 95 %
confianza), la muestra filtrada y de 5.9 £+ 0.3 mg L' P (n = 3, 95 % confianza), la
muestra decantada. Esto confirm6 que el proceso de decantacién era suficiente para
determinar solamente la fraccién de FRS en ese tipo de aguas, a expensas de
realizar un estudio con un conjunto superior de muestras.

Los resultados obtenidos del analisis de las diferentes muestras utilizando el
microanalizador desarrollado fueron validados por comparacién con los resultados
obtenidos mediante ICP-OES, realizados en el Servei d’Analisi Quimica (SAQ) de la
Universitat Autonoma de Barcelona. Los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 7.2.

Tabla 7.2. Valores de concentracién promedio en mg L1 P (n=3, 95%) del andlisis de fosfato en

muestras de agua residual usando el microsistema propuesto.

Muestra Microsistema ICP-OES % error

1 15.2+0.2 18.9 20
2 0.6+0.2 <0.5 20
3 23+2 25.4 9
4 3.8+ 0.3 4.04 6
5 19+1 19.3 2
6 5.1+£0.5 4.95 3
7 32+2 31.1 3

236



Capitulo 7

Como se puede observar, los resultados proporcionados por el microsistema
analitico desarrollado no fueron significativamente diferentes de los obtenidos con
el método de contraste, segin la prueba de t de Student apareada (tcaic = 1.265; tiap
= 2.447; teae<ttap). Este hecho confirmé que el microanalizador propuesto es tutil
para la determinacién de FRS en un amplio rango concentraciones, permitiendo su
monitorizacién a lo largo de las diferentes etapas del proceso de tratamiento de

aguas residuales, donde esta puede variar considerablemente de una etapa a otra.

7.7. Conclusiones

En este capitulo se ha disefiado, desarrollado, caracterizado y aplicado al analisis
de muestras reales un microanalizador para la determinacién espectrofotométrica
de fosforo reactivo soluble, en forma de i6n fosfato, en aguas residuales. El
microsistema analitico ha sido optimizado para maximizar su autonomia
operacional y su robustez, exhibiendo unas buenas caracteristicas analiticas. El
microanalizador miniaturizado proporciona una respuesta rapida y precisa con un
consumo de reactivos bajo y con un mayor rango de trabajo que el de los sistemas
analiticos publicados hasta la fecha. Ademas, la integracién del sistema de gestién
de fluidos, basado en microvalvulas y microbombas, incrementé el nivel de
automatizacién y miniaturizaciéon de todo el sistema analitico, haciéndolo indicado
para su funcionamiento auténomo en multiples procesos.

Asimismo, el uso de un lector éptico compuesto por un LED y un fotodiodo como
sistema de deteccién miniaturizado, donde el microanalizador puede ser insertado
basandose en un concepto de llave-cerradura, también contribuyé a alcanzar dichas
caracteristicas.

De esta manera, las caracteristicas analiticas del microanalizador cumplieron con
los requisitos establecidos, pudiendo utilizarse tanto en estaciones auténomas
remotas para seguir procesos de eutrofizacion, en cuerpos de agua sensibles, como
en la monitorizacién on-line de iones fosfato en plantas de tratamiento de agua
residual para determinar, de manera mas eficiente, la dosis de reactivo quimico o
biolégico necesaria para eliminar el fosforo del agua tratada. En este sentido, el
siguiente paso consistiria en la implementacion de una valvula inteligente de
manera que cuando el sistema analitico detectara altos niveles de FRS en el
efluente de la EDAR, este se recirculara y no fuera descargado a los cuerpos de
agua, evitando asi la hipernutricion del ecosistema que podria desencadenar

episodios puntuales de eutrofizacion.
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Conclusiones generales y perspectivas futuras

El trabajo realizado a lo largo de esta tesis ha dado como resultado al desarrollo de
diferentes microanalizadores automatizados, utilizando la tecnologia LTCC y de
polimeros, para la determinacién, mediante medidas potenciométricas y épticas, de
multiples parametros, cumpliendo los requisitos que demandaban las aplicaciones
estudiadas.

Todos ellos presentan, como caracteristicas analiticas comunes, una elevada
selectividad, sensibilidad, repetitividad y reproducibilidad, junto a un alto nivel de
integracion, miniaturizacién y automatizacion. Este conjunto de caracteristicas ha
permitido dotar de portabilidad a los microsistemas analiticos, pudiendo llevar a

cabo andlisis, in situ y en tiempo real, de forma rapida y econémica.

Al final de cada uno de los capitulos se han ido presentando las conclusiones
especificas para cada microanalizador desarrollado. De manera general, se han
disefiado, construido e integrado, en las plataformas de microfluidica, las
operaciones unitarias del procedimiento analitico necesarias para la realizaciéon de
este. Tras su optimizacién, se han satisfecho los requisitos de las aplicaciones
analiticas estudiadas. Asi, se han integrado los elementos de mezcla, de
pretratamiento de la muestra y los sistemas de deteccion que requeria cada
aplicacién. En alguno de los casos, la integracion de estos elementos ha supuesto
un hito en el desarrollo de microsistemas analiticos en el GSB. En este sentido,
merece la pena destacar que se han integrado por primera vez, de manera
monolitica en sistemas de flujo potenciométricos, membranas de difusién gaseosa
utilizando la tecnologia de polimeros, usando como sustrato COC. Otra novedad,
relacionada con los microanalizadores con detecciéon potenciométrica, se encuentra
en el desarrollo de una plataforma de uso general, fabricada en COC, para la
implementacion de sensores potenciométricos, que incluye una nueva configuracién
para la integracion del electrodo de referencia, basado en una nueva pasta
serigrafiable de Ag/AgCl compatible con el sustrato, que minimiza los problemas de
estabilidad y reproducibilidad de estos dispositivos encontrados hasta el momento.

En cuanto a la deteccion Optica, esta tesis ha contribuido a explotar la

potencialidad y versatilidad del lector de plataformas microfluidicas miniaturizado,
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basado en el concepto de llave y cerradura, desarrollado conjuntamente con otros
miembros del GSB.

Tratando de dar un paso mas hacia la miniaturizacion y automatizacion real de los
sistemas analiticos, objetivo prioritario en el grupo de investigacién, se ha
implementado un sistema de gestién de fluidos miniaturizado, automatizado,
versatil y completamente reconfigurable que permite programar secuencias de
autocalibracion y analisis auténomo sin la necesidad de un operador.

Asi, los microanalizadores desarrollados han sido aplicados al analisis de muestras
tanto acuosas como biolégicas (segin la aplicaciéon), desde aquellas que
presentaban una matriz mas simple, como agua potable, hasta aquellas con matriz
altamente compleja como sangre, vino o aguas residuales de procedencia industrial,

obteniendo resultados altamente satisfactorios.

Por dltimo, el trabajo desarrollado en esta tesis ha permitido obtener todos los
conocimientos y herramientas necesarias para desarrollar instrumentacién
analitica miniaturizada funcional, hecho que debe ser aprovechado en el futuro por
el GSB para potenciar la aplicacién de los microanalizadores a procesos reales,
instalandolos y evaluando su funcionamiento en plantas de tratamiento de agua
residuales, tanto urbanas como industriales, en la monitorizacién de procesos de
fermentacién de vino y cervezas, en sistemas de reciclado de agua en misiones
espaciales reales o aplicandolos en el campo de la sanidad o cuidado del paciente.

En este sentido, gracias a los conocimientos adquiridos, actualmente se esta
trabajando, junto a la empresa Devicare, en el desarrollo de diversos dispositivos
POC para el autocontrol, por parte del propio paciente, de distintos parametros
relacionados con enfermedades cronicas. Estos sistemas serian analogos en su
funcionamiento a un glucometro y permitirian determinar, mediante medidas
potenciométricas, parametros en sangre como Na*, K*, NH4*, Li*, entre otros. Este
campo es muy prometedor siendo un claro ejemplo de la posibilidad de realizar

transferencia de conocimientos y resultados del mundo académico al de la empresa.
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