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DESCRIPCION

MATRICES TRIDIMENSIONALES POROSAS PARA LA DETECCION Y/O
DETERMINACION DE ANALITOS Y SU PROCEDIMIENTO DE OBTENCION

La presente invencioén pertenece al campo de la deteccion y/o determinacion de analitos
de interés, por ejemplo, en el &mbito medioambiental, industrial, agroalimentario o de la
salud. En particular, la presente invencion se refiere a una matriz tridimensional porosa
de polidimetilsiloxano (PDMS) que comprende tetraetilortosilicato (TEOS) y zeolita, que
es capaz de retener en su interior diferentes reactivos sensores de manera precisa, de
forma que dicha matriz tridimensional puede actuar como sensor o multisensor de una

amplia variedad de analitos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Durante los ultimos afos se han estudiado y desarrollado materiales porosos
tridimensionales con polimeros como base que presentan morfologia tridimensional, por
ejemplo, morfologia de esponja [Shin, J. H.; Heo, J. H.; Jeon, S.; Park, J. H.; Kim, S.;
Kang, H. W. Bio-Inspired Hollow PDMS Sponge for Enhanced Oil-Water Separation. J
Hazard Mater 2019, 365, 494-501].

Se han propuesto diferentes métodos para la sintesis de estas esponjas de base
polidimetilsiloxano (PDMS) como el método de templado de azucar o sal [Wang, J.; Guo,
J.; Si, P.; Cai, W.; Wang, Y.; Wu, G. Polydopamine-Based Synthesis of an In(OH)3-
PDMS Sponge for Ammonia Detection by Switching Surface Wettability. RSC Adv 2016,
6, 4329-4334], templado por emulsion [Tebboth, M.; Jiang, Q.; Kogelbauer, A.;
Bismarck, A. Inflatable Elastomeric Macroporous Polymers Synthesized from Medium
Internal Phase Emulsion Templates. ACS Appl Mater Interfaces 2015, 7, 19243-19250],
espuma de niquel, cristales coloidales, espumado con gas, separacion por fases,
formacion de perlas de PDMS [Li, N.; Li, T.; Lei, X.; Fu, B.; Liao, W.; Qiu, J. Preparation
and Characterization of Porous PDMS Beads for Oil and Organic Solvent Sorption.
Polym Eng Sci 2014, 54, 2965-2969], emulsion de PDMS con aceite de parafina,
formacion de esponja con poliuretano, formacién de esponja con acido citrico, o

formacion de esponja mediante radiacion UV.



10

15

20

25

30

35

ES 3023 489 B2

La mayoria de este tipo de materiales tiene como aplicabilidad la absorcién de aceites
dada su elevada capacidad hidrofoba actuando como descontaminantes absorbentes.
También se han desarrollado algunas esponjas como dispositivos portatiles con
aplicacion en robodtica blanda, como sensores piezoresistivos con deteccion y
seguimiento de movimiento o monitorizacion de la salud, y como sensores de presion
capacitativos flexibles y ultrasensibles en el campo de la electrénica. Por otra parte, se
han desarrollado esponjas hidrofilicas de PDMS- polivinil alcohol o &cido poliacrilico con
aplicacion en el transporte continuo en sistemas microfluidicos. Este tipo de material
también es aplicable en el campo de la biologia como medio de cultivo de células
endoteliales, inmunoensayos, recubrimiento de péptidos o proteinas, o administracion
localizada de farmacos. Algunas esponjas desarrolladas presentan capacidades de
multifuncién fotocatalitica, aislamiento térmico, y la capacidad de reducir la adherencia

hielo-superficie.

Por otra parte, existen diferentes reactivos que, por diferentes tipos de interacciones o
reacciones quimicas con diferentes analitos, son capaces de detectar o incluso de
determinar la concentracién de dichos diferentes analitos, como por ejemplo el reactivo
1,2-napthtoquinona-4-sulfonato (NQS) capaz de detectar/determinar la presencia o
concentracion de amoniaco o aminas mediante cambios colorimétricos. Otros reactivos
capaces de detectar/determinar la presencia de otros analitos son por ejemplo el
nitroprusiato que es capaz de detectar amonio junto con timol, o la que N-(1-
naftil)etilendiamina diclorohidratada (NEDD) que es capaz de detectar nitritos y nitratos.
Sin embargo, estos reactivos presentan el inconveniente de no ser estables en

disolucion, lo que supone un inconveniente para la determinacion de estos analitos.

Existen también en el estado de la técnica sensores colorimétricos para la determinacion
de especies quimicas como aminas in situ en el aire, que comprenden una matriz de
PDMS en la que se embebe un reactivo que es capaz de detectar dichas aminas,
mediante la sumersién de la matriz de PDMS en una disolucién que comprende dicho
reactivo disuelto, siendo este reactivo el 1,2-napthtoquinona-4-sulfonato (NQS), tales
como los descritos en las patentes ES2519891A1 (EP3001184B1), y en la patente
ES2619356B1 que particularmente describe un sensor calorimétrico pasivo para la
deteccidén y/o determinacion de amoniaco o aminas alifaticas en gases que comprende
una matriz de polidimetilsiloxano (PDMS) que tiene embebidos 1,2-naftoquinona-4-

sulfonato (NQS) vy tetraetilortosilicato (TEOS)). No obstante, estos sensores
3
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colorimétricos del estado del arte presentan ciertos inconvenientes ya que para
conseguir unos limites de deteccion y cuantificacion bajos es necesario un largo tiempo
de exposicion al gas en cuestidon, por lo que no son Optimos para realizar ensayos de

manera puntual con el fin de controlar y monitorizar estos contaminantes atmosféricos.

Por ello, existe la necesidad en el campo de proporcionar dispositivos sensores que
ademas de ser compactos y tengan integridad mecanica, presenten alta sensibilidad en

la deteccién/determinacion de dichos analitos en cortos periodos de tiempo.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion proporcionan una matriz tridimensional porosa de
polimero polidimetilsiloxano (PDMS) que ha sido dopada con tetraortoetilsilicato (TEOS)
y zeolita. Por tanto, se trata de una matriz de PDMS que comprende TEOS y zeolita
(Z@QTEOS@PDMS, donde “Z” se refiere a zeolita). Se trata de un material que es
preferiblemente un material tipo esponja. La sintesis de este nuevo material comprende,
un método en el que ademas de afadirse PDMS, TEOS y zeolita, también se usa azucar
(tamizado o sin tamizar), por ejemplo, mediante el método de templado del azicar o un
método similar, de forma que aunque dicho azucar se utiliza durante la sintesis de la
esponja Z@QTEOS@PDMS, dicho azucar no forma parte del nuevo material

Z@TEOS@PDMS (matriz tridimensional porosa) finalmente obtenido tras la sintesis.

Este material Z@QTEOS@PDMS puede ademas embeber/retener en la matriz
tridimensional diferentes tipos de reactivos, o liberar de la matriz reactivos previamente
embebidos, por ejemplo, reactivos sensores capaces de detectar y/o determinar un
analito, lo que permite el uso del Z@TEOS@PDMS como sensor para detectar y/o
determinar analitos. Si se les dota de una matriz en la que capturarlos, como la de la
presente invencion, el inconveniente de no ser estables en disolucion por parte del NQS,
nitroprusiato o la N-(1-naftil)etilendiamina diclorohidratada (NEDD) desaparece, por lo

que son estables con el tiempo y no existe este inconveniente.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a una matriz
tridimensional porosa de polidimetilsiloxano (PDMS), entre 40% y 60%, preferiblemente
un 60% (a partir de ahora matriz de la invencion o Z@TEOS@PDMS), caracterizada

4
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por que comprende

o tetraetilortosilicato (TEOS) entre 40% y 60%, preferiblemente un 40%; y

e zeolita entre 0,5% y 1%, preferiblemente un 1%,
donde la matriz tridimensional tiene una porosidad de entre 55-80% respecto al volumen
total de la matriz, preferiblemente una porosidad del 60-75%, aun mas preferiblemente
del 66+6%,
con tamafios de poros comprendidos entre 20-360 um, preferiblemente 85-295 um, aun

mas preferiblemente 200 pm.

Preferiblemente esta formada mediante el método de templado del azucar, un método
de templado del azucar modificado o un método similar.

Preferiblemente donde la matriz tridimensional tiene unas dimensiones de entre 7-15
mm de diametro, y de espesor de entre 1.5-2 mm. Este tamano de espesor es suficiente
para la retencion de los reactivos y los analitos estudiados. Un espesor menor dotaria
al material de una menor robustez y se llegaria a la rotura de este mucho antes. Ademas,
no cargaria de forma 6ptima los reactivos en él provocando que la sensibilidad de los

ensayos disminuyera.

Se define “porosidad” segun la invencion como la fraccién volumétrica de poros que
posee el material, pudiendo situarse tanto en la superficie de la esponja como en su
interior. La técnica utilizada para medir el % de porosidad (en volumen) en esta
invencién ha sido la microscopia 6ptica (con el uso de un equipo Nikon ECLIPSE E200,
con el uso de una lente de 10 aumentos, junto con el calculo del peso la esponja cargada
y sin cargar de reactivo en disolucion, como se especifica en la ecuacion 1 que se
muestra a continuacién). Si bien también podrian utilizarse otras técnicas para medir la
porosidad tales como la microscopia electronica de barrido (SEM) o la microscopia

electronica de transmision (TEM).

Se define el “tamafio de poro” segun la invencién como distribucion geométrica de los
poros en el material, definiéndose en esta invenciéon “macroporos” como aquellos poros
que tienen anchuras mayores a 50 nm. La técnica utilizada para medir el tamafo de
poro en esta invencién ha sido la microscopia éptica (con el uso de un equipo Nikon
ECLIPSE E200, con el uso de una lente de 10 aumentos, ademas del calculo que se

especifica en la ecuacién 2). Si bien también podrian utilizarse otras técnicas para medir

5
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la porosidad tales como la microscopia electronica de barrido (SEM) o la microscopia
electrénica de transmisién (TEM).
Tanto la porosidad como el tamafio de poro han sido calculadas a partir de las

ecuaciones 1y 2.

Peso esponja cargada—peso esponja sin cargar

Porosidad = x 100 (1)

Peso esponja cargada

Tamaio de poro = \/tamaﬁo de poro horizontal x tamafio de poro vertical (2)

En la presente invencién “el método de templado del azicar” consiste en la formacion
de una mezcla entre azucar y la sintesis que contiene PDMS, de manera que al gelificar
toda esta mezcla y, posteriormente, eliminar el azucar de ella, se formen poros en el

material que le confieran una morfologia de esponja.

El material resultante Z@QTEOS@PDMS, presenta una elevada porosidad que permite
la absorcion de reactivos muy diversos. De hecho, su porosidad esta comprendida entre
un 55-80% en volumen respecto al volumen total de la matriz tridimensional porosa,
preferiblemente una porosidad del 60-75%, aun mas preferiblemente del 66+6%. Esto
le otorga una elevada porosidad, un peso muy ligero, una baja densidad, y una elevada
elasticidad. Todas estas caracteristicas derivadas de la porosidad del material son
ademas Uutiles para el uso de este material como sensor para la deteccion y/o

determinacion de analitos.

Los tamanos de dichos poros se encuentran comprendidos entre 20-360 um,
preferiblemente 85-295 ym, aun mas preferiblemente 200 um. Se observado que estos
tamanos de poro 85-295 um, optimizan tanto la cantidad como la distribucion
homogénea del reactivo a retener y/o liberar, con ello optimizando la detecciéon y/o

determinacion de analitos.

La matriz tridimensional porosa Z@QTEOS@PDMS segun la invencion puede presentar
cualquier geometria o tamano, si bien preferiblemente su tamafio esta comprendido
entre 7-15 mm de diametro, y/o 1,5-2 mm de espesor. Este tamafo a nivel milimétrico
se puede medir mediante diferentes técnicas, por ejemplo, mediante un pie de rey de

hasta 0.05 mm de precision o una regla milimétrica.

6
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Dependiendo del uso que se le quiera dar a la esponja (liberacién de reactivos o captura
del analito en ella) se puede modificar el tamafio de la esponja, optimizando su uso para
obtener los mejores limites de deteccién y cuantificacion posibles. Por ejemplo, en lo
que confiere a la liberacion de reactivos, dependiendo del volumen de disolucidn que se
pretenda analizar seria suficiente con la cantidad de reactivo embebida en un tamafo
de esponja u otro. En los casos estudiados, un tamafio de esponja de 7 mm de didmetro
es suficiente para analizar al menos 2 mL de disolucion. Si se pretende analizar

volumenes mayores, es posible que el tamano de la esponja debiera ser mayor.

El PDMS provee a la matriz tridimensional Z@QTEOS@PDMS de elevada elasticidad y
maleabilidad, elevada estabilidad quimica y térmica, biocompatibilidad, resistencia
quimica, nula toxicidad y transparencia, ademas de una elevada permeabilidad a gases,

vapores y liquidos.

Ademas, la combinacion de los 3 componentes de la matriz tridimensional de la
invencién (PDMS, TEOS, y zeolita) en la matrizZQ@TEOS@PDMS, provee una serie de

ventajas que se mencionan a continuacion:

La adiciéon de tetraetilortosilicato (TEOS) otorga cierto caracter hidrofilico a la matriz
polimérica de PDMS que es inherentemente hidrofébica. Con la adicion de TEOS se
consigue facilitar la dispersion de la zeolita en la esponja, mejorando la distribucién del
tamano de los poros de la matriz porosa; y con ello la carga de los reactivos sensores
en la esponja Z@TEOS@PDMS de forma mas homogénea, evitando la pérdida de
reactivo. También se consigue mejorar las propiedades mecanicas de la matriz
Z@TEOS@PDMS, y reducir el tiempo de gelacion, es decir el tiempo que se tarda en
obtener la matriz sélida de Z@TEOS@PDMS con el azucar a partir de la mezcla en
forma liquida de los compuestos que confieren la misma, mediante el método de sintesis

que se explicara mas adelante.

La zeolita es un aluminosilicato cristalino, con una estructura porosa con canales vy
cavidades de dimensiones moleculares y con interconexiones bien definidas, que

permiten la transferencia de moléculas hacia su interior.

Al afadirse la zeolita conjuntamente al polimero PDMS, se consigue una transferencia
7
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de dichas moléculas (reactivo) también hacia el interior de la matriz tridimensional
Z@TEOS@PDMS, especialmente si las particulas de zeolita estdn homogéneamente
dispersadas en la matriz (lo cual es a su vez promovido por la presencia de TEOS como
se ha indicado arriba), facilitando asi la retencién y liberacion de dichas moléculas por

parte de la matriz tridimensional.

Ademas, la adicion de zeolita en el Z@QTEOS@PDMS también permite que el reactivo
utilizado se retenga/embeba y se disperse mas homogéneamente en la esponja,
evitando en mayor medida la pérdida del reactivo una vez se ha cargado en el interior
de la matriz (pudiéndose cargar por ejemplo por inmersién la esponja en una disolucion

que comprende el reactivo o reactivos).

Por otro lado, la adicion de zeolita provee propiedades a la matriz Z@TEOS@PDMS
tales como capacidad de adsorcidn e intercambio idnico, lo que mejora la interacciéon de
la matriz con moléculas tales como reactivos sensores y analitos. Al dotar la matriz con
zeolita, se consigue ademas una matriz Z@TEOS@PDMS con estructuras que mejoran

la capacidad de dicha matriz de retener y/o liberar diferentes reactivos.

Adicionalmente, la adicion de zeolita también mejora las propiedades mecanicas de la
matriz tridimensional Z@QTEOS@PDMS otorgandole robustez a la esponja, y
aumentando la sensibilidad de la matriz tridimensional Z@TEOS@PDMS como sensor

al incrementar su relacion superficie/volumen.

Ademas, la adicion de zeolita también favorece la sintesis de la matriz favoreciendo su
gelificacion (solidificacion del material tipo esponja Z@TEOS@PDMS tras sintetizarlo

partiendo de una mezcla liquida de sus componentes),

En resumen, se consigue una mejor distribucién en cuanto a homogeneidad y tamafio
de los poros de la matriz tridimensional porosa Z@QTEOS@PDMS sintetizada, asi como
en la carga y distribucion de reactivos sensores en la matriz, con la adicién de zeolita (y
TEOS) al PDMS.

En una realizacion preferida de este primer aspecto, la zeolita comprendida en la matriz
de la invencion tiene un tamano de particula menor de 20 um, segun especificaciones

del fabricante. Este tamafio de menos de 20 um ayuda a la mayor y mas homogénea
8
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dispersion de la zeolita en la matriz, conllevando una distribucion mas homogénea de

los reactivos retenidos en el material resultante ZQTEOS@PDMS.

En otra realizacion preferida de este primer aspecto, la zeolita comprendida en la matriz
de la invencién se encuentra en una concentraciéon de entre 0.5% y 1% en peso sobre
el peso de la mezcla de PDMS y TEOS. Con ello, se obtiene la ventaja de conseguir la
gelificacion del material, ya que sin la zeolita no se obtiene un material s6lido. Ademas,
permite una distribucion mas homogénea de los reactivos retenidos en el interior de la
esponja, proporcionando mejores respuestas en el analisis de analitos capturados en la
propia esponja o una mejor liberacion de estos reactivos hacia la disolucién problema.
Se ha observado que porcentajes menores a un 1% de zeolita dotan al material de
caracteristicas menos robustas, con menor espesor y mayor probabilidad de rotura,
disminuyendo su capacidad de retencion y/o liberacion de reactivos y analitos en su
interior. Por otra parte, se ha estudiado que el uso de un porcentaje mayor al 1% de

zeolita en la sintesis no presenta cambios estructurales con respecto al uso de 1%.

En otra realizacion preferida la zeolita tiene un tamafo de particula menor de 20 pm.

En otra realizacion preferida la zeolita se encuentra en una concentracién del 1% en

peso sobre el peso de la mezcla de PDMS y TEOS.

De hecho, en una realizacion preferida, la zeolita tiene un tamano de menos de 20 um
y se afade en una concentracion de 1% en peso sobre el peso de la mezcla de PDMS
y TEOS.

En otra realizacion preferida de este primer aspecto, el PDMS de la matriz de la
invencion esta en una concentracion comprendida entre 40-60% en peso respecto a la
cantidad de TEOS, preferiblemente el PDMS esta en una concentracion del 60% en
peso y el TEOS en una concentracion de un 40% en peso. Esto aporta a la matriz
tridimensional porosa Z@TEOS@PDMS una mayor robustez, asi como una mayor

capacidad de carga de la matriz con el reactivo sensor.

Por tanto, un ejemplo particular no limitativo de la invencion segun esta realizacion seria
la matriz tridimensional porosa que comprende un 60% de PDMS y un 40% de TEOS (y

un 1% de zeolita respecto al peso de la mezcla de PDMS y TEOS).
9
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En otra realizacion preferida de este primer aspecto, la matriz de la invencién tiene un
espesor de entre 1.5y 2 mm. De esta manera se garantiza una 6ptima retencion de los
reactivos para los ensayos estudiados en esta invencion. Con un espesor menor se
obtendria un material menos robusto y su capacidad de retencién de reactivos seria
menor. Por otra parte, para los ensayos estudiados en esta invenciéon no ha sido
necesario el uso de un material con un espesor mayor para obtener unos buenos

resultados.

En otra realizacion preferida de este primer aspecto, la matriz de la invencion tiene un
tamano de entre 7 mm y 15 mm de diametro, de esta manera se obtiene un tamafo de
esponja suficientemente pequeno (7 mm) para poder realizar ensayos con volumenes
de muestra reducidos (hasta 2 mL) en la liberacion de reactivos, o se obtienen unos
limites de deteccidon menores en el analisis en atmdsfera con un tamano de esponja

mayor (15 mm).

En otra realizacién preferida de este primer aspecto, la matriz no comprende imidazol

y/o imidazolato, y/o no comprende zeolitas con imidazol y/o imidazolato.

Un segundo aspecto de la invencién se refiere a un método de obtencién de la matriz
de la invencién que comprende las etapas de:

a) mezclar TEOS y zeolita;

b) ahadir PDMS a la mezcla del apartado a) en agitacién hasta obtener una mezcla
homogénea,;

c) afadir un agente de curado del PDMS a la mezcla del apartado b) en agitacién hasta
obtener una mezcla homogénea;

d) anadir azucar tamizado de tamafio entre 300 y 400 uym a la mezcla c) y homogeneizar
mediante agitacion;

e) verter la mezcla obtenida en el apartado d) en un molde y dejar gelificar, donde la
gelificacion se realiza preferiblemente mediante una etapa de calentamiento a 30-50 °C
durante 10-24 horas, preferiblemente a 40 °C, preferiblemente durante 12 horas.

f) extraer del molde y secar el sélido resultante, donde el secado se realiza
preferiblemente mediante una etapa de calentamiento a 70-90 °C durante 20-30
minutos, preferiblemente a 90 °C, preferiblemente durante 30 minutos; y

g) eliminar el azucar del soélido resultante, preferiblemente sumergiendo el sélido en
10
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agua en agitacion; con lo cual se consigue obtener la matriz tridimensional porosa
Z@TEOS@PDMS.

La adicién de azucar en la etapa d) provee la ventaja de que permite la gelificacion de
la sintesis de PDMS-TEOS-ZEOLITA con particulas de azucar (preferiblemente
granulado y tamizado), ya que al mezclar este durante la sintesis y dejar que gelifique,
las particulas de azucar quedan incrustadas durante la sintesis en el molde, con la forma
del molde, permitiendo la formacion de los poros en el material, y dotando asi a la matriz
resultante de morfologia de esponja cuando este azucar se elimina y que gelifique la
muestra con la nueva composicion de la invencion. El adicionar azucar granulado y
tamizado permite no solo la obtencién de esponjas con la forma del molde que se utilice
para la sintesis, sino ademas la obtenciéon de una distribucion mas homogénea de los
poros con tamanos en un rango aceptable para un buen rendimiento en la retencién y/o

liberacion de reactivos y analitos.

La gelificaciéon de la etapa e) permite obtener un material intermedio soélido, y puede
realizarse calentando entre 30-50 °C, durante un tiempo de entre 10-24 horas,
preferiblemente a 40 °C, preferiblemente durante 12 horas, lo que provee la ventaja de
que la gelificacion se realiza totalmente a una temperatura a la cual el material no se
degrada y en un tiempo minimo para que el disolvente, como TEOS, se evapore casi

totalmente y el material quede sélido y seco.

Gelificar segun la invencion se refiere a la obtencion de la mezcla de sintesis de PDMS
con las particulas de azucar en estado sélido mediante la aplicacion de calor, de al
menos una temperatura de entre 30-50 °C, preferiblemente 40°C, durante un tiempo de
entre 10-24 horas, preferiblemente 12 horas. Esta etapa es necesaria para la obtencion
de un sdlido al cual, posteriormente, se le eliminara el azucar para la obtencion de la
esponja. Si no se lleva a cabo esta etapa de gelificacion, no se obtiene un sélido, si no

que se obtiene una “pasta” con la que no se obtiene la estructura final de esponja.

El secado de la etapa f) tras extraer el material intermedio sélido del molde, provee la
ventaja de que se obtiene el material sélido seco o practicamente seco con la forma del
molde de la etapa e), forma que es estable tras el secado. Durante esta etapa se
consigue la eliminacion de cualquier componente liquido que quede en la sintesis, como

por ejemplo TEOS, que pudiera interferir negativamente en la formacién de la esponja
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durante la etapa de eliminacion del azucar, asegurando la obtencion de esta estructura
de esponja. Esta etapa se realiza preferentemente calentando entre 70-90 °C,
preferiblemente 90 °C durante 20-30 minutos, preferiblemente 30 minutos, lo que aporta
la ventaja de que se consigue eliminar cualquier resto de TEOS, que pudiera dificultar
la formacion de la esponja en la etapa de eliminacion del aziucar. Si el material no esta
totalmente seco cuando se inicia la etapa de eliminacién de azucar, la estructura de
esponja no se forma de manera correcta. Si se incorpora esta etapa de secado a una
temperatura de 90°C durante un tiempo de 30 minutos con el material fuera del molde,
de manera que todas las zonas de este estén en contacto con el calor de la estufa, el
material termina de secarse totalmente, eliminando cualquier liquido que pueda quedar
en el material que impida la formacién de la esponja en etapas posteriores. Ademas, se
realiza esta etapa durante un maximo de 30 minutos para evitar cualquier degradacion

del material.

La eliminacion del azucar de la etapa g) puede realizarse mediante..., si bien
preferiblemente se realiza sumergiendo el soélido en una disolucién acuosa, por ejemplo,
agua, lo que provee la ventaja de que es un disolvente no toéxico, con un punto de
ebullicién elevado que permite calentar sin que se evapore con facilidad y en el que el
azucar es altamente soluble, incluso a temperatura ambiente. Esta sumersién también
puede realizarse opcionalmente a una temperatura comprendida entre 40-50 °C,
preferiblemente a 50 °C, durante un tiempo comprendido entre 10-20 minutos,
preferiblemente 10 minutos. Con ello se facilita la eliminacion del azdcar por disolucion.
El solvente para disolver el azucar puede ser cualquier en el que este sea soluble,
realizando la disolucion para ello a la temperatura a la que dicho solvente disuelva el
azucar, siendo el disolvente preferiblemente agua. Esta etapa g) puede realizarse

cuantas veces sea necesario, por ejemplo 3 veces, hasta disolver totalmente el azucar.

El mezclado o agitacion segun la invencion comprende cualquier proceso conocido para
ello en el estado de la técnica, por ejemplo, mezclado mediante agitacion magnética o

mediante ultrasonidos.

La combinacion de todas estas etapas permite la generacion de la nueva matriz
tridimensional Z@QTEOS@PDMS con una alta porosidad y un tamafio de poro
controlable, que ademas es capaz de retener y/o liberar reactivos, por ejemplo, reactivos

sensores que hacen de la esponja Z@QTEOS@PDMS un sensor de alta rapidez y
12
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sensibilidad de sensado de analitos.

También cabe mencionar que la adicion de especies que comprenden imidazol o
imidazolato a la mezcla, a la hora de sintetizar las matrices Z@QTEOS@PDMS, presenta
problemas a la hora de gelificar el material de Z@TEOS@PDMS, por lo que
preferiblemente las zeolitas a anadir segun la invencion son zeolitas que no comprenden
imidazol ni imidazolato, por lo cual las zeolitas de imidazolato, por ejemplo las zeolitas
tipo ZIF tales como ZIF-67, son menos preferidas segun la invencién. Ademas, el
imidazol o imidazolato no son solubles en TEOS, por lo que no se disuelve bien la
mezcla y no se consigue una mezcla homogénea durante la sintesis de la matriz
Z@QTEOS@PDMS.

En una realizacion preferida el método de obtencion de la matriz Z@TEOS@PDMS no
comprende la adicion de imidazol y/o imidazolato, y/o no comprende la adicion de

zeolitas con imidazol y/o imidazolato, en ninguna de sus etapas.

En una realizacion preferida de este segundo aspecto, la zeolita tiene un tamafio de

particula menor de 20 ym.

En otra realizaciéon preferida de este segundo aspecto, la zeolita se afiade en una

concentracion de hasta el 1% en peso en peso en la mezcla resultante de la etapa a).

En otra realizacién preferida de este segundo aspecto, el PDMS se afiade en una
concentracion de un 40-60%, preferiblemente del 60% en peso, sobre el total de la

mezcla tras la etapa b).

En otra realizacién preferida de este segundo aspecto, el PDMS se prepara a partir de
dos componentes, una base seleccionada de entre elastomeros de silicona (como
polidimetilsiloxanos o poliviniimetilsiloxanos) y un agente de curado seleccionado de
entre agentes de curado aptos para curar dicho/s elastémero/s de silicona. Algunos
ejemplos no limitativos de dichos agentes de curado son catalizadores como octoato de
estano (STO) o dibutiltin dilaurato (DBT) como componente B, que se trata del agente
de curado estandar. Aun mas preferiblemente, el PDMS utilizado como matriz polimérica

se fabrica a partir de un kit de elastdmero de silicona Sylgard 184 que contiene la base
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como componente A, y el agente de curado como componente B. Preferiblemente, la

base y el agente de curado se mezclan en proporcién 10:1 en masa.

En la presente invencion se hace uso preferiblemente de polidimetilsiloxano (PDMS)
como elastomero de silicona, al ser un elastdmero reticulado de silicona hidrofébico que
proporciona estabilidad, es 6pticamente transparente, inerte, no inflamable y no es

toxico.

El orden de adicion para la formacion del polimero es homogeneizar la mezcla con
PDMS vy, una vez se obtiene la mezcla de sintesis homogénea, se adiciona un agente
curado para obtener el polimero. Si el PDMS se polimeriza antes de obtener la mezcla
de sintesis, se dificultaria la obtencién homogénea de este polimero con TEOS y zeolita,
y posteriormente con el azucar, lo que impediria una formacion de la esponja tal cual se

describe en esta invencion.

El azucar anadido en la etapa c) es preferiblemente un azucar tamizado previamente,
de forma que se puede controlar el tamano de particula y la distribucién del tamafo de
particula del azucar. Esto tiene un efecto sobre la matriz Z@QTEOS@PDMS resultante,
ya que permite controlar tanto el % de porosidad, asi como homogeneizar y/o controlar

el tamafio de poro.

En otra realizacion preferida de este segundo aspecto, el azucar anadido en la etapa
c), o bien tamizado o bien sin tamizar, tiene un tamafio de particula entre 200 y 600 pm.
De hecho, el uso de un tamafio de particula pequeno del azucar (en torno a 300 y 400
KJm) proporciona poros mas compactos y homogéneos entre si. Esto mejora la retencién
del reactivo en el interior de la esponja proporcionando una retencién del reactivo y una
deteccion y/o determinacion del analito mas homogénea y reproducible, ya sea para la
respuesta del reactivo sensor retenido en el propio dispositivo tipo esponja
Z@TEOS@PDMS, o para la posterior liberacion de dicho reactivo sensor al medio.
Dicha respuesta homogénea aumenta la reproducibilidad al fabricar diferentes esponjas
y retener distintos reactivos en ella, ya que asi cada esponja diferente retiene una
cantidad similar o idéntica de reactivo. De hecho, la mejor relacion entre la sensibilidad
y la reproducibilidad y homogeneidad de respuesta se obtiene con el uso de un tamafio
de particula de azucar tamizado de entre 300 y 400 um, lo cual permite obtener

porosidades elevadas de la esponja ZQ@TEOS@PDMS, por ejemplo una porosidad del
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66 + 6% en volumen respecto al volumen total de la esponja, porosidad calculada a
partir de la ecuacioén 1, lo que optimiza la homogeneidad y cantidad de reactivo retenido
por la esponja Z@QTEOS@PDMS, asi como la liberacién de reactivos de la esponja al
medio en su caso, con lo cual se mejora tanto la rapidez como la sensibilidad en la
deteccién y/o determinacion de analitos del medio a medir con la esponja
Z@QTEOS@PDMS. Por el contrario, sorprendentemente se ha observado que un
tamafio menor de particula del azucar (menor a 200 um) dificulta la sintesis de la
esponja ZQTEOS@PDMS, ya que el polvo de azucar como plantilla forma una pasta

que no favorece la formacion de esponja ya que forma masa sélida compacta.

En otra realizacion preferida de este segundo aspecto, el azucar afiadido en la etapa c)
tiene una relacién 7:3 en peso respecto al resto de componentes de la mezcla que
forman parte de la matriz tridimensional resultante tras la etapa g). Esta relacién 7:3
consigue que en la mezcla de sintesis (con azucar) no predomine de manera notable el
azucar frente a la sintesis de PDMS, consiguiéndose asi un equilibrio en las
proporciones. Si la proporcién de azucar es demasiado grande con respecto a la sintesis
de PDMS, esto impide que se forme una estructura robusta debido a que las particulas
de azucar no permiten una buena union del polimero entre si. Por otra parte, si la
cantidad de PDMS predomina de manera notable frente a las particulas de azicar
durante la sintesis, la formacion de poros es escasa, obteniéndose una masa sélida con

apenas porosidad.

El material o matriz de la invencion es util para ser usado como sensor para la deteccion
y/o determinacién de analitos, mediante la retencién y opcionalmente la liberacién de
reactivos previamente retenidos en el material Z@QTEOS@PDMS, en mayor cantidad y
de forma mas homogénea, lo que conjuntamente a su bajo peso, densidad, robustez, y
alta elasticidad, hace del Z@TEOS@PDMS un buen dispositivo portatil para retener
reactivos asi como para el andlisis y/o deteccion de analitos, por ejemplo en el punto de

necesidad.

Por tanto, un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a un sensor para detectar
y/o determinar analitos, que comprende la matriz de la invencién, y al menos un reactivo

sensor capaz de detectar y/o determinar un analito embebido en la matriz tridimensional.

Se entiende por “reactivo” o “reactivo sensor” segun la presente invencién cualquier
15



10

15

20

25

30

35

ES 3023 489 B2

compuesto capaz de interactuar o reaccionar con un analito, de forma que a partir de
dicha interaccion o reaccion es posible cuantificar y/o determinar la presencia y/o
concentracion de dicho analito. Preferiblemente se selecciona de entre 1,2-
naftoquinona-4-sulfonato (NQS), salicilato (SL), nitroprusiato (NP), sulfanilamida (SA),
N-(1-naftil)etilendiamina diclorohidratada (NEDD), ureasa, Fast Blue B (FBB), 4-amino
antipirina (4-AAP), y cualquiera de sus combinaciones. Mas preferiblemente, la
combinacion de dos o mas reactivos provee la ventaja de poder detectar y/o determinar
diferentes tipos de analitos en distintas concentraciones en un mismo medio y con el
mismo sensor. Algunos de estos reactivos presentan mayor estabilidad en ciertas
condiciones de almacenamiento, como por ejemplo la 4-amino antipirina o la ureasa que
presentan mayor estabilidad que el Fast Blue B que puede degradarse con mayor
facilidad. La invencion también contempla como reactivo cualquier compuesto que
reaccione formando una reaccion colorimétrica, como por ejemplo el compuesto Folin-

Ciocalteu (FC) para la determinacion de fenoles.

Ademas, las especies que comprenden grupos amino en su estructura, tales como el
imidazol o imidazolato, al tratarse de aminas secundarias, reaccionan con el reactivo
sensor NQS, perjudicando asi su funcién como reactivo sensor por ejemplo para
detectar amoniaco o amonio, de ello que su uso sea menos preferido segun la invencion.
Otra amina que también reacciona con el reactivo sensor perjudicando asi su funcion

sensora es la polidopamina (PDA), de ahi que su uso también sea menos preferido.

De hecho, la matriz tridimensional Z@QTEOS@PDMS, que combina TEOS y zeolita en
la matriz de PDMS, permite una rapida difusién, en tan solo unos segundos, tanto del
analito como del reactivo retenido/embebido en la matriz Z@TEOS@PDMS, o liberado
por la matriz ZQTEOS@PDMS. Por ello, al usarse esta matriz como sensor, ésta
presenta alta rapidez de sensado y sensibilidad a los analitos a detectar y/o determinar
en diferentes medios, por ejemplo, en disolucién acuosa. Esto le dota a la esponja
cargada con los reactivos de caracteristicas similares a las obtenidas cuando se utilizan
estos reactivos en disolucién, cosa que no ocurre con estos mismos reactivos
embebidos en otro tipo de sensores con matriz polimérica. Ademas, estos reactivos
embebidos en la esponja pueden ser estables bajo ciertas condiciones de
almacenamiento, como por ejemplo el almacenamiento a una temperatura de 4°C en el
caso de la ureasa o de -20°C en el caso de los demas reactivos estudiados en esta

invencion, lo que no es posible cuando se encuentran en disolucion ya que estos
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reactivos se degradan facilmente. De hecho, gracias a la combinacion de esos 3
compuestos, la matriz ZQ@TEOS@PDMS presenta una absorbancia (por ejemplo, al
amoniaco) altamente mejorada respecto a otros sensores de analitos del estado de la
técnica, como se observara a modo de ejemplo en la Figura 3 que se explicara mas

adelante.

Otra ventaja del uso de esta matriz porosa como sensor, es que al permitir tanto la
retencibn como la posterior liberacion de diferentes reactivos, permite una alta
adaptabilidad al uso de diferentes reactivos sensores para la deteccion/determinacion
de una alta cantidad de analitos en una gran variedad de medios. Ademas, indica que
es aplicable a un gran numero de reactivos colorimétricos sin importar el analito que

determinen, de qué estén compuestos ni el medio en el que se encuentran.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere a poner en contacto la matriz con
una disolucion que contenga los reactivos a ser retenidos/embedidos en la matriz. Mas
concretamente, el cuarto aspecto de la presente invencion se refiere a un método para
la obtencién de un sensor descrito segun el tercer aspecto de la presente invencion; que
comprende obtener una matriz segun las etapas (a) a (g) del método descrito segun el
segundo aspecto de la presente invencién, que incorpora adicionalmente las siguientes
etapas:

h) someter a inmersion la matriz tridimensional porosa obtenida en la etapa g) en una
disolucion de al menos un reactivo sensor, es decir, en una disolucién que contenga un
compuesto sensor para detectar el analito, de forma que dicho compuesto sensor se
incorpora a la matriz tridimensional o esponja;

i) eliminar el exceso de disolucién absorbido de la matriz tras su inmersion en el apartado
(h) mediante el uso de un material absorbente, preferiblemente mediante papel, tela de
algodon y/o gasas de algodon, mas preferiblemente papel, obteniendo asi el sensor con
el reactivo incorporado.

Esta etapa i) solo es necesaria para los sensores que van a captar el analito en su
interior, pero, sin embargo, no es necesaria para los sensores que liberan los reactivos
a la disolucién.

El material absorbente no se encuentra limitado, si bien este es preferiblemente papel,
AA, BB...

En una realizacién preferente del cuarto aspecto, la disolucién de la etapa (h)
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comprende al menos un reactivo seleccionado de entre 1,2-naftoquinona-4-sulfonato
(NQS), salicilato (SL), nitroprusiato (NP), sulfanilamida (SA), N-(1-naftil)etilendiamina
diclorohidratada (NEDD), ureasa, Fast Blue B (FBB), 4-amino antipirina (4-AAP), o

cualquiera de sus combinaciones.

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere al uso de la matriz de la invencion,

para la fabricacion de un sensor para detectar y/o determinar analitos.

Un sexto aspecto de la presente invencién se refiere al uso del sensor de la invencion

para la deteccion y/o determinacion de analitos.

En una realizacion preferida del uso del sensor de la invencion el analito se selecciona
de entre amonio, amoniaco, fenoles, urea, cannabidiol (CBD), &cido 3,5-

dihidroxihidrocinamico (DHCA), nitritos, nitratos, o sus combinaciones.

En otra realizacion preferida el analito se encuentra en medios gaseosos, medios sdlidos

o0 medios acuosos, preferiblemente matrices bioldgicas, aire y alimentos.

Un séptimo aspecto de la presente invencion es el método de estimacion de analitos en
medio gaseoso, acuoso o solido que comprende
I.  poner en contacto el sensor descrito anteriormente con el medio que comprende
el analito a detectar y/o determinar;
Il.  esperar un tiempo entre 5 y 80 minutos (dependiendo del ensayo); y

lll.  observar un cambio de color reactivo sensor embebido y/o de la disolucién.

De hecho, mediante el uso del sensor de la invencion, la presente invencién provee un
método simple, rapido y de bajo coste para la estimacion de diferentes analitos en
medios tales como atmésferas o medios acuosos, a partir de utilizar el material
Z@TEOS@PDMS con al menos un reactivo sensor embebido como sensor, mediante
la puesta en contacto del sensor (matriz porosa Z@TEOS@PDMS con el reactivo
sensor retenido/embebido) con el medio que comprende el analito a detectar y/o
determinar, y/o bien mediante la liberacion (opcionalmente, en su caso) de los reactivos
embebidos en la matriz Z@TEOS@PDMS hacia el medio, estando la matriz y el medio
en contacto. Con ello se consigue detectar y/o determinar analitos en el medio, por

ejemplo, mediante un cambio de color del material Z@TEOS@PDMS que comprende
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el reactivo sensor embebido, y/o un cambio de color de la disoluciéon en la que
opcionalmente se libera el reactivo sensor previamente embebido en la matriz
Z@TEOS@PDMS.

Mediante el sensor de la invencidn se pueden detectar y/o determinar una gran variedad
de analitos dependiendo del reactivo sensor utilizado, en diferentes concentraciones,

con alta sensibilidad y de manera rapida.

Se entiende por “analito” segun la invencidn cualquier compuesto quimico o biolégico
presente en un medio cuya presencia y concentracion en dicho medio es de interés
determinar, por ejemplo, mediante su interaccién o reaccién con el “reactivo sensor”.
Preferiblemente el analito se selecciona de entre amonio, amoniaco, fenoles, urea,
cannabidiol (CBD), acido 3,5-dihidroxihidrocinamico (DHCA), nitritos, nitratos, o sus
combinaciones. Ejemplos de algunos fenoles a determinar son el resorcinol o fenoles
acidos como el acido 3,4,5-trihidroxibenzoico. Los analitos a detectar pueden
encontrarse en cualquier tipo de medio; gaseosos, sélidos, liquidos como por ejemplo

acuosos, o sus combinaciones.

De hecho, en otra realizacion preferente el analito se encuentra en medios sélidos como
por ejemplo matrices biologicas, alimentos, suelos, vegetacion, etc.; medios liquidos
como por ejemplo soluciones o matrices acuosas, saliva, orina, bebidas alcohdlicas,
jugo de plantas y frutas, etc.; y medios gaseosos como por ejemplo aire, atmdsferas de
entornos animales o industriales, aliento, etc.; o sus combinaciones como por ejemplo

una matriz biolégica acuosa.

Los mencionados reactivos sensores retenidos en la matriz Z@TEOS@PDMS resultan
en un dispositivo sensor que es util por ejemplo para la estimacion de la presencia de
amoniaco (NHs) en atmdsferas, de amonio (NH4*) en saliva, de nitrito (NO2) y nitrato
(NO3) en aguas, de compuestos cannabinoides en plantas y drogas, de fenoles y
amonio en agua. La deteccién y/o determinacién de amonio, urea (CO(NH.);) y/o acido
3,5-dihidroxihidrocinamico (DHCA) puede realizarse en matrices biolégicas como saliva

y orina.

La deteccion y/o determinacion de amoniaco puede realizarse en atmdsferas o medios
de grandes volumenes, por ejemplo, los dedicados a la cria de ganado y otros animales

e industrias, asi como en atmdsferas o medios de voliumenes reducidos como alimentos
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o0 muestras liquidas en una atmadsfera confinada. Por otro lado, la determinacién de

amonio, fenoles, cannabidiol, nitrito y nitrato puede realizarse en muestras liquidas.

La deteccion y/o liberacion del analito con la esponja Z@TEOS@PDMS también puede
realizarse mediante la liberacion de los reactivos previamente embebidos/retenidos en
ella, por ejemplo mediante la liberacion de salicilato de sodio (SL) y nitroprusiato (NP)
para detectar amonio en disolucion, de amino antipirina (4-AAP) para detectar fenol (Ph)
o bisfenol-A (BPh-A), de ureasa junto con salicilato de sodio (SL) y nitroprusiato (NP)
para determinar urea y/o amonio en disolucién, de Fast Blue B (FBB) para detectar acido
3,5-dihidroxihidrocinamico (DHCA) y/o cannabidiol, de sulfanilamida (SA) y N-1-naftil-
etilendiamina diclorohidratado (NEDD) para determinar nitritos y nitratos, etc. Estos
reactivos se liberan a una disolucion problema que contiene los analitos a detectar y/o
determinar, disolucién donde se produce la reaccién con el reactivo, lo que permite
detectar en disolucion los diferentes analitos a partir de un cambio de color de la
disolucién detectado a simple vista en un analisis cualitativo, y que ademas puede ser
cuantificado a partir de diferentes métodos como espectrofotometria de reflectancia
difusa empleando un equipo del laboratorio, 0 métodos portatiles miniaturizados con el
empleo de un smartphone. Se trata de reactivos colorimétricos, y por tanto, la deteccion
del analito se determina a partir de un cambio de color en la disolucion o en el propio
sensor. La ventaja de la liberacion de los reactivos previamente embebidos en la
esponja es que al liberarse los reactivos, la esponja es capaz de volver a retener y
opcionalmente volver a liberar nuevos reactivos sensores de analitos, por lo que asi la
esponja Z@QTEOS@PDMS puede reutilizarse de nuevo, por ejemplo como sensor para
la deteccion y/o determinacion de nuevos analitos en nuevos medios tras cargarla con

nuevos reactivos sensores.

En una realizacion preferida del método de estimacion de analitos, la observacion del
cambio de coloracion de la etapa lll se lleva a cabo mediante medidas de absorbancia
en UV-Vis, reflectancia difusa, o mediante una app o un software, preferiblemente
SPECTROFREE.

La determinacién cuantitativa del analito a detectar y/o determinar presente en el medio
se puede llevar a cabo mediante medidas de absorbancia en UV-Vis, reflectancia difusa,
o mediante una app SPECTROFREE desarrollada por el grupo de investigacion de la

presente invencion a través de la imagen generada en el Smartphone. Los resultados
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muestran que estos dispositivos tipo esponja son reproducibles, eficientes en coste,
estables en el tiempo bajo condiciones de bajas temperaturas y, en el caso de los
ensayos en disolucion, reutilizables. Ademas, permiten una deteccion de los analitos
sencilla y rapida con la opcién de desarrollar el ensayo en el punto de necesidad, es
decir en el momento o situacién especifica en la que un individuo o entidad requiere o
desea un recurso, producto o servicio particular para cumplir un propdsito especifico o
abordar un problema o necesidad particular, como por ejemplo, analisis medio
ambientales de amoniaco, nitratos, nitritos y/o fenoles, entre otros, asi como ensayos
en matrices bioldégicas como amonio en la saliva, entre otros, que requieren de ensayos

in-situ, de manera rapida y simple.

En resumen, la capacidad de estas esponjas Z@TEOS@PDMS para retener y/o liberar
diferentes reactivos sensores de forma precisa y homogénea, hacen de ellas potenciales
dispositivos sensores de analitos que presentan una sensibilidad elevada, asi como un
tiempo de deteccion bajo en la deteccidn del analito de interés, como se puede observar
en la Tabla 2. Por ejemplo, se obtienen limites de deteccion tan pequefios como 0.01
mg NH4*/mL para la determinaciéon de amonio en saliva, de 0.01 ppm para la deteccion
de nitritos en agua 0 0.04 ppm en la determinacion de DHCA en orina. En cuanto a los
tiempos de analisis se trabaja en un rango de entre 80 y 5 minutos, que incluyen todo el
proceso de analisis de esos analitos, permitiendo tiempos tan bajos de 5 minutos como
por ejemplo en la determinacién de nitritos y nitratos en agua, de DHCA en orina o de

CBD en agua.

Un octavo aspecto de la invencién es un programa de ordenador adaptado para poner

en practica el método de deteccion y/o determinacion de analitos descrito anteriormente.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende

que sean limitativos de la presente invencion.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Para complementar la descripcion y con objeto de ayudar a una mejor comprension de
las caracteristicas de la invencion, de acuerdo con ejemplos preferentes de realizacion,
se acompana como parte integrante de dicha descripcion, unas figuras en donde con

caracter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo siguiente:

Figura 1.- Muestra los moldes para el disefio del material base absorbente y las distintas
esponjas obtenidas Z@TEOS@PDMS. El molde pequefio es para la obtencion de
esponjas de 7 mm de diametro, mientras que el molde grande es para la obtencion de
esponjas de 15 mm de diametro. También se muestra el proceso de sintesis segun las
etapas e) correspondiente al calentamiento en estufa de 12 horas a 40°C, f)
correspondiente al calentamiento en estufa de 30 minutos a 90°C, y g) correspondiente
a la etapa de eliminacién del azucar. El grafico que se muestra se realizé mediante
espectrometria UV/Vis, donde se determiné la absorbancia de la sacarosa en el agua
durante la etapa de eliminacién del azucar (etapa g). Se muestra la absorbancia de la
sacarosa en las tres etapas de eliminacién de azucar a una longitud de onda de 270 nm,
donde se observa como en la segunda y la tercera etapa ya no se obtiene sefial de
absorbancia a dicha longitud de onda, por tanto, se consigue eliminar el azucar casi en

su totalidad.

Figura 2.- Muestra imagenes obtenidas por microscopia oéptica de esponjas
Z@TEOS@PDMS sin cargar que se encuentra en la primera fila, esponjas cargadas
Z@TEOS@PDMS@NQS que se observan en la segunda fila de color gris mas claro
siendo amarillentas en la imagen en color original, y en la tercera fila sus respuestas
colorimétricas a 34.8 mg NH3s/m? (50 ppmv) de amoniaco con una coloracion gris mas
oscuro siendo amarronadas en la coloracion original, con proporciones de 40:60 y 60:40
de PDMS-TEOS en eso, con zeolita, y utilizando un tamafo de azucar de 300-400 pm
formar la plantilla previa sobre la que se vierte la mezcla de PDMS, TEOQOS, y zeolita;

plantilla de azucar que posteriormente se elimina mediante su disolucién.

Figura 3.- Muestra la respuesta de otros sensores PDMS-TEOS-NQS-NPsSIO; vy
PDMS-TEOS-NQS-IL-NPsSiO, con formulaciones de patentes anteriores, en
comparacion con el sensor Z@QTEOS@PDMS@NQS de la presente invencién con un
tamano de azucar en su sintesis de entre 300—400 um y una proporcién de 60:40 PDMS-
TEOS. Ensayo realizado en la botella de dilucion estatica de 2L durante 20 minutos con

una concentracion de amoniaco de 34.8mg/m3, equivalente a 50ppmv.
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Figura 4.- Muestra espectros de reflectancia difusa obtenidos para las esponjas
Z@TEOS@PDMS@NQS de : A) a diferentes concentraciones de amoniaco (0 — 34.8
mg/m3, equivalente a 0 — 50ppmv) en la botella de dilucion estatica de 2 L durante 20
minutos; de: B) y C) su estabilidad con el tiempo de conservacién en congelador, de
manera que se observa como el sensor es estable bajo estas condiciones de
almacenamiento al presentar una absorbancia similar para una misma concentracion al
cabo de al menos dos meses, a) correspondiente al mismo dia, b) una semana, €) un
mes, f) un mes y medio, g) dos meses; y de: D) de esponjas Z@QTEOS@PDMS@NQS
de 7 mm de diametro en la botella de dilucion estatica durante 10 minutos. Las figuras
Ay D representan el aumento de la absorbancia con el aumento de la concentracion de
NHs.

Figura 5.- Muestra los espectros de reflectancia difusa obtenidos para las esponjas
Z@TEOS@PDMS@NQS de 7 mm de diametro a: A) a diferentes concentraciones de
amoniaco (0 — 417 mg/m3, equivalente a 0 — 0.22 mg/mL de muestra de saliva) en una
bolsa de 50 mL, durante 10 minutos; B) su estabilidad con el tiempo de conservacion en
congelador, a) correspondiente al mismo dia, b) una semana, c) dos semanas, d) tres
semanas, €) un mes, f) un mes y medio, g) dos meses; y C) a diferentes concentraciones

de amonio (0 — 20ppm) en la placa de 24 pocillos durante 60 minutos.

Figura 6.- Muestra los resultados obtenidos con la aplicacion software
“SPECTROFREE", para la esponja Z@QTEOS@PDMS@NQS de 15 mm (A) ylade 7
mm (B) para una muestra. En esta aplicacidén se observa como con tan solo un blanco
y un patrén se puede obtener la concentracion de la muestra. “Blank Avg” es la medida
del blanco en las tres coordenadas de color rojo (R), verde (G) y azul (B). “Std Avg” es
la medida del patrén en cada una de las tres coordenadas. “Spl/ Avg” es la medida de la
muestra en cada una de las tres coordenadas. “K” es la pendiente obtenida a partir de
la concentracion conocida del patron para cada coordenada restando el blanco
(R=KRrCstd.; G=KsCstq; B= KgCstq “C Sample”es la concentracion de la muestra estimada
a partir de la K del patron para cada coordenada y las medidas de las coordenadas R,
G y B después de restar el blanco. Si se observa las dos imagenes superiores se
concluye que la muestra tiene una concentracion de 14.98 mg NHis/m3, tal y como se
indica en “C Sample” del color rojo correspondiente, obtenida a partir de un blanco y un

patrén de 14 mg NHs/m3. En las dos imagenes inferiores se obtiene la concentracion de
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la muestra de 0.16 mg NH4*/mL, correspondiente a “C Sample” de la coordenada de

color rojo, a partir de un blanco y un patrén de 0.147 mg NH4*/mL.

Figura 7.- Muestra espectros de UV-Vis obtenidos para las esponjas A)
Z@QTEOS@PDMS@SL@NP de 7 mm de diametro a diferentes concentraciones de
amonio  (0-1 ppm) en un eppendorf durante 10 minutos; B)
Z@TEOS@PDMS@SA@NEDD de 7 mm de diametro a diferentes concentraciones de
nitritos  (0-1.25 ppm) en un eppendorf durante 5 minutos; C)
Z@QTEOS@PDMS@PDMS@SA@NEDD de 7 mm de diametro a diferentes
concentraciones de nitratos (0 — 25 ppm) reducidas a nitrito con nanoparticulas de zinc
(ZnNPs) en un eppendorf durante 5 minutos; D) Espectros de reflectancia difusa
obtenidos para las esponjas Z@TEOS@PDMS@NQS de 7 mm de diametro a diferentes
concentraciones de amonio (0 — 2.3 ppm) obtenida a partir de la hidrdlisis de la urea y
determinado en la placa de 24 pocillos durante 60 minutos y E) Espectros de UV-Vis
obtenidos para las esponjas Z@QTEOS@PDMS@SL@NP de 7 mm de diametro a
diferentes concentraciones de amonio (0 — 0.26 ppm) obtenido a partir de la hidrdlisis

de la urea y determinado en un eppendorf durante 10 minutos.

Figura 8.- Muestra espectros de UV-Vis obtenidos para las esponjas
Z@QTEOS@PDMS@FBB de 7 mm de diametro a diferentes concentraciones de A)
DHCA (0 — 2ppm) y de B) CBD (0 — 20ppm), ambos A) y B) determinados en un
eppendorf durante 5 minutos; y de esponjas ZQTEOS@PDMS@AAP a diferentes
concentraciones de C) fenol (0 — 2 ppm) y D) bisfenol A (0 — 5 ppm), ambos C) y D)

determinados en un eppendorf durante 10 minutos.

Figura 9.- Muestra los resultados obtenidos con la aplicaciéon SPECTROFREE para la
esponja Z@QTEOS@PDMS@AAP de 7 mm, para dos muestras A) y B) que comprenden
una disolucién acuosa de fenol de 0.5 ppm y 1ppm respectivamente. “Blank Avg” es la
medida del blanco en las tres coordenadas de color rojo (R), verde (G) y azul (B). “Std
Avg” es la medida del patrén en las tres coordenadas. “Spl/ Avg” es la medida de la
muestra en las tres coordenadas. “K” es la pendiente obtenida a partir de la
concentracion conocida del patréon. “C Sample” es la concentracion de la muestra
obtenida a partir de la del patrén. Si se observa las dos imagenes superiores se concluye
que la muestra tiene una concentracién de 0.54 ppm de fenol, tal y como se indica en

“C Sample” del color verde correspondiente, obtenida a partir de un blanco y un patrén
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de0.5 ppm de fenol. En las dos imagenes inferiores se obtiene la concentracién de la
muestra de 0.98 ppm de fenol, correspondiente a “C Sample” de la coordenada de color
verde, a partir de un blanco y un patrén de 1 ppm de fenol.

EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

1. Procedimientos experimentales
1.1. Reactivos

Elastomero Base (PDMS) (Sylgard 184); tetraetilortosilicato (TEOS) (Sigma Aldrich);
zeolita (Sigma Aldrich); 1 ,2-naftoquinona-4-sulfonato (NQS) (Sigma Aldrich); cloruro de
amonio (NH4Cl) (Probus); disolucion de NaOH 2M (VWR Chemicals); disolucién tampén
de bicarbonato 2M pH = 11.3 (Merk Eurolab), sulfanilamida (SA) (Guinama); N-1-naftil-
etilendiamina diclorohidratado (NEDD) (Fluka); nanoparticulas de zinc (NPsZn) (Sigma
Aldrich); nitrito de sodio (Merk Eurolab); nitrato de potasio (Merk Eurolab); disolucién de
acido citrico 330mM (VWR Prolabo); etanol (VWR Chemicals); salicilato de sodio (SL)
(Sigma Aldrich); nitroprusiato de sodio (NP) (Probus); disolucion de NaOH 1M — 0.6%
NaOCI (VWR Chemicals); disolucion tampoén fosfato 0.2M pH = 7.2 (PanReac); urea
(VWR Chemicals); ureasa (Sigma Aldrich); Fast Blue B (FBB) (Sigma Aldrich);
cannabidiol (CBD) (Sigma Aldrich); acido 3,5-dihidroxihidrocinamico (DHCA) (Sigma
Aldrich); 4-amino aintipirina (4-AAP) (Sigma Aldrich); ferrocianuro de potasio
(KsFe(CN)s) (Probus); fenol (Ph) (Sigma Aldrich); bisfenol A (BPh-A) (Sigma Aldrich).

1.2. Instrumentacion
Espectrofotometro Cary 60 UV-Vis, con accesorio de video “VideoBarrelino” y fibra
optica refractaria diferencial: registros de espectros de reflectancia en el rango 200-
1000 nm; estufa (Pol-Eko Aparatura); Ultrasonic Cleaner (LBX instruments); agitador

termostatico de microplaca DTS-2 (EImi); smartphone Redmi Note 8.

1.3. Disefio de los sensores
La Figura 1 muestra el esquema de sintesis de las esponjas Z@QTEOS@PDMS. Se
realiza en base al método de templado del azucar para la formacién de esponjas con

modificaciones. Primero se mezcla la zeolita (0.038g x) con tetraetilortosilicato (TEOS,
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1.4g x) y se forma una dispersion en ultrasonidos durante unos segundos. A
continuacion, se adiciona la matriz polimérica de polidimetilsiloxano (PDMS, 2g x) y se
agita durante 45 — 60 minutos, dependiendo de la viscosidad de la sintesis. Se adiciona
el agente curado (0.2g x) y se homogeneiza durante 15 minutos. Se afiade azucar
tamizado de un tamano de particula entre 400 y 300um en una proporcion 3:7

(sintesis:azucar) con respecto a la masa de sintesis (3.438g).

Si se trata de la esponja de mayor tamafio, en un molde (una placa de 8 pocillos) se
pesan 0.4g de la mezcla (Figura 1). Cuando se sintetiza la esponja de menor tamafrio,
en otro molde (una placa de hasta 25 pocillos) se pesan 0.12g de la mezcla. En ambos
casos se deja gelificar durante 12 horas en estufa a 40°C, se desmolda y se seca en
estufa 30 minutos a 90°C. Por cada gramo pesado de sintesis, se obtienen entre 7y 8

esponjas grandes y hasta 30 pequenas.

A continuacién, para eliminar el azucar se afnaden 2mL de agua en cada uno de los 24
pocillos de una placa y se agita a 50°C durante 10 minutos, realizando este paso hasta
3 veces con cada esponja. Se obtienen esponjas Z@TEOS@PDMS de 15 mm de

diametro y esponjas de 7 mm de diametro, ambas con un espesor de entre 1.5-2 mm.

Para obtener las esponjas Z@QTEOS@PDMS@NQS con el reactivo sensor retenido en
ellas, se sumergen 5 grandes o0 12 pequefias en una disolucion acuosa de 10000ppm
de NQS durante unos 30 minutos. A continuacion, se secan cuidadosamente con un
papel para eliminar el exceso de disolucién en la esponja y se conservan a una

temperatura de -20°C hasta su uso.

Para obtener las esponjas Z@QTEOS@PDMS@SL@NP se sumergen en una disolucion
en etanol-agua 50:50 de 10000ppm de salicilato (SL) y 5000ppm de nitroprusiato (NP)

durante 30 minutos y se conservan a una temperatura de -20°C hasta su uso.

En el caso de las esponjas ZQTEOS@PDMS@SA@NEDD se realiza inmersion de las
esponjas durante 30 minutos en una disolucion de etanol-agua 50:50 de 15000ppm de
sulfanilamida (SA) y 5000ppm de N-1-naftil-etilendiamina diclorohidratado (NEDD) y se
conservan a una temperatura de -20°C hasta su uso. Para obtener esponjas
Z@QTEOS@PDMS@U se sumergen en una disolucion de 8000ppm de ureasa en

tampén fosfato 0.2M y pH = 7.2 durante 30 minutos y se conservan a una temperatura
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de 3°C hasta su uso.

En el caso de la obtencién de ZQTEOS@PDMS@FBB las esponjas se sumergen en
una disolucion de 2500ppm de Fast Blue B (FBB) en agua durante 30 minutos y se
conservan a una temperatura de -20°C; y para obtener Z@QTEOS@PDMS@AAP las
esponjas se sumergen durante 30 minutos en una disolucion acuosa de 10000ppm del
reactivo 4-amino antipirina (4-AAP) y se conservan a una temperatura de -20°C hasta

Su uso.

1.4 Determinacion de amoniaco en atmésfera Z@QTEOS@PDMS@NQS
1.4.1 Generacién de patrones
Para la preparacion de patrones de amoniaco se emplearon botellas de dilucion estatica
de 2L. Se anadié una concentracion conocida de amonio en agua (100uL) y a
continuacion un volumen de NaOH (200uL) para la completa volatilizacion del amonio

en amoniaco.

1.4.2 Respuesta de la esponja
La medida de la respuesta se realizé con dos tamanos de esponja diferentes. Se
empled la botella de dilucion estatica con la esponja suspendida. En la atmodsfera
confinada se introdujo una disolucion de NH4* con disolucion basificadora para generar
NHs. Se han estudiado concentraciones de NH; de 3.5, 7, 10.4, 14, 24.3 y 34.8 mg/m?3,
correspondientes a 5, 10, 15, 20, 35 y 50 ppmv de NH3 respectivamente, para la botella

de dilucién estatica de 2L de volumen de aire.

1.5 Determinacion de amonio en saliva Z@QTEOS@PDMS@NQS
1.5.1 Generacion de patrones
Para la preparacion de patrones de amoniaco se emplearon bolsas selladas
herméticamente con la esponja adherida a la pared. Se afadié una concentracion
conocida de amonio en agua (100uL) y a continuaciéon tampén bicarbonato (100uL),
para volumenes de aire de 50mL en bolsa, con el fin de conseguir la completa

volatilizacién del amonio en amoniaco.

1.5.2 Respuesta de la esponja
La medida de la respuesta se realizé en una bolsa sellada con la esponja adherida a

una de las paredes. En la atmésfera confinada se introdujo una disolucién de NH4* con
27



10

15

20

25

30

35

ES 3023 489 B2

disolucion basificadora para generar NHs. Se han estudiado concentraciones de 0.018,
0.037, 0.074, 0.147 y 0.221 mgNH4*/mL de muestra de saliva, correspondientes a 34.8,
70, 139, 278 y 417 mg/m3 de aire, y 50, 100, 200, 400 y 600 ppmv de NHs;

respectivamente, para la bolsa sellada de 50mL de volumen de aire.

1.6 Determinacion de amonio en medios acuosos Z@QTEOS@PDMS@NQS
1.6.1  Generacion de patrones
Para la preparaciéon de patrones de amonio se emplearon placas de 24 pocillos de 2mL
de volumen. Se afadio una concentracion conocida de amonio en agua y a continuacion
un volumen de NaOH (200uL) hasta un volumen de 1mL en cada pocillo completamente

sellado, con el fin de conseguir la completa volatilizacién del amonio en amoniaco.

1.6.2 Respuesta de la esponja
La medida de la respuesta se realizé con la esponja adherida a la tapa de la placa de
24 pocillos completamente sellada. Para generar la atmésfera de amoniaco se introdujo
una disolucion basificadora de NaOH junto con los patrones de NH4*. Se han estudiado

concentraciones de NHs* de 0.5, 1, 2, 5, 10 y 20ppm.

1.7 Determinacion de amonio en medios acuosos Z@TEOS@PDMS@SL@NP
1.7.1 Generacién de patrones
Para la preparacién de patrones de amonio se emplearon tubos Eppendorf. Se afiadio
una concentracién conocida de amonio en agua, la esponja cargada con los reactivos,
y a continuacion un volumen de NaOH 1M — 0.6% NaOCI (40uL) para la formacién del

indofenol.

1.7.2 Respuesta de la esponja
Para la medida de la respuesta se han estudiado concentraciones de NH4* de 0.1, 0.2,

0.4, 0.5y 1 ppm en un volumen total de 1mL de disolucién.

1.8 Determinacion de nitritos y nitratos en medios acuosos
Z@QTEOS@PDMS@SA@NEDD

1.8.1 Generacion de patrones
Para la preparacion de patrones de nitritos se emplearon tubos Eppendorf. Se afiadio

una concentracion conocida de NO2 en agua, la esponja cargada con los reactivos y a
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continuacion un volumen de acido citrico 330mM (500uL) para la formaciéon del

cromoforo que produce el cambio de color.

Para la preparacién de patrones de nitratos se emplearon tubos Eppendorf. Se afadio
una concentracion conocida de NOs; en agua junto con nanoparticulas de zinc
inmovilizadas en nylon mediante filtracion para su reduccién a nitritos, se afiadio la
esponja cargada con los reactivos correspondientes, y a continuaciéon un volumen de
acido citrico 330mM (500uL) para la formacion del cromoforo que produce el cambio

de color.

1.8.2 Respuesta de la esponja
Para la medida de la respuesta se han estudiado concentraciones de NO; de 0.025,
0.05, 0.25, 0.5 y 1.25 ppm en un volumen total de 2mL y concentraciones de NOs de
1.5, 3, 5,10, 15, 20 y 25 ppm en un volumen total de 2mL.

1.9 Determinacion de wurea en orina mediante Z@TEOS@PDMS@U vy
Z@QTEOS@PDMS@NQS

1.9.1 Generacién de patrones
Para la hidrdlisis de urea en amonio se introduce una esponja cargada con ureasa en
un tubo Eppendorf con 12.5 y 15ppm de urea en tampén fosfato 0.2My pH =7.2 y se

deja incubar durante 20 minutos en un bafio de agua a 37°C.

Para la preparaciéon de patrones de amonio se emplearon placas de 24 pocillos de 2mL
de volumen. Se anadié una concentracion teérica de amonio a partir de la hidrélisis de
la urea con la ureasa y a continuacion un volumen de NaOH (200pL) hasta un volumen
de 1mL con agua en cada pocillo completamente sellado, con el fin de conseguir la

completa volatilizaciéon del amonio en amoniaco.

1.9.2 Respuesta de la esponja
La medida de la respuesta se realizé con la esponja adherida a la tapa de la placa de
24 pocillos completamente sellada. Para generar la atmésfera de amoniaco se introdujo
una disolucion basificadora de NaOH junto con los patrones de NH4*. Se ha estudiado

la hidrdlisis de 12.5y 15 ppm de urea con la esponja de ureasa obteniendo, de manera
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tedrica, 0.75, 1.90, 3.75 y 7.43 ppm de amonio a partir de los cuales se obtiene un

rendimiento de hidroélisis.

1.10 Determinacion de urea en orina mediante Z@TEOS@PDMS@U y
Z@QTEOS@PDMS@SL@NP
1.10.1 Generacién de patrones
Para la hidrolisis de urea en amonio se introduce una esponja cargada con ureasa en
un tubo Eppendorf con 5y 15 ppm de urea en tampén fosfato 0.2My pH = 7.2, y se deja

incubar durante 20 minutos en un bafio de agua a 37°C.

Para la preparacion de patrones de amonio se emplearon tubos Eppendorf. Se afiadio
una concentracion teérica de amonio a partir de la hidrélisis de la urea catalizada por la
ureasa anteriormente y a continuacién un volumen de NaOH 1M — 1% NaOCI (300uL)

para la formacion del indofenol.

1.10.2 Respuesta de la esponja
Para la medida de la respuesta se ha estudiado la hidrdlisis de 5y 15 ppm de urea con
la esponja de ureasa obteniendo, de manera tedrica, 0.05, 0.09, 0.23 y 0.35 ppm de

amonio a partir de los cuales se obtiene un rendimiento de hidrolisis.

1.11 Determinacion de cannabidiol (CBD) mediante Z@QTEOS@PDMS@FBB

1.11.1 Generacién de patrones
Para la preparacion de patrones de CBD se emplearon tubos Eppendorf. Se afadié una
concentracion conocida de CBD en agua y la esponja cargada con el reactivo para la

formacion del cromoforo que produce el cambio de color.

1.11.2 Respuesta de la esponja
Para la medida de la respuesta se han estudiado concentraciones de CBD de 2, 5, 10,

15y 20ppm en un volumen total de 1mL de disolucion.

1.12 Determinacion de acido 3,5-dihidroxihidrocinamico (DHCA) en orina mediante
Z@TEOS@PDMS@FBB

1.12.1 Generacién de patrones
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Para la preparacion de patrones de DHCA se emplearon tubos Eppendorf. Se afiadio
una concentracion conocida de DHCA en etanol y la esponja cargada con el reactivo

para la formacién del croméforo que produce el cambio de color.

1.12.2 Respuesta de la esponja
Para la medida de la respuesta se han estudiado concentraciones de DHCA de 0.05,

0.1, 0.5, 1y 2 ppm en un volumen total de 1 mL de disolucién.

1.13 Determinacion de fenoles en matrices acuosas mediante
Z@TEOS@PDMS@AAP

1.13.1 Generacion de patrones
Para la preparacion de patrones de los fenoles estudiados se emplearon tubos
Eppendorf. Se afnadié una concentracion conocida de fenol en agua, un volumen de
tampén fosfato 0.5M pH = 8 (50 uL) y la esponja cargada con el reactivo. para la
formacion del complejo que produce el cambio de color se adiciond un volumen de
KsFe(CN)s al 15% en agua (50 pL).

1.13.2 Respuesta de la esponja
Para la medida de la respuesta se han estudiado concentraciones de fenol de entre
0.05 y 2 ppm, y de bisfenol A de entre 0.05 y 5 ppm en un volumen total de 2 mL de

disolucion,

2. Resultados

En este ejemplo se evalud el uso de membranas poliméricas tridimensionales en forma
de esponja dopadas con diferentes reactivos de manera que permiten la retencion y/o
liberacion de estos para la estimacion de NH3; en atmadsferas, NH4*, urea, fenoles, CBD,
DHCA, NO2 y NO3s en medios acuosos y matrices bioldgicas. La matriz polimérica esta
compuesta por PDMS, TEOS y zeolita y después de la eliminacion de la plantilla de

azucar se carga el reactivo por inmersion.

2.1 Estudio de la eliminacién del azucar en las esponjas
En la Figura 1 se muestra los espectros de sacarosa en el proceso de eliminacién del

azucar de las esponjas observando la absorbancia a una longitud de onda de 270nm.
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En el primer ciclo de 10 minutos, espectro correspondiente a la linea continua se elimina
la mayoria del azucar presente en el dispositivo, obteniendo una respuesta mas baja
en los dos ciclos que siguen en este proceso, siendo los espectros de linea discontinua,

y linea discontinua con puntos, respectivamente.

2.2 Estudio de la respuesta de la esponja con diferente porcentaje de PDMS
La Figura 2 muestra imagenes de microscopia optica obtenidas de las diferentes
esponjas blancas Z@QTEOS@PDMS sin cargar, cargadas con NQS, y su respuesta
para 50ppmv de amoniaco con proporciones de 40:60 y 60:40 de PDMS-TEOS con
zeolita y el tamafio de particula de azucar optimizado, en la botella de dilucion estatica

durante 20 min.

2.3 Estudio de patrones de amoniaco para Z@TEOS@PDMS@NQS
En la Tabla 1 se muestra el porcentaje de volatilizacién del amonio en amoniaco en
diferentes ensayos; estudiando el volumen, el tiempo de ensayo y la concentracion de

amoniaco empleada.

La determinacion del amonio en el residuo de la disolucion después del ensayo se
obtiene mediante el método de uso del timol con nitroprusiato, observando la sefial de
absorbancia a una longitud de onda de 690 nm. La desviacion se obtiene a partir de la
expresion x + Ks/v/n, donde en dicha expresién x se refiere a la media de los valores
obtenidos, K se refiere al valor de la incertidumbre expandida, y n se refiere al nimero
de muestras; considerando un valor de Ks=2 correspondiente a la incertidumbre
expandida que corresponde a una probabilidad de cobertura de, aproximadamente, un
95%.

Los porcentajes de volatilizacidn de amonio en amoniaco en las condiciones de ensayo
estudiadas son satisfactorios. No hay diferencias significativas entre el uso de la botella
de dilucion estatica y la bolsa sellada herméticamente, pudiendo elegir cualquiera de los
dos recipientes de ensayo segun se requiera. Los valores son similares entre diferentes
tiempos de ensayo entre 1y 8 horas, lo que asegura la volatilizacion de la mayor parte
del amonio presente en amoniaco a la atmésfera confinada en el tiempo. Ademas, el
porcentaje de volatilizacion es similar independientemente de la concentracién de

amoniaco empleada para el ensayo.
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Tabla 1. Porcentaje de volatilizacion de amonio en amoniaco en diferentes ensayos
estudiando el tipo de recipiente, botella de dilucion estatica o bolsa, el tiempo de ensayo
de 1 a 8 horas y la concentracién de amoniaco de 10, 20 y 50 ppmv de amoniaco, donde
5 V. se refiere al volumen de la atmésfera del recipiente donde se realiza el ensayo
(botella o bolsa), tiempo (h) se refiere al tiempo de ensayo, y [NH3] se refiere a la
concentracion del amoniaco en dicha atmésfera que resulta de la volatilizacion del

amonio (NH4*) presente inicialmente en el medio de ensayo.

Estudio desprendimiento de amonio en diferentes recipientes de ensayo
Vaire (L) Tiempo (h)  [NHs] ppmv % volatilizacion de NH,*
Botella de dilucion estatica 2 1 50 95.5+1.5

Bolsa hermética 2 1 50 97.5+0.5

Estudio desprendimiento de amonio a diferentes tiempos de ensayo

Vaire (L) Tiempo (h)  [NHs] ppmv % volatilizacion de NH,*

Botella de dilucion estatica 2 1 50 95.5+1.5
Botella de dilucion estatica 2 5 50 94.2 +0.5
Botella de dilucion estatica 2 8 50 945+1.0

Estudio desprendimiento de amonio a diferentes concentraciones

Vaire (L)  Tiempo (h) [NHs3] ppmv % volatilizacién de NH4*

Botella de dilucidn estatica 2 1-8 10 92.6+1.7

Botella de dilucion estatica 2 1-8 20 95.4+0.7

Botella de dilucidn estatica 2 1-8 50 95.1+0.9
10

2.4 Estudio de la respuesta de la esponja Z@QTEOS@PDMS@NQS

La Figura 3 muestra una respuesta de la esponja muy elevada (es decir una absorbancia

15 elevada de 0.94, lo que indica una alta sensibilidad para el amoniaco) a la conseguida
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con sensores alternativos con formulaciones de patentes anteriores como PDMS-TEOS-
NQS-NPsSiO, y PDMS-TEOS-NQS-IL-NPsSIO2, a un tiempo de ensayo de 20 minutos
con una concentracion de amoniaco de 34.8mg/m? en la botella de dilucion estatica de

2L, equivalentes a 50ppmv de amoniaco.

En la Figura 4A se muestra los espectros de reflectancia difusa de las esponjas
sintetizadas de 15 mm de didmetro. Se observa como la respuesta del dispositivo
aumenta con la concentracién de amoniaco generada en la atmdsfera en un tiempo de
20 minutos de ensayo. Los parametros analiticos se indican en la Tabla 2. Si se
aumentara el tiempo de ensayo disminuirian los limites de deteccion y cuantificacion. El
tiempo elegido es adecuado para obtener una buena relacion lineal a concentraciones
deseadas para la determinacion de NH3 en atmésferas de granjas e industrias. La Figura
4B representa la respuesta obtenida a cierta concentracién de sensores blancos
conservados en el congelador durante el menos dos meses, obteniendo una

absorbancia similar en cada caso, por tanto, es estable durante ese periodo de tiempo.

La figura C representa la absorbancia de tres sensores, reaccionados con
3.5mgNH3/m3, 14mgNH3/m3 y otro de 34.8mgNH3/m3, conservados en el congelador
durante al menos dos meses. Se observa como la respuesta no varia de forma
significativa, por tanto, son estables.

Lo mismo sucede con la esponja de 7 mm de acuerdo con la Figura 4C. La Figura 4D
muestra los espectros correspondientes a un calibrado obtenido a los 10 minutos de
exposicion a la atmdsfera de NHs, y la Tabla 2 los parametros analiticos.

Las figuras A y D representan el aumento de la absorbancia con el aumento de la

concentracion de NH3.

En la Figura 5A se muestran los espectros de reflectancia difusa de esponjas de 7 mm
confinadas en bolsa para el ensayo del analito amonio en saliva. Se observa un
comportamiento similar al reflejado en el apartado anterior, manteniendo el tiempo de
ensayo, pero reduciendo el volumen de aire de la atmésfera confinada y las

concentraciones de amonio empleadas, de 0 a 0.22 mg NH4*/mL de muestra.

La Tabla 2 indica los parametros analiticos estimados. La Figura 5B muestra la
estabilidad de diferentes blancos de la esponja guardados a -20°C (en congelador)

durante al menos dos meses. Se estudia la respuesta de estos blancos en la bolsa
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durante 10 minutos a una concentracion de 0.15 mg de NHs*/mL de muestra,
equivalentes a 278 mg de NHs/m3, y a 400 ppmv de amoniaco. No hay variaciones
significativas en la respuesta de diferentes esponjas. Se observa como a bajas
temperaturas, las esponjas se conservan durante al menos dos meses obteniendo una
respuesta similar en los diferentes blancos conservados durante diferentes tiempos en
estas condiciones. En la Figura 5C se muestran los resultados para el ensayo en
microplacas de 24 pocillos y en la Tabla 2 los parametros analiticos. La Figura 6 muestra
los resultados obtenidos con la aplicacion software SPECTROFREE, para la esponja de
15 mm (A) y la de 7 mm (B).

Con esta esponja se obtiene un LOD para el amoniaco en atmosfera de 2.4 mg NHs/m3
en 10 min de muestreo pasivo, lo cual corresponde a la deteccion del analito de forma
rapida en apenas pocos minutos, y con una alta sensibilidad, y con coste energético

nulo.

Ademas, el uso de esponjas de Z@TEOS@PDMS con un tamafo de hasta 15 mm de
diametro permite determinar de 2.1 a 34.8 mg de NH3s/m3 en un tiempo de 20 minutos
(equivalentes a 3 y 50 ppmv de NH3 respectivamente), mientras esponjas de 7 mm de
diametro pueden determinar de 7.3 a 34.8 mg de NHs/m?3, (equivalentes a 10.5 y 50
ppmv de NH3 respectivamente), en las mismas condiciones de volumen de atmdsfera
confinada. Visualmente, la esponja Z@QTEOS@PDMS@NQS que retiene el reactivo
NQS adopta un color anaranjado, y al entrar en contacto con amoniaco atmosférico ésta

sufre un cambio de naranja a marrén en funcion de la concentracién de amoniaco.

Ademas, el uso de esta esponja Z@TEOS@PDMS para medir atmoésferas de amoniaco
puede realizarse en todo tipo de habitaculos (por ejemplo, habitdculos de animales o
dedicados a la cria de aves). De hecho, en habitaculos dedicados a la cria de aves u de
otros animales el limite esta en 20 ppmv de NH3, mientras que en ambientes laborales
los valores limite ambientales (VLA) de exposicion diaria (ED) y de corta duracion (EC)

son 20 y 50 ppmv de NHs.

Adicionalmente, cuando la esponja Z@TEOS@PDMS@NQS se utiliza para detectar
amonio en saliva, mediante la liberacion de amoniaco a partir del amonio de la saliva en
un volumen de aire confinado, se consigue un LOD de 0.01 mg NH4*/mL de saliva en

10 min. De hecho, con el uso de esponjas ZQTEOS@PDMS@NQS de 7mm de
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diametro, se puede determinar un volumen confinado pudiendo determinar de 60 a 417
mg de NHs/m?3 (equivalentes a 86 y 600 ppmv de amoniaco, y a 0.03 y 0.22 mg NH4*/mL
de saliva), en un tiempo de 10 minutos. Esto a su vez permite relacionar el contenido de

amonio en saliva con diferentes enfermedades.

2.5 Estudio de la respuesta de la esponja ZQTEOS@PDMS@SL@NP

En la Figura 7A se muestra los espectros de UV-Vis de esponjas de 7 mm de diametro
cargadas con salicilato y nitroprusiato. Se observa como la respuesta del dispositivo
aumenta con la concentracién de amonio en la disolucién en un tiempo de 10 minutos
de ensayo. Los pardmetros analiticos se indican en la Tabla 2. La respuesta de
diferentes ensayos realizados con esponjas reutilizadas (n=20), con esponjas cargadas
con los reactivos y guardadas a una temperatura de -20°C (en congelador) durante al
menos dos semanas, y esponjas que han sido cargadas con los reactivos justo antes

de su uso se ajustan a la sensibilidad mostrada en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de ensayo, linealidad, intervalo lineal y limites de deteccién, y
cuantificacién de la esponja optimizadas con diferentes reactivos. 'esponja de 15 mm;
t(min) se refiere al tiempo de ensayo; 2Amonio a partir de la hidrdlisis de la urea; @mg
NHs/m3; ®mg NH4*/mL, ©mg/L.
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En la Tabla 2 se observan las condiciones de ensayo de los diferentes analitos como el
tiempo de ensayo, el medio en el que se encontraba el analito y el volumen de aire o
disolucion empleados, asi como el material. Por otra parte, se obtiene la sensibilidad de
cada analito para el reactivo empleado, junto con el intervalo lineal y el limite de
deteccion. Se llega a la conclusion de que se obtienen unos resultados favorables para
todos los analitos estudiados, con tiempos de ensayo de entre 10 y 80 minutos, con
volumenes de muestra de no mas de 2mL y coeficientes de regresién muy favorables,
lo que indica que este material tipo esponja es apto para este tipo de ensayos de
retencion y/o liberacidon de reactivos y analitos tales como los estudiados en la Tabla 2

en diferentes medios.

La matrizZ@QTEOS@PDMS@SL@NP puede aportar un LOD tan bajo como 0.05 mg/L
de amonio en 10 min, lo que indica una alta sensibilidad en un tiempo rapido. De hecho,
con esponjas Z@QTEOS@PDMS@SL@NP con un tamafio de 7 mm de diametro se
pueden determinar de 0.15 a 1ppm de amonio en matrices acuosas en un tiempo de 10
minutos, mediante la liberacidn de estos reactivos hacia la disolucion, produciendo un

cambio de color de amarillo a verde en presencia del analito.

2.6 Estudio de la respuesta de la esponja Z@QTEOS@PDMS@SA@NEDD

En la Figura 7B se muestran los espectros de UV-Vis de esponjas de 7 mm de diametro
y cargadas con los reactivos de Griess, es decir, sulfanilamida (SA) y N-1-naftil-
etilendiamina diclorohidratado (NEDD), para la determinacién de nitritos. Se observa
como la respuesta del dispositivo aumenta con la concentracion de nitritos en la
disolucién en un tiempo de 5 minutos de ensayo. Los parametros analiticos se indican
en la Tabla 2. La respuesta de diferentes ensayos realizados con esponjas reutilizadas
(n=20), con esponjas cargadas con los reactivos y guardadas a una temperatura de -
20°C durante al menos dos semanas, y con esponjas que han sido cargadas con los

reactivos justo antes de su uso, se ajustan a la ecuacion mostrada en la Tabla 2.

En la Figura 7C se muestran los espectros de UV-Vis de las esponjas sintetizadas de 7

mm de diametro y cargadas con los reactivos de Griess , es decir, sulfanilamida (SA) y
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N-1-naftil-etilendiamina diclorohidratado (NEDD), para la determinacion de nitratos. Se
observa como la respuesta del dispositivo aumenta con la concentracion de nitratos en
la disolucién en un tiempo de 5 minutos de ensayo. Se reducen los nitratos a nitritos

para la determinacién de estos con nanoparticulas de zinc inmovilizadas en nylon.

Con el uso de sulfanilamida (SA) y N-1-naftil-etilendiamina diclorohidratado (NEDD)
previamente embebidos en la matriz Z@QTEOS@PDMS, se puede obtener una matriz
Z@QTEOS@PDMS@SA@NEDD con LODs de 0.007mg/L y 0.4 mg/L en 5 minutos
respectivamente para el nitrito y el nitrato. Ademdas, con esponjas
Z@TEOS@PDMS@SA@NEDD de 7 mm de diametro se puede determinar de 0.02 a
1.25ppm de nitritos y 1.14 a 25ppm de nitratos en matrices acuosas en un tiempo de 5
minutos. La determinacion de nitratos se realiza a partir de su reduccion a nitritos con
nanoparticulas de zinc inmovilizadas en nylon45. Visualmente, durante la determinacion
de nitrito y nitrato tras la reduccién a nitrito, se produce un cambio de color en la

disolucién de incoloro a rosa con la formacion de un cromdéforo con grupos azo.

2.7 Estudio de la respuesta de la esponja Z@QTEOS@PDMS@U

Se estudia la accidn catalitica de la ureasa, que se encuentra cargada en la esponja
sintetizada, bajo las condiciones de ensayo, determinando el amonio que se obtiene de
la urea hidrolizada a partir de las esponjas dopadas con NQS vy las esponjas con el
método de Berthelot, es decir, empleando esponjas dopadas con salicilato de sodio (SL)

y nitroprusiato de sodio (NP).

En la Figura 7D se muestran los espectros de reflectancia difusa de esponjas de 7 mm
de diametro y cargadas con el reactivo derivatizante NQS para la determinacion de urea
hidrolizada en amonio por la accién catalitica de la ureasa presente en la esponja. Se
observa como la respuesta del dispositivo aumenta con la concentracion de amonio a
partir de urea en la disoluciéon en un tiempo de 60 minutos de ensayo. Los parametros

analiticos se dan en la Tabla 2.

En la Figura 7E se muestra los espectros de UV-Vis de las esponjas de 7 mm de
diametro y cargadas con salicilato y nitroprusiato para la determinacion de urea
hidrolizada en amonio por la accién catalitica de |la ureasa presente en la esponja. Se

observa como la respuesta del dispositivo aumenta con la concentracion de urea en la
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disolucion en un tiempo de 10 minutos de ensayo. Los parametros analiticos se dan en
la Tabla 2.

En resumen, esto permite la estimacion de urea mediante la matriz de la invencion que
comprende retenida/embebida la enzima ureasa (U), que hidroliza la urea a amonio.
Visualmente, al liberarse la ureasa a la disolucion por difusion, y esta catalizar la

hidrélisis de urea en amonio, la disolucién cambia de color de incoloro a rosa.

Posteriormente, se estima el amonio en la orina mediante la matriz con un reactivo
sensor de amonio embebido NQS, obteniéndose la esponja Z@QTEOS@PDMS@NQS
capaz de detectar y/o determinar el amonio presente en la orina en concentraciones
desde 0.7 a 4.6 ppm de amonio. Alternativamente también puede usarse para
determinar el amonio la esponja con NP, obteniéndose en su caso la esponja
@TEOS@PDMS@NP, pudiéndose con esta medir concentraciones de amonio de 0.1
a 1ppm.

Con ello, se puede relacionar el amonio determinado con la cantidad de urea
inicialmente presente, asi como estimar el rendimiento de la reaccidon de hidrdlisis de

urea a amonio.

2.8 Estudio de la respuesta de la esponja Z@QTEOS@PDMS@FBB

En la Figura 8A se muestran los espectros de UV-Vis de las esponjas de 7 mm de
diametro cargadas con Fast Blue B para DHCA. Se observa como la respuesta del
dispositivo aumenta con la concentracion de DHCA en la disolucién en un tiempo de 5

minutos de ensayo. La Tabla 2 indica los parametros analiticos obtenidos.

La Figura 8B muestra los espectros de UV-Vis de las esponjas de 7 mm cargadas con
Fast Blue B para CBD. Se observa como la respuesta del dispositivo aumenta con la
concentracion de CBD en la disolucion en un tiempo de 5 minutos de ensayo. La Tabla

2 indica los parametros analiticos.

La esponja Z@TEOS@PDMS@FBB se puede usar por tanto como sensor para la
determinacion de acido 3,5-dihidroxihidrocinamico (DHCA), que es un biomarcador del

gluten, y cannabidiol (CBD); con el uso de la sal Fast Blue B (FBB) retenida en la matriz,
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obteniéndose la matrizZ@TEOS@PDMS@FBB con LODs de 0.04 y 1.6 mg/L en 5 min
para el DHCA y el CBD respectivamente.

De hecho, con esponjas Z@TEOS@PDMS@FBB con un tamafio de 7 mm de diametro
se pueden medir concentraciones de 5 a 20 ppm de CBD en matrices acuosas en un

tiempo de 5 minutos, y de 0.1-2 ppm de DHCA en matrices biolégicas en 5 minutos.

Visualmente, al liberarse la sal FBB a la disolucién por difusién, dicha sal FBB reacciona
con el DHCA y el CBD con la formacion de un croméforo con grupos azo a partir de la

sal de diazonio, generando un cambio de color de amarillo a rojo.

2.9 Estudio de la respuesta de la esponja Z@QTEOS@PDMS@AAP

En las Figuras 8C y 8D se muestran los espectros de UV-Vis de esponjas de 7 mm
cargadas con 4-AAP. Se observa como la respuesta del dispositivo aumenta con la
concentracién de fenol y bisfenol A en la disoluciéon en un tiempo de 10 minutos de

ensayo y la Tabla 2 los parametros analiticos.

La Figura 9 muestra los resultados obtenidos con la aplicacion software

SPECTROFREE para la esponja y dos concentraciones de muestra.

Con la esponja Z@TEOS@PDMS@4-AAP para la determinacién de fenoles tales como
fenol o bisfenol-A en disolucion acuosa, mediante la difusion del 4-AAP hacia la
disolucién, puede conseguirse un LOD de hasta 0.23 ppm de fenol y de 0.41ppm de
bisfenol-A en 10 min. De hecho, con esponjas Z@TEOS@PDMS@4-AAP de 7mm de
didmetro se puede determinar 0.68 — 2 ppm de fenol y 1.24 — 5 ppm de bisfenol-A en un
tiempo de 10 minutos. Visualmente, esta reaccién del 4-AAP con fenoles forma un

complejo coloreado.

Todos estos ensayos permiten la determinacién de analitos como amoniaco, amonio,
nitritos, nitratos, cannabidiol y fenoles, entre otros, con gran rapidez, una elevada
sensibilidad, buenos coeficientes de regresion, y limites de deteccién y cuantificacion
favorables, lo que indica que este material es apto para la retencion y/o liberacién de
reactivos y analitos por difusion. El uso de este sensor tipo esponja mejora los resultados

de otro tipo de sensores basados en PDMS cuya liberacién de los reactivos a la
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disolucién o difusion de los analitos hacia el interior del sensor es mas lenta y, en
algunos casos, no se libera el 100% de los reactivos embebidos. Ademas, el formato de
esponja presenta las mismas ventajas que los reactivos en disolucion, en cuanto a
efectividad, pero evitando la degradacion de estos si se conservan de manera

adecuada, lo cual no ocurre en disolucion.

42



10

15

20

25

30

ES 3023 489 B2

REIVINDICACIONES

1. Matriz tridimensional porosa de polidimetilsiloxano (PDMS), entre 40% y 60% en
peso, caracterizada por que comprende
e Tetraetilortosilicato (TEOS) entre 40% y 60% en peso, y
e zeolita entre 0,5% y 1% en peso sobre el peso de la mezcla de PDMS y TEOS,
donde la matriz tridimensional tiene una porosidad de entre 55-80% respecto al
volumen total de la matriz,

con tamanos de poros comprendidos entre 20-360 um.

2. Matriz segun la reivindicacién 1, donde la zeolita tiene un tamafo de particula

menor de 20 ym.

3. Matriz segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde la zeolita se
encuentra en una concentracion de 1% en peso sobre el peso de la mezcla de PDMS y
TEOS.

4, Matriz segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el PDMS esta en
una concentracion del 60% en peso y el TEOS en una concentracién de un 40% en

peso.

5. Matriz segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la matriz tiene un

espesor de entre 1,5y 2 mm.

6. Matriz tridimensional segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la

matriz tiene un tamano de entre 7 mm y 15 mm de diametro.

7. Método de obtencion de una matriz tridimensional porosa descrita segun las
reivindicaciones 1 a 6, que comprende las etapas de:

a) mezclar TEOS y zeolita;

b) anadir PDMS a la mezcla del apartado a) en agitacién hasta obtener una mezcla
homogénea,;

c¢) ahadir un agente de curado del PDMS a la mezcla del apartado b) en agitacion hasta

obtener una mezcla homogénea,;
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d) afadir azucar tamizada de tamafo de particula entre 300 y 400 um a la mezcla ¢) y
homogeneizar mediante agitacion;

e) verter la mezcla obtenida en el apartado d) en un molde y dejar gelificar, donde la
gelificacion se realiza preferiblemente mediante una etapa de calentamiento a 30-50 °C
durante 10-24 horas, preferiblemente a 40 °C durante 12 horas,

f) extraer del molde y secar el sélido resultante, donde el secado se realiza
preferiblemente mediante una etapa de calentamiento a 70-90 °C durante 20-30
minutos, preferiblemente a 90 °C durante 30 minutos; y

g) eliminar el azucar del sélido resultante, preferiblemente sumergiendo el sélido en

agua en agitacion.

8. Método segun la reivindicacion 7, donde la zeolita tiene un tamano de particula

menor de 20 um.

9. Método segun la reivindicacién 7 o 8, donde la zeolita se anade en una
concentracion de hasta el 1% en peso sobre el total de la mezcla obtenida tras realizar

la etapa a).

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, donde el PDMS se afiade
en una concentracion de un 60% en peso sobre el total de la mezcla obtenida tras la

etapa b).

11. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, donde el PDMS se
prepara a partir de dos componentes, una base seleccionada de entre elastomeros de
silicona y un agente de curado seleccionado de entre agentes de curado aptos para

curar dicho/s elastdmero/s de silicona.

12. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, donde el azucar afadido

en la etapa c) tiene un tamano de particula entre 300 y 400 um.

13. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, donde el azucar anadido
en la etapa c) tiene una relacién 7:3 en peso respecto al resto de componentes de la

mezcla que forman parte de la matriz tridimensional resultante tras la etapa g).

14. Sensor para detectar y/o determinar analitos que comprende la matriz
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tridimensional porosa descrita segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y al menos
un reactivo sensor capaz de detectar y/o determinar un analito embebido en la matriz

tridimensional.

15. Sensor segun la reivindicacion 14, donde el reactivo sensor se selecciona de
entre 1,2-naftoquinona-4-sulfonato (NQS), salicilato (SL), nitroprusiato (NP),
sulfanilamida (SA), N-(1-naftil)etilendiamina diclorohidratada (NEDD), ureasa, Fast Blue

B (FBB), 4-amino antipirina (4-AAP), y cualquiera de sus combinaciones.

16. Método para la obtencién de un sensor descrito segun cualquiera de las
reivindicaciones 14 a 15; que comprende obtener una matriz segun las etapas (a) a (g)
del método descrito segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13 y las siguientes
etapas:

h) someter a inmersion la matriz tridimensional porosa obtenida en la etapa g) en una
disolucion de al menos un reactivo sensor;

i) eliminar el exceso de disolucién absorbido de la matriz tras su inmersion en el apartado
(h) mediante un material absorbente, preferiblemente mediante papel, tela de algodén
y/o gasas de algodén, mas preferiblemente papel, obteniendo asi el sensor con el

reactivo incorporado.

17. Método segun la reivindicacion 16, donde la disolucién de la etapa (h)
comprende al menos un reactivo seleccionado de entre 1,2-naftoquinona-4-sulfonato
(NQS), salicilato (SL), nitroprusiato (NP), sulfanilamida (SA), N-(1-naftil)etilendiamina
diclorohidratada (NEDD), ureasa, Fast Blue B (FBB), 4-amino antipirina (4-AAP), y

cualquiera de sus combinaciones.

18. Uso de la matriz tridimensional porosa segun una cualquiera de las reivindicaciones

1 a 7 para la fabricacion de un sensor para detectar y/o determinar analitos.

19. Uso del sensor descrito segun las reivindicaciones 14 o 15 para la deteccion y/o

determinacion de analitos.

20. Uso del sensor segun la reivindicacidn 19, donde el analito se selecciona de

entre amonio, amoniaco, fenoles, urea, cannabidiol (CBD), acido 3,5-
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dihidroxihidrocinamico (DHCA), nitritos, nitratos, o sus combinaciones.

21. Uso del sensor segun cualquiera de las reivindicaciones 19 o 20, donde el analito
se encuentra en medios gaseosos, medios sélidos o medios acuosos, preferiblemente

matrices bioldgicas, aire y alimentos.

22. Un método de estimacion de analitos en medio gaseoso, acuoso o sélido
caracterizado por que comprende
I.  poner en contacto el sensor descrito segun las reivindicaciones 14 o 15 con el
medio que comprende el analito a detectar y/o determinar;
Il.  esperar un tiempo entre 5 y 80 minutos; y

lll.  observar un cambio de color reactivo sensor embebido y/o de la disolucién.
23. Método segun la reivindicacion 23, donde la observacion del cambio de coloracion
de la etapa lll se lleva a cabo mediante medidas de absorbancia en UV-Vis, reflectancia

difusa, o mediante una app o un software.

24. Un programa de ordenador adaptado para poner en practica el método de cualquiera

de las reivindicaciones 22 o 23.
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zeteos@romsenas @)

Red Green Blue
Blank Avg 170,26 69,05 0,05
Std Avg 77,66 27,41 18,44
Spl Avg 7118 25,70 18,35
K 0,15 0,34 0,76
csample | 1498 14,58 13,93
Patient Click to search ... SEND

Enter Consentration ...

NEW MEASURE GET RESULT

SpectroFree

Blank Avg 177,75 110,70 0,34
Std Avg 90,09 40,65 26,47
Spl Avg 80,06 31,45 24,45
K -0,00 -0,00 0,01
csample | 016 0,17 0,14
Patient Click to search ... SEND

Enter Consentration ...

NEW MEASURE GET RESULT

FIG 6
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Z@TEOS@PDMS@4-AAP /\

d=7mm
SpectroFree & SpectroFree

Red Green Blue
Blank Avg 183,53 17592 125,74
Std Avg 173,51 131,42 79,97
Spl Avg 176,76 127,42 7521
K -0,05 -0,01 -0,01
C Sample | 0,34 0,54 0,55 |
Patient Click to search ... SEND

Enter Consentration ...

NEW MEASURE GET RESULT

SpectroFree & SpectroFree

Red Green Blue
Blank Avg 183,53 17592 125,74
Std Avg 161,32 100,52 63,57
Spl Avg 166,40 102,29 61,57
K -0,05 0,01 -0,02
C Sample 0,77 0,98 1,03
Patient Click to search ... SEND

Enter Consentration ...

NEW MEASURE GET RESULT
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