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OBJECTIUS

Tal i com s’ha comentat anteriorment, la constant evolucid de les tecnologies 1 de la mateixa
societat provoca un augment en la demanda de la informaci6 aixi com la necessitat d’obtenir-
la de forma continua i in situ. Es dins d’aquest context on els sensors potenciométrics
ofereixen alternatives molt atractives vers algunes técniques d’analisi per tal d’obtenir
dispositius de mesura facils d’emprar, autonoms, de baix cost i instal-lables, a ser possible, en
camp.

El present treball t¢ com a objectiu global el disseny, la construccié i I’avaluacié de nous
sensors potenciometrics d’estat solid aixi com la instrumentacid i el material necessari per tal
d’utilitzar-los, en aplicacions de I’ambit mediambiental i agroalimentari. D’igual manera que
es pot parlar d’un objectiu central del treball, el propi desenvolupament d’aquest ha donat lloc
a objectius més particulars que, finalment, s’han concretat en les publicacions que s’adjunten
en aquesta memoria. Aquests objectius particulars son:

* Disseny, avaluacid i optimitzacié d’'una membrana sensora a 1’16 calci (basada en un
polimer diacrilat-poliuretd) d’aplicacid en els ambits agroalimentari i mediambiental.

- Disseny, construccid 1 avaluacié de sensors tipus ISEs i ISFETs que incorporin la
membrana préviament optimitzada.
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= Preparaci6 de dispositius tipus ISFETs amb membranes fotocurables optimitzades
préviament per tal de monitoritzar parametres claus com calci, potassi, nitrats i pH, en
aplicacions mediambientals i agroalimentaries. Més concretament, les aplicacions seran:

- Analisi del so0ls i/0 medis inerts. Es dissenyara una cel-la per facilitar la inserci6 dels
sensors en el medi i s’avaluara la viabilitat d’emprar un fil de coure com a eléctrode
de referéncia.

- Control del procés d’estabilitzacid tartarica mitjancant resines d’intercanvi cationic i
analisi de vins. S’avaluara I’aplicabilitat dels sensors per monitoritzar el procés
d’intercanvi ionic en la resina i la regeneracid posterior d’aquesta. Aixi mateix
s’estudiara la utilitzacid dels sensors en 1’analisi de vins.

- Identificaci6o 1 analisi de diferents varietats de fruita. S’avaluara la viabilitat
d’emprar els sensors, a peu de camp, per tal d’obtenir una mesura que pugui ser un
indicador més de maduresa de les fruites.

= Preparaci6 de dispositius tipus ISEs i de capa gruixuda, amb membranes de PVC
optimitzades préviament, per tal de monitoritzar parametres claus, com nitrat i amoni, en
sols.

- Construccio 1 avaluacio de sondes de nitrats instal-lables directament en el sol.
Avaluaci6 de la resposta dels sensors en el sol i estudi de la possibilitat de calibrar
els sensors in situ.

- Construcci6 i avaluacio6 d’electrodes de configuracio6 tubular, integrables en sistemes
d’analisi de flux continu, per tal de quantificar la pérdua d’urea del sol. Es
desenvoluparan trampes de gasos per tal de fixar I’amoni resultant de la hidrolisi de
la urea i s’analitzara el contingut d’aquest emprant el sistema FIA potenciometric
desenvolupat aixi com també per meétodes de referéncia (Kjeldahl).
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2.1 DISSOLUCIONS I REACTIUS

2.1.1 DISSOLUCIONS

En la preparacio de les diferents solucions s’utilitza aigua desionitzada i bidestil-lada i
reactius de qualitat “per analisi” o superior.

2.1.2 REACTIUS PER A PREPARAR MEMBRANES

Es van preparar membranes de PVC i fotocurables selectives als ions calci, potassi, nitrat i

amoni. La Taula 2.1 recull els ionofors, els plastificants, els polimers i els additius emprats
per a la preparaci6 de les membranes.
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Taula 2.1: Reactius emprats per a la preparacio de les membranes sensores.

Acronim Producte Marca
Material Poliméric
PVC Clorur de polivinil (HMW) Fluka
Ebecryl 270 Oligomer diacrilat poliureta alifatic UCB
HDDA Hexanodiol diacrilat UCB
Irgacure 651 2-2’-dimetoxifenilacetofenona Ciba-Geigy
Plastificant
DOPP Di-n-octilfenilfosfonat Fluka
DOS Dioctilsebacat Fluka
BBPA Adipat de bis(1-butilpentil) Fluka
DBP Ftalat de dibutil Fluka
TOP Trioctilfosfonat Fluka
Ionofor
TMBPhPP Fosfonat de bis-di (4-1,1,3,3-(tetra-metilbutil)fenil)  Fluka
Valinomicina Fluka
Nonactina Fluka
TOA Sal de tetraoctil-amonia GSB
Additius i dissolvent
KTpCIPhB Borat de tetraquis (4-clorofenil) de potassi Fluka
THF Tetrahidrofura Fluka

2.1.3 RESINA CONDUCTORA DE GRAFIT-EPOXY

La resina conductora que actua de referéncia solida interna en els eléctrodes selectius d’ions
esta formada per un 50% (en pes) de grafit en pols de mida de particula de 50 um (Merck) i
50% (en pes) de resina epoxi, aquesta tltima formada per una mescla d’epoxi Araldit M (Ciba
Geigy) 1 d’enduridor HR (Ciba Geigy) en proporcid 5:2 en pes [1-4].

Per a la construcci6 dels electrodes de capa gruixuda es va utilitzar resina epoxica conductora
formada per un 32.4 % (en pes) de grafit en pols de mida de particula de 1-2 um (Aldrich),
un 58.8% (en pes) de resina EpoTek H77 (Epoxy Technology) i un 8.8 % (en pes) del seu
enduridor corresponent (Epoxy Technology) [5-7]. Per tal d’ajustar la viscositat de la pasta es
va emprar ciclohexanona (Merck) amb una proporcié d'uns 200 pl del dissolvent per cada g
de resina.

La diferéncia entre les resines es basa en el diferent caracter hidrofilic de 1'Epotek H77 i
I'Araldit M. En la construccié dels eléctrodes de capa gruixuda es deposa una capa de resina
més prima, de manera que si aquesta no €s lo suficient hidrofobica la connexid de coure es pot
veure afectada al submergir 1'eléctrode en solucid. Per aquest motiu, s'escull I'Epoteck H77
per tal de construir els eléctrodes serigrafiats.
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2.2 CONSTRUCCIO DELS ELECTRODES
2.2.1 ELECTRODES SELECTIUS D’IONS

Degut a la gran diversitat d’aplicacions que s’han plantejat al llarg d’aquesta tesi, es van
preparar electrodes selectius d’ions emprant dissenys de fabricacié diferents (convencional i
tubular) aixi com es van deposar membranes de naturalesa diferents (basades en PVC o
polimers fotocurables com a suport polimeéric). En els segiients apartats es descriu el procés de
fabricacio i deposicio per a cada un d’ells.

2.2.1.1 Construccio dels electrodes

Per a la construccio del cos del transductor dels eléctrodes selectius d’ions es van emprar dues
configuracions diferents: la convencional (amb dos dissenys, un de més curt i I’altre allargat)
1 la tubular [8-12].

En el cas de la configuraci6é convencional curta, la connexi6 eléctrica s’introdueix a 1’interior
d’un cos cilindric de PVC de 6 mm de diametre intern i 18 mm de longitud. El cargol
metal-lic que porta enroscada la connexi6 permet que aquesta quedi ben fixada a I’interior del
tub de PVC, mentre que ’altre extrem del tub queda una cavitat de 3 mm, on posteriorment
s’introduira la pasta de resina conductora preparada.

En el cas dels electrodes de configuracioé convencional allargada, en un tub de metacrilat de 8
mm de diametre 1 100 mm de llargada s'encaixa un cable eléctric que té soldat una placa de
coure en el seu extrem. Es tensa el cable fins que la placa queda recolzada sobre el suport del
tub de metacrilat. Finalment s'encola el cable al tub per 1'extrem oposat, per tal de fixar-lo. En
l'altre extrem del tub es col-loca una peca de metacrilat en forma de punxa. En un dels laterals
queda una cavitat d'uns 3 mm on posteriorment s'introduira la pasta conductora.

Per a la construccio dels electrodes de configuracio tubular s’introdueix la connexi6 eléctrica
a P’interior d’un cos cilindric de metacrilat de 0.8 cm de diametre intern 1 0.7 cm de longitud,
de manera que s’asseguri el contacte d’aquesta amb la resina conductora. La Figura 2.1 ens
permet veure les tres configuracions dels ISE desenvolupats.

Per a les tres configuracions, les seves cavitats s’omplen amb la resina conductora de grafit-
epoxy que es cura durant 12 hores a 40°C. A continuacio, es poleix la superficie. En el cas
dels eléctrodes de configuracio tubular, es cobreixen les superficies amb una capa de resina
aillant (EpoTek, Epoxy Technology) per tal de protegir, una mica més, el contacte intern
conductor de la soluci6. En el cas dels electrodes convencionals no cal doncs la membrana a
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deposar cobreix tota la superficie. Finalment, es realitza un forat central de 1.5 mm de
diametre en els eléctrodes de configuracid tubular on posteriorment es deposara la membrana.

|l [[[=5-=2
'EF A_.-Ij D D 111 ﬁ

Figura 2.1: Construcci6 del cos dels ISE de configuracié convencional (I, II) i tubular (III). I: A- Connector
eléctric; B- Arandella; C- Femella metal-lica; D- Placa de coure; E- Tub de PVC; F- Resina conductora. IT: A-
Fil amb placa de coure; B- Tub metacrilat; C- Encolat; D- Resina conductora; E- Pega metacrilat. III: A-

Cilindre de metacrilat; B- Connector eléctric; C- Cos de 1’eléctrode; D- Resina conductora; E- Aillant; F- Orifici
central.

2.2.1.2 Preparacio i deposicio de la membrana

Tal i com s’ha comentat anteriorment, es va treballar amb dos tipus diferents de membranes,
les de PVC i les fotocurables. En ambdds casos, el coctel sensor s’obté per la mescla
homogenia dels diferents components de la membrana que s’obtenen per pesada directa.

= Membranes de PVC

Per tal de millorar la homogeneitat de la membrana, els components pesats son dissolts en
tetrahidrofura (5 ml de THF per cada 100.0 mg de PVC). La mescla s’agita amb 1’ajuda d’un
mesclador de membranes (5-15 minuts). La deposicid sobre els ISEs convencionals es fa gota
a gota cada 15 minuts, per tal de deixar evaporar el dissolvent. L’addici6 de les primeres gotes
resulta el pas critic de la deposicid ja que cal anar en compte de no formar bombolles d’aire
que quedarien atrapades en la membrana. Pel cas dels ISEs tubulars, cal tenir present de no
deposar la membrana per una sola cara i anar alternant la cara de la deposici6 per tal d’evitar
taponar un extrem de I’orifici. L’operacio es realitza un total, d’aproximadament, 10 vegades.
El nimero de gotes que deposem marcara el gruix de les membranes. Un cop feta la darrera
deposicio, la membrana es deixa assecar durant 24 hores.

= Membranes fotocurables

Primer de tot, es mescla I’Ebecryl 270 i ’HDDA, en una proporcié de 83 i 17 % en pes,
respectivament [ 13-18]. Aquesta solucio, que anomenarem prepolimer, es mescla amb la resta
de components 1 s’homogeneitza finalment amb THF (250 — 300 ul de THF per cada 100.0
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mg de coctel sensor). La mescla s’agita emprant un bany d’ultrasons (5-15 minuts). En la
Figura 2.2 es mostren la formula de I'Ebecryl 270 i del HDDA emprats per desenvolupar les
membranes fotocurables.

R S L e N
70(\

I: Ebecryl 270 II: HDDA

Figura 2.2: Estructura dels oligomers emprats per obtenir les membranes fotocurables. I) 1'oligomer diacrilat
poliureta alifatic; IT) hexanodiol diacrilat.

Es van deposar 20 pl del coctel sensor sobre el ISE de configuracié convencional 1 s’exposa
durant un minut a la radiaci6 d’una lampada de UV (Black-Ray, Upland, CA, USA model
B100AP de 365nm, 22mW-cm™). Per tal d’eliminar la resta de la membrana no polimeritzada
es rentd amb etanol. El gruix de les membranes deposades va ser de 100 — 120 pum.

En tots els casos, tant per a eléctrodes convencionals com tubulars (amb membranes de PVC
o fotocurables), els eléctrodes es van condicionar en una solucio 0.1 M (de la sal de I’id a que
respon I’eléctrode) durant 1 hora i amb una solucié de 10° M de la mateixa sal durant 6 — 12
hores.

2.2.2 ELECTRODES DE CAPA GRUIXUDA

2.2.2.1 Construccio dels electrodes

Per tal d'explicar el procés de construccio dels electrodes de capa gruixuda cal diferenciar
clarament les etapes de construccio del suport inicial 1 del transductor.

=  Construccio del suport

Aprofitant I'experiencia del GSB en el desenvolupament d'eléctrodes de capa gruixuda es va
emprar com a suport inicial de construccid plaques de circuit impres de fibra de vidre amb
sensibilitat positiva (80 x 120 mm, Ariston). Les plaques emprades presenten com a avantatge
principal que tenen una capa impresa de coure sota una capa de resina fotodegradable.

Per tal de dibuixar les pistes conductores de coure es va dissenyar una mascara o fotolit
adequat per l'aplicacio. En aquest cas era necessari la construccio de sensors que
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incorporessin 1'eléctrode de referéncia (pista de coure) el més proper possible a I'electrode
selectiu a I’10. El fotolit emprat per I'obtenci6 del suport de coure es mostra a la Figura 2.3.
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Figura 2.3: Disseny del fotolit emprat (Corel Draw) per 'obtencio del suport inicial.

Els passos per tal d'obtenir el suport metal-lic es detallen a la Figura 2.4:

1. Marcatge del fotolit.

Per tal de dibuixar les pistes de coure, el fotolit es situa sobre la placa de circuit impres 1 es
posa un vidre a sobre per tal de impedir el moviment d’aquest durant el procés de marcatge.
Es situa tot sota la lampada de UV a uns 15 cm de distancia (Black-Ray, Upland, CA, USA
model BI00AP de 365nm, 22mW-cm™) i s’irradia durant 7 minuts.

2. Revelat del polimer fotocurat

La placa tractada es situa en un recipient amb 250 ml d'H,O i 50 ml de NaOH revelador
(Panreac). Es deixa la placa submergida en la solucid fins que tot el polimer que havia estat
exposat a la llum UV es va eliminar. Al finalitzar, es renta bé la placa amb aigua per tal
d’eliminar 1’hidroxid sodic.

3. Eliminacio del coure vist

La placa tractada es situa en un recipient amb 40 ml d'H,O, al 30% (Merck), 130 ml d'H,O i1
70 ml d'HCI al 37%. El coure que queda exposat (no tapat pel polimer que resta a la placa)

78



Capitol 2: Experimental

s’oxida. La placa es deixa submergida en la soluci6 fins que tot el coure s'oxides. Si calia,

s’afegia més H,O, o HCI. Al finalitzar, es renta bé la placa amb aigua.

4. Eliminacio del polimer no fotocurat

Es va rentar la placa amb etanol per eliminar les restes de polimer que defineixen les pistes

conductores. Quedaran al descobert les pistes de coure amb el dibuix del fotolit.

5. Obtencio del suport final amb les pistes de coure impreses

La placa final es talla en tres parts, contenint cada una d'elles 7 suports metal-lics.

Fotolit

Composicié plaques circuit imprés

CJ oewm am

Resina Coure Fibra vidre

QX 21

iy o

4

ﬂ Suport final

Wﬂﬂpp
\ ——> ——> ——>

Revelat amb NaOH Oxidaci6 del coure
Polimer no revelat

c Polimer no revelat
apa de coure

Fibra de vidre

Rentat amb etanol

Pista coure
Fibra de vidre

Figura 2.4: Procés fotolitografic d'impressio de les pistes de coure sobre el suport de fibra de vidre.

= Construccio del transductor

Un cop les pistes conductores van ser definides sobre el suport, es va imprimir, per serigrafia,

el transductor amb la pasta conductora d'epoxi-grafit descrita en § 2.1.3 [5-7]. Immediatament

després de l'addicié de ciclohexanona en la pasta conductora (necessaria per reduir la

viscositat d’aquesta) es van situar les plaques en la maquina serigrafica, de forma que

coincidisin exactament els extrems de les pistes de coure amb les obertures de que disposa la

malla. Tot seguit, es deposa la pasta sobre la malla i amb 1'ajuda d'una paleta de poliureta

s'arrossega la pasta fins obtenir la impressi6 desitjada. Per tal que la pasta fluis bé, el procés

s'havia de fer amb rapidesa per tal d'evitar la pérdua de ciclohexanona per evaporacid. La

Figura 2.5 il-lustra els passos seguits per tal d'obtenir el transductor. L’operacid es repeteix

fins que la comprovacié amb microscopi ens assegura que tota la pasta cobria la totalitat del

coure.
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D E F

Figura 2.5: Impressi6 de la pasta d'epoxi-grafit emprant una malla d'impressid (screen-printed). 1) Placa base
amb 2) els circuits de coure impresos. 3) Malla d'impressié amb les obertures 4) Pasta d'epoxi-grafit. 5) Lampada
UV. 6) Ebecryl 600.

El polimer es va curar a 40°C durant 12 hores per tal que adquiris la consisténcia apropiada.
Finalment, es talld la fibra de vidre per obtenir els transductors, que s'encapsulen
individualment amb Ebecryl 600 (UCB) per tal d'evitar el contacte de la pista de coure amb
la dissolucié. En aquest cas, es deixa sense encapsular la zona del transductor i la pista de
coure (que actuara com a eléctrode de referéncia). A la Figura 2.6 es mostra fotografies dels
sensors desenvolupats.

111

Figura 2.6: 1. Suport amb les pistes de coure impreses. 1I. Eléctrode amb 1’epoxy-grafit dipositat. III. Eléctrode
encapsulat, deixant lliure la capa d’epoxi-grafit i I'electrode de coure.
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2.2.2.2 Preparacio i deposicio de la membrana

Les membranes de PVC deposades sobre els eléctrodes de capa gruixuda son les mateixes que
les deposades sobre els ISE. Per tant, el métode, les proporcions i el condicionament son els
mateixos que els descrits a § 2.2.1.2.

2.2.3 TRANSITORS D’EFECTE DE CAMP SENSIBLES A TONS (ISFETs)

Els transductors tipus ISFETs utilitzats van ser subministrats pel Institut de Microelectronica
de Barcelona (IMB-CNM) i corresponen al conjunt de mascares CNM-008 i CNM-096 [19-
20]. A la Figura 2.7 es mostra el xip de I'ISFET on es pot observar la porta de nitrur de silici,
el canal n, les zones de difusi6 del drenador i de la font, el substrat i els contactes eléctrics.

Zona dedifusi6é

/ MOSFET del drenatge

Canaln

Porta del'ISFET
de SigN4

Zona dedifusio
de la font

Contactemetal lic del substrat
Contactemetat lic del drenatge
Contactemetal lic de lafont

Figura 2.7: fotografia del xip d’un ISFET CNM-008, abans i després d’encapsular.

Un cop silanitzada la oblia i deposada una capa prima de pre-encapsulant, aquesta es va tallar
per obtenir el xip de dimensions aproximadament 2950 x 2050 um. Aquest es va fixar en una
tira de circuit impres i es van soldar els contactes del xip amb els del circuit imprés mitjancant
fils d’alumini. L’encapsulament del dispositiu final es va fer amb Ebecryl 600 (UCB) deixant
a ’aire la zona de la porta de nitrur de silici i1 cobrint totes les parts eléctriques del dispositiu.
La Figura 2.8 mostra els ISFETs subministrats en la tira de circuit impres, encapsulats i
silanitzats.
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2.2.3.1 Preparacio i deposicio de la membrana

Sobre la superficie silanitzada dels ISFETs es van deposar membranes fotocurables
preparades tal i com es comenta a § 2.2.1.2. Es van pero, deposar 2 ul del coctel sensor
sobre la superficie i1 s’exposa durant 30 segons sota la mateixa lampada. En aquest cas,
el gruix de les membranes obtingudes va ser de 20 —50 um. Els sensors obtinguts es
condicionen d’igual forma que els ISE i els electrodes de capa gruixuda.

Figura 2.8: Fotografia d’un ISFET subministrat pel IMB-CNM, ja encapsulat i fixat en la tira. Les dimensions
de la tira son de 7 x 110 mm.

2.3 INSTRUMENTACIO

En aquest treball s’ha emprat instrumentacié diferent atenent al tipus d’eléctrode
emprat (ISEs, electrodes de capa gruixuda o ISFETSs) aixi com del lloc on s’han
realitzat les mesures (en laboratori o bé en camp).

2.3.1 ELECTRODES SELECTIUS D’IONS I DE CAPA GRUIXUDA

2.3.1.1 Mesures discretes (batch) en el laboratori

Per aquest tipus de mesura, només emprada en I’estudi dirigit a I’optimitzacio de les
membranes i caracteritzacid dels sensors, es va emprar un potenciometre Crison 2002 (0.1
mV). Com a electrode de refereéncia es va emprar un eléctrode de doble unié liquida Ag/AgCl
(Orion 90-02-00). La dissolucié de referéncia interna va ser subministrada per la propia casa
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comercial Orion. Com a dissolucid externa de referéncia s’utilitza la mateixa que la del fons
ionic de treball emprat en la caracteritzacidé dels sensors. Mitjangant un commutador, es va
mesurar simultaniament la resposta de sis sensors. Les mesures es van realitzar sota agitacid
constant.

2.3.1.2 Mesures continues en camp

Per tal de realitzar les mesures en camp es van emprar dos tipus d’instrumentacid: una
comercial i ’altre dissenyada i construida pel grup Embrapa Instrumentacdo Agropecuaria.
La primera opci6 correspon a un Datalogger model CR10X de Campbell Scientific [21] amb
una capacitat d'emmagatzemar 62000 dades. El programa associat al datalogger permet
programar el temps de mesura aixi com el tractament de dades que es vol fer (mitjanes de
dades instantanies o bé de mitjanes). La Figura 2.9 mostra el model comercial emprat. Per a
les mesures en camp es va emprar un fil de coure com a eléctrode de referéncia.

Figura 2.9: Model de Datalogger Campbell Scientific.

La instrumentacid desenvolupada per Embrapa Instrumenta¢do Agropecudria incorpora
amplificadors del senyal, convertidors A/D de 8 bits, multiplexadors i transmissors via radio.
A T'hora, es va desenvolupar els programes de control, en entorn Windows, per tal d'adquirir i
processar les dades. Les mesures potenciomeétriques es van realitzar mitjangant eleéctrodes
selectius d'ions 1 eléctrodes de capa gruixuda, essent en tots dos casos, l'electrode de
referéncia una placa de coure.

Per tal d'obtenir els resultats de forma totalment automatitzada, [22-24] es va desenvolupar un
sistema d'instrumentacié agricola. Aquest sistema va ser concebut per recollir dades de
diferents sensors interlineats en red per un unic cable. La transmissié de dades era digital,
emprant un patré de comunicacié multipunt RS-485. El programa de recollida de dades es va
desenvolupar en LabView. El programa permetia escollir I’interval de mesura aixi com la
freqliencia d’integraci6 de les dades. La Figura 2.10 permet observar el circuit desenvolupat.
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Referéncia de coure ==

Multiplexador
MAX 485 |

[ Sensor 2

Semsord _ }F—r Xip PIC/6CTI

e

—
Placa A Placa B Placa A Placa B Placa B
pels sensors quimics pels sensors quimics pels sensors temperatura

Figura 2.10: Fotografia i esquema de la instrumentacié desenvolupada. La fotografia mostra la instrumentacio
que incorpora 3 sondes quimiques i 3 sondes de temperatura.

2.3.2 TRANSITORS D’EFECTE DE CAMP SENSIBLES A IONS (ISFETs)

Les mesures dels ISFETs es van realitzar amb un ISFETmetre multicanal (4 canals
connectats a un mateix eléctrode de referéncia) construit pel Centre Nacional de
Microelectronica. El circuit de mesura es basa en mantenir el Vip i €l Ip constants en 0.5 V i
100 pA respectivament [25-27] de forma que la variacido del Vp deguda al pH o a les
variacions de la concentracié dels ions estudiats es compensi amb 1’eleéctrode de referéncia.
L’ISFETmetre esta comunicat (mitjangant un cable RS-232C) a un PC 1 mitjangant un
programa de control (LabView) s’obtenen i visualitzen les dades. La Figura 2.11 ens permet
observar una fotografia de I’instrumental emprat per a realitzar les mesures dels ISFETs.

Figura 2.11: Instrumental emprat per a realitzar les mesures amb els ISFETSs.
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2.4 MATERIAL EMPRAT PER A L’APLICACIO D’ISFETs EN SOLS I EN
SUBSTRATS INERTS

Per tal d'introduir els ISFETs en el terra o en un cultiu hidroponic, es va dissenyar una cel-la
que facilités la insercid dels sensors en el medi, els protegis de la mateixa accid d'insercid i
evités efectes indesitjables d'obturament i embrutiment de la porta dels ISFETs 1 de les
membranes. Tot 1 que els sensors emprats son en si for¢a robustos, la membrana deposada
sobre la porta de I'ISFET és més delicada 1 es pot veure afectada per aquesta accio.
Finalment, el disseny de la cel'la ha de permetre introduir 4 ISFETs, un eleéctrode de
referéncia i ha de facilitar, també, 1'entrada i sortida de la dissolucié aquosa del medi.

Com és aconsellable que els sensors es calibrin externament amb certa freqiiéncia, es va
pensar en un disseny que permetés la insercid simultania dels eleéctrodes. La cella
multilSFETs (dissenyada pel GSB i construida per SIDSA) esta formada per dues parts: una
que es pot considerar fixa en el sol i una mobil que pot ser extreta amb facilitat. La Figura
2.12 mostra una fotografia de la cel-la desenvolupada aixi com el detall de les dues parts que
la formen. La part fixa esta formada per un tub cilindric de parets recobertes amb un material
poros que facilita l'entrada i sortida de la dissolucié aquosa. Per a evitar l'acumulacio
d'aquesta dissolucid, es va foradar el fons del tub. Aquesta part fixa s'introdueix en el sol
mitjangant tubs calats (tipus barrenos d'insercio) de 10 cm de profunditat.

Figura 2.12: Fotografia de les part fixa i mobil de la cel-la multiISFET.
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La part mobil esta formada per un cilindre que encaixa dins del tub extern descrit
anteriorment i que permet la fixacid, en la seva superficie externa, de quatre ISFETs i un
eléctrode de referéncia. Aquesta part es pot extreure sense haver de treure l'altre del medi. Per
tal de realitzar les mesures en terres i substrats inerts, es va construir un contenidor de
polipropilé que va permetre plantar vuit cultius de rosers. La Figura 2.13 mostra una
fotografia del contenidor emprat per fer les mesures.

Figura 2.13: Fotografia i esquema del contenidor emprat per fer les mesures. Detall de la cel-la a punt de ser
inserida en un medi hidroponic de rosers.

2.5 MATERIAL EMPRAT PER A L’APLICACIO D’ISFETs A L’ANALISI I
TRACTAMENT DE VINS

2.5.1 DISSENY I CONSTRUCCIO DE COLUMNES DE BESCANVI

Per tal de realitzar les mesures en el laboratori es va dissenyar una columna cromatografica
de vidre (un litre de capacitat i de dimensions 50 cm de llarg i 2.3 cm de diametre) amb una
clau de pas que permet regular el flux de sortida. La columna tenia 5 punts de presa de
mostra formats per un colze de vidre amb un tap i una femella de silicona. Un orifici en el tap
permetria incorporar un tub de tefld fins al mig de la columna pel qual, 1 mitjancant una
bomba, s'aspira la mostra fins al detector.

Es va escollir una resina amb una alta capacitat d'intercanvi ionic, de facil regeneracio i que
no alteres les caracteristiques organoléptiques 1 fisico-quimiques finals del vi tractat (excepte
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les concentracions dels ions bescanviats) [28-29]. La resina emprada va ser una resina
d’intercanvi cationic poliestirénica copolimeritzada amb divinilbenz¢ 1 sulfonades
subministrada per I'INCAVI. Les caracteristiques de la resina son: densitat de 1.278 Kg/l,
capacitat d'intercanvi de 3.56 mequiv/g i un radi de particula de 0.69 mm). Després
d'hidratar-la entre 12 i 14 h amb aigua destil-lada es va omplir la columna i es va rentar amb
un volum d'aigua 30 vegades el volum de resina emprada. La regeneracio es realitza amb 1.5
1 d'acid clorhidric 5% (volum) amb un flux de 4 I/h. Finalment, i abans de fer passar el vi, la
resina es va rentar amb aigua fins que I'eluent va tenir una conductivitat de 100 pS/cm o bé
un pH de 6-7.

Es van estudiar mostres de vi blanc i negre amb denominacié d’origen Penedes,
proporcionades per I’Institut Catala de la Vinya i el vi INCAVI). Les mostres tractades amb
la columna es van fer passar a una velocitat de flux de 4.5 I/h.

Per a la planta pilot (INCAVI) es va construir una columna d'acer inoxidable amb una
capacitat de 24 1 (70 cm de llarg 1 10.5 cm de diametre). La columna permet obtenir mostra
just a l'inici del tractament i1 al final de la columna. Per tal d'evitar sobre pressions es va
construir una valvula de seguretat a la part superior de la columna. La Figura 2.14 mostra
observar la columna emprada. El flux de mostra va ser de 48-50 1/h i es van analitzar vins
negres amb denominaci6 d’origen Penedes.

Figura 2.14: Fotografia de les columnes emprades per tal d’estudiar el comportament de la resina I.- en
condicions de laboratori i II.- en la planta pilot.
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2.5.2 SISTEMES DE FLUX

L’ISFET es va integrar al sistema de flux mitjangant una cel-la de metacrilat dissenyada en
els laboratoris del GSB [30-31] (Figura 2.15). La cel‘la esta formada per dos blocs i el sensor
es fixa a I’interior d’un dels dos blocs mentre que 1’altre conté dos canals (I'un a 90° i I’altre a
45° respecte la superficie dels blocs) per a I’entrada i sortida del flux. Una membrana de
silicona que fa de junta entre els dos blocs conté un orifici, coincident amb la porta de
I’ISFET, que defineix una cambra de mesura d’aproximadament 25 pl.

Figura 2.15: Esquema i fotografia de la cel-la per integrar I’ISFET en un sistema de flux. A/C.- Blocs de
metacrilat; B.- Junta de silicona perforada; D.- ISFET; E/F.- Entrada i sortida del flux.

Per tal d’analitzar mostres discretes, els ISFETs es van integrar en un sistema FIA
convencional mentre que per monitoritzar el procés d’intercanvi idnic a la columna es van
integrar en un sistema de flux continu (CFS). Per tal d’aconseguir, en cada cas, la millor
resposta es van optimitzar les condicions aixi com el disseny del sistema (Figura 2.16).

*= En el sistema (FIA) es va emprar una valvula injectora, per tal de definir el volum de la
dissolucid patrd i mostra que arriba al detector. Les mesures dels diferents parametres es
van fer per separat i es va emprar una dissolucio de sulfat sodic 0.33M per tal de d’ajustar

la forca i0nica.
* En el segon sistema (CFS) es va emprar una mesura simultania de pH, calci 1 potassi.

Una valvula selectora ens va permetre escollir la dissolucioé que arribava als detectors. Per
ajustar el pH de les mostres, es va emprar un canal addicional de Tris 0.05M a pH 7.5.
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Figura 2.16: 1.- Sistema FIA emprat per analitzar les mostres discretes de vi; II.- Sistema de flux continu per
controlar el procés d’estabilitzaci6 tartarica dels vins.

2.6 DISSENY I CONSTRUCCIO DE SONDES PER A L'APLICACIO EN
SOLS

Per tal d'introduir els sensors en el sol es va dissenyar inicialment un model de sonda forca
senzill, amb el que es van realitzar les primeres experiéncies. Aquest consistia en un
eléctrode selectiu d'ions de configuracié convencional allargat descrit en § 2.2.1.1 amb una
peca de metacrilat punxeguda al final per facilitar la insercid del sensor en el sol. El fil de
coure que actua com a referéncia es situa al voltant de la membrana de PVC.

Per aplicacions posteriors es va dissenyar una sonda que incorporava tres sensors. Es va
emprar dos tipus de tubs de PVC (un de 1,5 m de llargaria i 18 mm de diametre extern; un de
1.2 m de llargaria i 30 mm de diametre extern) tornejats en la part superior per tal d’enroscar
una T de PVC i taponats en la part inferior mitjangant una tap a pressio. Es van construir dos
tipus de sondes. La primera incorporava eléctrodes a una distancia tal que al enterrar la sonda
aquests estiguessin a una profunditat de 30, 60 1 90 cm respectivament. En el cas de la segona,
els sensors, un cop enterrats al terra, es situaven a una distancia de 15, 30 i 60 cm
respectivament. En la superficie del tub de PVC es van encaixar, fent un rebaixament, els
sensors. En la primera es van fer servir eleéctrodes de configuracié convencionals (descrits en
§ 2.2.1.1) mentre que en la segona es van fer servir eléctrodes de capa gruixuda (descrits en §
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2.2.2.1). En ambdos casos, les connexions es van fer passar internament per dins del tub per
tal de protegir-les de la humitat. Les connexions i soldadures es van aillar amb silicona i cola
térmica. La Figura 2.17 mostra fotografies de les sondes emprades en aquest treball. En el cas
de la primera sonda (ISEs) es solda un termopar en la part interior de la placa de coure per tal
de poder obtenir informacié de la temperatura del sol.

Figura 2.17: Fotografia de les sondes que incorporen tres sensors quimics a algades diferents. En la part superior
de la sonda es situa la caixa on s'instal-la la instrumentacié associada a la lectura, ampliacié i transmissio de les
dades. Detall de A.- termopar; B.- la placa de coure i I’ISE ; C.- del eléctrode de capa gruixuda.

2.7 MATERIAL EMPRAT PER A L’ANALISI DE MOSTRES DE SOLS
EMPRANT ELECTRODES TUBULARS

2.7.1 TRAMPES DE GASOS DE CAMP

Per tal de recollir I’amoniac (gas) resultant de la hidrolisi de la urea afegida al sol com a
fertilitzant, es van construir trampes de gasos instal-lables a camp. Aquestes estaven formades
per un cos cilindric de PVC de radi 10.5 cm, tancat per la part superior i obert per la part
inferior.A dins es situaven dues esponges empapades amb 100-120 ml d’una dissolucié acida
[32]. Les dissolucions que es van testar van ser: acid fosforic amb glicerina (50 ml d'acid 85% i
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40 ml de glicerina dissolts en 1 litre d’aigua) i Tris amb glicerina (50 ml de Tris 0.2 M a pH 7.5
140 ml de glicerina dissolts en 1 litre d’aigua).

L'interior del cos cilindric esdevé una trampa pels gasos amb caracter basic que emergeixen de
la superficie del sol. Transcorregut el temps de retencio (establert, pels diferents assaigs, entre
alguns dies 1 varies setmanes), es va recuperar la dissoluci6 de 1’esponja (i per tant I’amoni que
prové de la hidrolisi de la urea). La dissolucié es va diluir amb aigua destil-lada a un volum de
1I. La dissolucid resultant s’analitza mitjancant el metode de Kjeldahl (§2.8.5) i per
potenciometria. Per tal de simplificar més el disseny es va emprar trampes més petites que
contenien diposits amb 100 ml d’una dissolucié de caracter acid per retenir el gas amoniac.
Aquesta dissolucio evitaria I’etapa de tractament de les esponges per recuperar 1’amoniac.
Finalment, es van preparar trampes on el gas era aspirat i recollit en una solucid acida on s’hi
submergia un eléctrode d’amoni. En aquest cas, la lectura es va recollir en temps real amb
I’ajuda d’un registrador de paper. La Figura 2.18 mostra una fotografia de les trampes
emprades.

Figura 2.18: Fotografia de les trampes emprades per tal de recollir I’amoniac després. 1.- Trampes d’esponges; I1.-
Trampes d’aspiraci6; I11.- Trampes amb diposits.

2.7.2 SISTEMA DE FLUX

El sistema de flux emprat en 1’analisi de les mostres es detalla en la Figura 2.19. Incorpora un
canal portador (Tris 0.01M a pH 7.5), un canal condicionador del pH (hidroxid sodic 107 M)
aixi com un tercer canal de recollida del gas amoni difos a través de la cambra de difusié gasosa
(Tris 0.01M a pH 7.5 amb un fons de clorur amonic 107 M). Com a eléctrode de referéncia
s’empra un Ag/AgCl de doble uni6 (ORION 900200). Es van fer servir dissolucions de clorur
d’amoni com a patrons de calibratge (de 10 a 0.1 M) [33-35].
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Figura 2.19: Esquema emprat del sistema per a analitzar amoni. La mostra que conté amoni s’alcalinitza. El gas
amoniac alliberat i difos a través de la membrana difusora es recull en un canal portador, lleugerament acid.
Ampliaci6 de la cel-la de mesura amb eléctrodes de configuracio tubular. 1.-Peces de metacrilat; 2.- Cargols d’ajust;
3.- ISE tubular; 4.- Junta torica; 5.- Connexid FIA; 6.- Tubs FIA

2.8 METODOLOGIA D'AVALUACIO
2.8.1 FONAMENTS DE LA TECNICA POTENCIOMETRICA

El funcionament basic d’un eléctrode potenciometric d’estat solid es basa en la variacio del
potencial a la interficie de la membrana/dissolucié degut a la interaccié de 1’analit amb
I’element de reconeixement, que es troba formant part de la membrana. El potencial obtingut
¢s proporcional al logaritme de I’activitat de 1’16 segons la llei de Nernst (millorada per
Nikolskii-Eisenman):

E=E, * 0.059 log{ax + ZKf;mayZi}
n y

X

on E ¢és el potencial mesurat, Ej el potencial estandard 1 a, ’activitat del 16 principal al que és
selectiu el sensor (x), a, I’activitat del 16 interferent, n, la carrega del 16 principal, ny la
carrega del i6 interferent i K™ la constant de interferéncia entre el i6 principal i el interferent.
La membrana ¢és doncs la responsable de la resposta del sensor i de la selectivitat de
I’eléctrode. Es important destacar que el potencial de 1’eléctrode varia degut a canvis de
’activitat dels ions 1 no a variacions de concentracions. Aquesta €és una de les principals fonts
d’error en la mesura amb sensors doncs en la majoria de les aplicacions analitiques interessa
coneixer la concentracid de I’analit de la mostra i no pas I’activitat d’aquest. Per tal de

relacionar concentracio6 (Cs) i activitat (ai), Davies ens proporciona una equacié que inclou el

92



Capitol 2: Experimental

terme de coeficient d’activitat (y+), on a; = y+ - C.. Per tal de calcular el coeficient d’activitat
s’han proposat diferents equacions algunes de les quals es poden observar a la Taula 2.2. Cal
tenir present, pero, que cap de les equacions descrites fins al moment ens permet calcular el
coeficient d’activitat d’una manera definitiva, sobretot per a dissolucions concentrades [36].

Taula 2.2. Equacions per determinar el coeficient d’activitat derivades de la equacié de Debye-
Hiickel aixi com 1’equacio per determinar la forca ionica d’una dissolucio.

Equacié Comentari
1 —AxZ iz X ﬁ a ¢s el radi de I’i6 solvatat mesurat en angstroms; I és
ogy; = la forca ionica del medi; A i B son parametres que
"1+ BxaxAI ¢ P y

depenen del medi (a 25°C i en aigua valen 0.512 i
0.329 respectivament). El valor de C’ té en compte la
interaccio entre els ions i les molécules del dissolvent,

—Ax 7 ? x ﬁ ' essent millor per solucions més concentrades.
logy. =—’+(C xl)
" 1+ BxaxAI
1 C; i Z; sOn la concentracid i la carrega de totes les
2 . . . . .
I = E Z C,xZ, espécies ioniques presents a la dissolucio

A I’hora de treballar amb eléctrodes potenciometrics d’estat solid, s’han de tenir clares quines
son les perspectives d’us, les futures condicions de treball i la naturalesa de les mostres a
analitzar. Aquests tres parametres determinaran el grau d’exigeéncia i, per tant, quina ¢s la
tolerancia en les caracteristiques de resposta del sensor aixi com la metodologia de treball a
emprar per a analitzar les mostres.

2.8.2 CARACTERISTIQUES DE RESPOSTA D’ELECTRODES POTENCIOMETRICS

Tal i com s’ha comentat anteriorment, les caracteristiques de resposta del sensor determinaran
la seva utilitat. S’entén com a caracteristiques importants la sensibilitat, el limit de deteccid, el
rang lineal de resposta, la selectivitat, el temps de resposta i el temps de vida [36-38]. Per a
avaluar la resposta es van realitzar calibrats periodics addicionant, a 25 ml d'una dissolucid
aquosa, volums coneguts de solucions de concentracid coneguda, 0.01M, 0.1M i IM. La
Figura 2.20 mostra una corba de calibratge tedrica en abséncia i presencia d'interferents.
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Figura 2.20. Exemple teoric de la resposta ideal d’un eléctrode potenciometric. La corba representa la resposta
descrita per Nickolsky-Eisenman. Diferents zones de la corba de calibratge i limit de deteccid. Influéncia d’ions

interferents.
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Sensibilitat

Coincideix amb el valor del pendent de la recta de la zona nernstiana o lineal
obtinguda per minims quadrats. Per un 16 monovalent el valor tedric és de 59.16
mV/dec a 25°C.

Limit de deteccio

Segons les recomanacions de la IUPAC [39], es defineix com la concentracid a la qual
el potencial mesurat es desvia del potencial mitja de la regié no nernstiana en un
multiple arbitrari de I’error estandard. Experimentalment, aquest valor es pot obtenir de
la interpolacié de les rectes obtingudes en les dues zones del calibrat. El limit de
deteccid6 d’un sensor depén de diversos factors, perd son claus aquells que fan
referéncia a I’aspecte i composicid de la membrana. Per altre banda, el limit de deteccid
també depeén de la solubilitat del ionofor en la membrana, doncs quan menor sigui la
seva perdua cap a la dissolucid exterior millor sera la resposta.

Rang lineal de resposta

Interval de concentracions on es compleix la llei de Nernst i que coincideix amb la zona
nernstiana o lineal. Aquest rang esta limitat per dos valors extrems: el limit inferior de
resposta lineal (LIRL) i el limit superior de resposta lineal (LSRL). Per tal de
determinar aquest parametre amb precisio, cal treballar amb un elevat nombre de punts
al llarg del calibratge. En aquest cas, el nombre d'addicions realitzades i per tant el
nombre de punts obtinguts (durant la caracteritzaci6 en batch) va ser de 26-30 punts.
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Selectivitat

Cap clectrode selectiu a ions ¢és totalment especific, sind6 que la resposta és
principalment deguda a un i6 que anomenem principal. Coneixent els coeficients de
selectivitat dels principals ions interferents i les seves concentracions, es pot saber
quina ¢és la contribucié de I’interferent en 1’equacié millorada de Nernst. Quan més
petit és el coeficient menys contribucié interferent tindrem. Aquest parametre no és una
constant i depén de factors com ara la técnica emprada per calcular-lo, la historia de la
membrana i I’activitat de I’16 interferent durant 1’estudi.

Una forma de calcular experimentalment el coeficient de selectivitat és emprant el
metode de les solucions mesclades, que consisteix en mantenir (al llarg del calibratge
de I’i6 principal) una concentraci6 de 1’16 interferent constant. L’efecte que provoca un
10 interferent en la resposta del sensor es pot observar en la Figura 2.20.

Temps de resposta

La IUPAC defineix el temps de resposta per un sensor com I’interval de temps des de
que I’electrode de treball i I’eléctrode de referéncia entren en contacte amb la solucid
fins el moment en qué el potencial varia respecte el potencial estacionari en ImV. Si
tenim en compte que la relacié entre potencial i activitat és logaritmica, I’error de ImV
no ¢és el mateix pels diferents rang de activitats. Per aquest motiu, normalment
s’estableix el temps de resposta de ’eléctrode com el temps necessari per assolir el
95% del potencial en I’estat estacionari.

El temps de resposta depén de diferents factors relacionats tant en la forma de treball
com en I’aspecte de la membrana. En general s’obtenen millors temps de resposta
emprant membranes nitides i provocant canvis de concentracions de diluit cap a
concentrat. La ra¢ principal és que sobre la superficie de la membrana es produeixen
fenomens d’absorcié i desabsorcié que s’incrementen en membranes rugoses i que
dificulten el rentat de la superficie en cas que la solucio es dilueixi.

Temps de vida

Es defineix el temps de vida del sensor com aquell temps en que el sensor treballa
sense la perdua de les seves caracteristiques de resposta. Aquest valor dependra molt
del tipus de sensor potenciométric, de la naturalesa de la membrana, de 1’us del sensor,
de les condicions de treball i de la seva conservacio. Per tal de definir un temps de vida,
s’observa la variaci6é de parametres importants com la sensibilitat i el limit de deteccid.
Normalment, es considera una pérdua inacceptable de la sensibilitat si el pendent de la
zona nernstiana disminueix en un 20% del valor original.
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2.8.3 METODOLOGIA DE TREBALL EMPRANT SENSORS POTENCIOMETRICS

Per tal de con€ixer amb exactitud la concentracid6 d’una mostra, cal escollir el métode més
eficag per analitzar-la. Emprant sensors potenciometrics d’estat solid es poden escollir formes
diferents de treball: mesura directa, metode d’addicid estandard o per valoraci6. Al llarg
d’aquesta tesi s’han emprat les dues primeres 1 per tant es detallen breument.

« Potenciometria directa

Per tal de poder analitzar de forma directa una mostra cal que el sensor sigui lo suficientment
selectiu a 1’16 a analitzar. La matriu de la mostra i la dels patrons han de ser el més semblant
possible, essent la tinica variable entre elles 1’activitat de 1’16. El sensor es calibra emprant
patrons d’activitat coneguda i la interpolacido del potencial mesurat amb la mostra dona
I’activitat (o concentracid) d’aquesta.

Una forma d’automatitzar el procés d’analisi de mostres de forma directa és combinant la
deteccio potencimeétrica amb técniques de flux continu, com el FIA. La conjugacié d’ambdues
tecniques presenta nombroses avantatges ja que la resposta dels eléctrodes €s més rapida, el
limit de detecciod inferior i es poden evitar problemes relacionats amb la estabilitat (deriva) de
la mesura.

« Addicio estandard

La presencia en la matriu de la mostra d’especies, a part dels interferents, com proteines i
lipids, pot afectar al comportament dels eléctrodes aixi com pot deteriorar la membrana o
solubilitzar alguns dels seus components o influir de forma directa en el temps de vida del
Sensor.

Quan ¢s molt dificil reproduir la matriu de la mostra, ja sigui per qué no es coneix o per que
¢s molt complexa, una forma d’analitzar la mostra és mitjancant 1’addici6 estandard.
Inicialment, 1’eléctrode de referéncia i el sensor es submergeixen en un volum conegut de
mostra, anotant-se el potencial mesurat. S’addicionen petits volums d’un patré fins provocar
variacions de 40mV per ions monovalents. La representacié del valors (tal i com es mostra a
la Figura 2.21) permet calcular per extrapolacio la concentracié de la mostra.
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Figura 2.21. Determinacié de la concentracié d’una mostra emprant A.- potenciometria directa; B.- addicio
estandard.

2.8.4 METODOLOGIA DE TREBALL PER L’ANALISI D’IDENTIFICADORS DEL
GRAU DE MADURESA DE FRUITES

A partir de la fruita sencera es van realitzar les mesures de mido i textura [40-44]. Per tal de
determinar el nivell de mido, es va tallar la fruita horitzontalment en dues parts. Una d'elles es
va deixar en contacte amb una solucié de iodur-iodat durant 5 min. Les parts amb un alt
contingut de midé es coloren i I'index de mid6 s'obté comparant els colors obtinguts amb els
tabulats. Les mesures de textura es realitzen amb el penetrometre i son proporcionals a la
forca que cal efectuar per clavar-lo en la fruita uns 5 cm.

Les mesures de sucre i d’acidesa total es van realitzar a partir del suc que s’obté d’agafar 2
axials de 20 exemplars de fruites (d’una mateixa varietat i tractament), els quals son triturats i
filtrats. Part del suc s’empra per mesurar el sucre, 1’acidesa total aixi com el calci, potassi i
nitrat. La resta es va deshidratar 1 es va analitzar en el Laboratori Agroalimentari de Cabrils
(Cabrils, Barcelona). La determinacié de 1’acidesa total es realitza per valoracio
potenciométrica de 10 ml de suc amb NaOH 10~ M, fins a un pH de 8.1. El contingut de
sucre es determina mitjangant la mesura de l'index de refraccio (°Brix) del suc emprant un
refractometre.

Les mesures es van realitzar durant el més de setembre i octubre de 1999, a La Tallada (Mas
Badia, Girona) en pomes de les varietats Granny Smith, Smoothee i1 Fuji Chofu n°2. Per tal de
millorar la fermesa del producte final i evitar I’aparici6 de Bitter Pit i altres malalties de
conservacio, es va alterar la composicio del fertilitzant. Un total de 28 parcel-les de cultiu de
poma Smoothee (7 tractaments amb 4 repeticions cada un) van ser estudiades.
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2.8.5 METODE KJELDAHL

Per tal d’analitzar els nitrats de les mostres de sol aixi com per analitzar el contingut d’amoni
d’aquelles mostres obtingudes de les trampes de gasos, es va realitzar un Kjeldahl [45].

Les mostres de sol es van tractar de la segiient forma: 15 g de terra seca i tamisada es van
barrejar amb 50 ml d'aigua (agitacié constant de 150 rev/min durant 30 minuts). Després de
15 minuts de repos s'analitza 25 ml del sobrenadant. Els nitrits i nitrats de la mostra es van
reduir mitjangant l'addicié de H3;SO;, MgO i Zn. L'amoniac resultant de la reduccio es
destil-1a 1 es va recullir en 10 ml d'una solucié d'acid boric que ja contenia 1’indicador (barreja
de vermell de metil i blau de metil). La dissolucié es valora amb acid sulfuric 0.0025 M. La
primera destil-lacié d’amoniac correspon a la reducci6 de nitrits i un segon atac amb Zn ens
permetra reduir els nitrats.

Les mostres que provenen de les trampes de gasos varen ser analitzades, doncs 1’amoni que
contenen ¢€s proporcional al gas amoniac després del sol (resultes de la hidrolisi de la urea).
Aliquotes de la dissolucio es van tractar amb un excés de base (NaOH concentrat). L’amoniac
que s’allibera es va destil-lar i analitza d’idéntica forma que la descrita anteriorment per les
mostres de sol.
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Tal i com s’ha comentat en el capitol 1, I’is de sensors quimics ha experimentat un augment
important en el control de processos industrials, en 1’analisi clinic o en el camp
mediambiental, degut principalment a las avantatges que ofereixen respecte les técniques
estandards d’analisi. Alguns exemples en son la naturalesa del seu senyal, I's d’instrumental
economic i facil d’emprar (per tal de realitzar les mesures aixi com per construir els sensors) o
bé la versatilitat del disseny i de la configuracié dels sensors (adaptables en tot moment a
I’aplicaci6 en concret) que donen lloc a equips portatils, robustos 1 integrables en sistemes de
flux. Cal destacar també, que 1I’s de sensors ha permes pensar en la possibilitat d’obtenir
informacio6 en temps real i in situ.

Actualment, es comercialitza un gran nombre de sensors com a eines utils per millorar el
control de processos industrials, per monitoritzar parametres d’interés ambiental o
agroalimentari, per aprofundir en estudis a llarg temps i per controlar la qualitat de productes
(com poden ser els del sector alimentari). Parallelament a I’increment en nombre de
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fabricants 1 de tipus de sensors accessibles, s’ha incrementat també els nombre d’aplicacions i
el nombre de métodes de referéncia que inclouen 1'is d’aquests dispositius, essent els sensors
potenciometrics els més implantats.

Dins d’aquest context la comunitat cientifica resulta ser una peg¢a clau a I’hora de plantejar i
aprofundir en la recerca i el desenvolupament de nous tipus de sensors, essent el Grup de
Sensors i Biosensors un grup amb una amplia experiéncia i for¢a consolidat en aquest camp.
Les diferents linies d’investigacido que s’hi estudien donen lloc a sensors de naturalesa tant
diferents com els biosensors, genosensors, sensors optics i sensors potenciometrics. A 1’hora,
la integraci6 d’aquests dispositius en sistemes de flux continu automatitzables, tipus FIA, que
milloren la seva resposta i n’augmenten la seva robustessa ha donat lloc a analitzadors
comercials pel control de la qualitat d’aiglies superficials, com I’Aquanitra, I’Aquamonia o
I’ Aquatens (dissenyats conjuntament pel GSB i per ADASA SISTEMAS-AGBAR).

En aquest treball es planteja 1’as de sensors potenciometrics per tal d’obtenir dispositius de
mesura facils d’emprar, autonoms, de baix cost i instal-lables, a ser possible, in situ. Per
aquest motiu, tant els detectors desenvolupats com la instrumentacidé associada s’han
dissenyat per adaptar-se a aquests requisits, tenint molt present les particularitats de cada una
de les aplicacions estudiades.

Tot i que els treballs tenen entre ells un fil conductor clar, el desenvolupament i I’aplicacié de
sensors tant pel control de processos de produccid agricola com pel control de 1’impacte
mediambiental derivat d’aquests, tots son a I’hora diferents, doncs cada un d’ells presenta una
aplicacid en concret. En el capitol 2 els treballs s’han agrupat en funcié del tipus de sensor i
de I'instrumental i material emprat. Per tant, en aquest capitol es plantejaran les aplicacions
realitzades agrupades en els diferents articles que han donat lloc. La Figura 3.1 mostra un
esquema de les linies generals dels treballs aixi com el fil conductor que existeix entre ells.
Els treballs presentats a 1’annex d’aquesta tesi son:

Al Development of a photopolymerisable membrane for calcium ion sensors.
Applications to soil drainage waters.
Analytica Chimica Acta 426 (2001) 3-10
J. Artigas, A. Beltran. C. Jiménez, J. Bartroli, J. Alonso

AIl  Application of Ion Sensitive Field Effect Transistors based sensors to soil
analysis.
Computers and Electronics in Agriculture 31 (2001) 281-293
J. Artigas, A. Beltran, C. Jiménez, A. Baldi, R. Mas, C. Dominguez, J. Alonso
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ISFETSs
Optimitzaci6 de Sensors serigrafiats ISEs
membranes Al
|
Identificaci6  Estabilitzacio Control de Monitorit- Pérdua
varietats i tartarica en fertirrigacio zaci6 de d’urea en
analisi de nitrats en
SOL . \
FRUITES VINS C. HIDROPONIC SOL SOL
ATV A 11T ATl AV A VI
Industria agroalimentaria Agricultura

Figura 3.1: Esquema de les linies de treball i discussio dels resultats del capitol 3. AL, All, AlIll, AIV, AV, AVI
corresponen a la nomenclatura dels articles referenciats en I’ Annex d’aquesta memoria.

AIll  Development of a multiparametric analyser based on ISFET sensors applied to
process control in the wine industry.
Sensors and Actuators B89 (2003) 199-204
J. Artigas, C. Jiménez, C. Dominguez, S. Minguez, A. Gonzalo, J. Alonso

AIV  Analysis and identification of several apple varieties using ISFETSs sensors.
Talanta 59/6 (2003) 1245-1252
J. Artigas, C. Jiménez, J. Alonso

AV  Development of a screen-printed thick-film nitrate sensor based on a graphite-
epoxy composite for agricultural applications.
Sensors and Actuators B88 (2003) 337-344
J. Artigas, C. Jiménez, S.G. Lemos, A.R.A. Nogueira, A. Torre-Neto, J. Alonso

AVI Analisi de la pérdua de urea en sol mitjancant la integracio de sensors tubulars
d’amoni en un sistema d’injeccio en flux.
J. Artigas, A.R.A. Nogueira, J. Alonso
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La discussi6 global dels resultats es divideix en els segiients apartats:

Desenvolupament de sensors potenciometrics d’estat solid de calci emprant membranes
fotocurables.
En aquest apartat es discuteix 1’optimitzacié d’una membrana de calci emprant polimers
fotocurables. L’optimitzacio es dura a terme, en primer lloc, emprant eléctrodes selectius
d’ions i finalment es deposara la membrana optimitzada sobre la superficie silanitzada
d’un ISFET. S’avaluara les caracteristiques del sensor que s’emprara en aplicacions
posteriors.

Aplicacio d’ISFETs pel control de processos de produccio i processament
agroalimentaris i el seu impacte mediambiental.
Es descriuen les aplicacions dutes a terme amb ISFETs de calci, potassi, nitrats i pH per
I’analisi de soOls i substrats inerts, pel control de processos de vinificacio i per a la
identificacio i analisi de varietats de fruites.

Aplicacio de sensors tipus ISEs i Serigrafiats per a usos agricoles i mediambientals.
Es descriu 1’us de sensors tipus ISEs i1 Serigrafiats de nitrats i urea per 1’analisi de sols.
Es desenvoluparan sondes per ser instal-lades in situ aixi com es discutira un métode per
a determinar la pérdua d’urea del sol.

3.1 DESENVOLUPAMENT DE SENSORS POTENCIOMETRICS D’ESTAT
SOLID DE CALCI EMPRANT MEMBRANES FOTOCURABLES

El calci és un catié important dins de moltes de les funcions dels organismes vius (participa
en alguns sistemes enzimatics com a cofactor, intervé en el control de la transmissié neuronal,
en el metabolisme energétic o bé en la coagulacié sanguinia). Es per aixo, que els eléctrodes
de calci han estat des de sempre un dels sensors més estudiats i emprats en 1’analisi de
mostres tant diferents com els fluids biologics, les aigiies o bé el sols. Treballs com el de Ross
(1967) 1 el de Moody 1 Thomas (1974) [1-2] han derivat en eléctrodes comercials que es basen
en membranes amb matriu polimerica selectives a 1’16 calci situades en ’extrem d’un cilindre
que cont¢ la dissoluci6 de referéncia interna (CaCl, 0.1M).

L’aparicié d’eléctrodes selectius amb referéncia interna solida van oferir robustessa,
miniaturitzacio 1 la possibilitat d’obtenir diferents tipus de configuracions. En les ultimes
decades, les membranes de PVC desenvolupades pels ISEs s’han dipositat sobre altres
transductors com ara els ISFETs. Pero la baixa adheréncia d’aquestes sobre la superficie de
Si0; ha fet necessari 1’estudi d’alternatives que solucionin aquest problema. La substitucio del
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PVC per polimers fotocurables €s una de les alternatives amb més potencial degut a que
aquest material permet dissenyar métodes quasi-automatitzats de deposicié de la membrana,
compatibles amb la tecnologia microelectronica de fabricacié d’ISFETs.

Per tal de dissenyar una membrana (basada en una matriu polimérica fotocurable) que tingués
les caracteristiques de resposta adequades (sensibilitat, selectivitat, baix nivell
d’interferéncies, entre altres) es va optimitzar inicialment sobre els eléctrodes tipus ISEs
fabricats en el GSB (degut a la facilitat d’obtencid d’aquests). A partir de la formulacio
escollida, es van deposar i estudiar les membranes sobre els ISFETs.

3.1.1 OPTIMITZACIO DE LA MEMBRANA EMPRANT SENSORS TIPUS ISEs

L’objectiu de I’optimitzacioé és aconseguir una membrana amb unes caracteristiques idonies
per ’aplicacié que es vol fer. Com que, a la practica, es poc viable optimitzar la composicio
d’una membrana per a cada aplicaci6 s’escull una d’idonia per a usos generals, en funcio de
diversos parametres mesurables de qualitat com ara la sensibilitat, el limit de deteccio, el rang
lineal, el rang de pH de treball, el temps de resposta, la selectivitat i el seu temps de vida.

Es van preparar i deposar (§2.2.1.2) membranes de diversa composicid per tal d’avaluar la
influéncia del tipus de plastificant aixi com de les proporcions relatives de polimer,
plastificant i ionofor en la membrana. En tots els casos, es van preparar tres sensors de cada
un dels coctels sensors. Com a polimer es va emprar I’Ebecryl 270 (UCB), polimer diacrilat-
poliureta testat amb anterioritat en el Grup de Sensors i Biosensors pel desenvolupament de
membranes de potassi, nitrat, amoni, monocloracetat i tensioactius anionics, entre altres [3-
14]. Com a ionofor de calci es va emprar el bis-di(4-1,1,3,3-(tetrametilbutil)fenil)fosfonat, un
ionofor ampliament utilitzat pel desenvolupament de sensors per aquest i0.

Per tal de caracteritzar la resposta dels sensors, es van realitzar calibratges seguint el
procediment descrit en §2.8.2. En un inici, es va assajar diferents sals de calci aixi com
diferents medis de calibratge. Els resultats preliminars van permetre concloure 1'as de CaCl,
com a sal de calci (tal i com es podia preveure per la série de Hofmeister els nitrats son més
interferents que els clorurs) i Tris a pH 7.5 (0.01M) com a medi de calibratge. La Figura 3.2
mostra els resultats obtinguts.
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Figura 3.2: I.- Influéncia del medi de calibratge (o) Acetat sodic 0.05M a pH 5.5, (e) Aigua destil-lada, () Tris
0.0lMapH7.51 (MBorat 0.01M a pH 9.0, emprant CaCl, com a sal; II.- Influéncia de la sal de calci emprada
(D CaCl, i (o) Ca(NOj),, en Tris 0.01M a pH 7.5.

o FEleccio del plastificant

Donat 1’alt percentatge de plastificant en la membrana i la seva influéncia en les propietats
fisiques i quimiques d’aquesta, és imprescindible verificar la compatibilitat del plastificant
amb el polimer fotocurable emprat aixi com amb el ionofor. Es van assajar tres dels
plastificants descrits en la literatura pel desenvolupament de membranes de calci amb matriu
de PVC: el di-n-octilfenilfosfonat (DOPP), el tri-octilfosfonat (TOP) i 1’orto-
nitrofeniloctiléter (o-NPOE). La composicié de les membranes (en % en pes) va ser d’un
36.5% de prepolimer, d’un 56.5% de plastificant, d’un 4.5% de ionofor i d’un 2.5% de
fotoiniciador.

Es va poder observar com les membranes amb DOPP i TOP fotopolimeritzaben
adequadament mentre que les corresponents a o-NPOE no ho feien, tot i ser irradiades amb
UV durant més temps. Aix0 ens va permetre constatar que els grups nitro del plastificant o-
NPOE inhibeixen la fotopolimeritzacio [15]. Tot i no existir diferéncies significatives entre
les sensibilitats dels sensors DOPP i TOP, es va observar que els sensors amb TOP
presentaven un rang lineal de treball menor, pel que es va decidir optimitzar millor la
composicid de les membranes amb DOPP.

o Estudi de la resposta vers la relacio polimer/ plastificant/ ionofor

Un cop seleccionats els components de la membrana, es va estudiar i optimitzar la seva
composicid relativa. Aixi, es van determinar les caracteristiques de resposta de sensors
preparats amb membranes que contenien diferents proporcions de plastificant/polimer/
ionofor (Taula 3.1). Totes les membranes desenvolupades amb DOPP presentaven un aspecte
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brillant, homogeni i1 sense problemes d’adheréncia al suport conductor excepte les membranes
amb un 75.8% de plastificant (DOPP7) que presentaven un aspecte gelatinds i poc consistent.
Aquest fet es deu a I’alt percentatge de plastificant, que dona a la membrana una consisténcia
massa plastica i dificulta la polimeritzacié de I’oligdomer. Poques hores després de condicionar
aquests sensors, van aparcixer esquerdes en les membranes DOPP7, impossibilitant el seu us.
La resta de les membranes van polimeritzar sense cap problema. S’estudia la sensibilitat i el
rang lineal dels sensors durant tres setmanes per tal de decidir quina de les composicions
presentava millors caracteristiques de resposta. Les dades obtingudes es detallen a la Taula
3.1

Es va observar que per percentatges baixos de plastificant, 25.7% (DOPP1), la resposta
obtinguda era negativa, el que ens indica que a mesura que augmentem la concentracié de
CaCl, en la dissolucio6 de calibratge el sensor respon a anions i no pas a cations. En aquest cas
es pot observar 1’efecte de la permselectivitat del polimer: predomina la resposta del polimer
sobre la del ionofor, donant lloc a una baixa selectivitat a calci i a una alta afinitat pels ions
clorurs. Per percentatges superiors de plastificant la resposta dels sensors va ser positiva, tot i
que la influéncia del polimer també era present en la membrana DOPP2. En aquest cas,
I’efecte del polimer es reflexa en I’aparicié de pendents subnernstianes. La Figura 3.3 permet
observat la relacio entre el contingut de polimer 1 la resposta dels sensors. Tant sols per
continguts de plastificant al voltant de 57 — 69% (en pes) les respostes observades van ser
nernstianes (entre 25-29 mV/dec).

Taula 3.1 : Composici6 (% en pes) i caracteristiques de resposta dels sensors de calci emprant DOPP
com a plastificant. Sensibilitat com a mitjana de n mesures. L’error es calcula amb un 95% de confianga.

COMPOSICIO DE LA MEMBRANA

DOPP1 DOPP2 DOPP3 DOPP4 DOPPS5 DOPP6 DOPP7
Prepolimer 68.7 532 36.3 35.7 28.6 27.8 18.2
Plastificant 25.7 41.1 57.1 58.5 65.7 65.8 75.8
Fotoiniciador 2.0 2.2 2.2 24 2.1 2.1 24
Ionofor 3.6 3.5 44 34 3.6 43 3.6

RESPOSTA DELS SENSORS

Sensibilitat -13£8 12+2 26+5 29+3 21+2 27+4 -
(mV/dec) n=6 n=6 n=157 n=18 n=12 n=48

Rang lineal M)  10°-102 10°-10% 5-10° 8107 10°-5102 510°--10° 510° 8102 -

A T’hora, es va estudiar 1’efecte de la proporcié del ionofor, relacionant la resposta de les
membranes DOPP3-DOPP4 i DOPP5-DOPP6. Es va observar que les membranes amb un
contingut de ionofor al voltant de 4.3% (en pes) presentaven un rang lineal més ampli que les
membranes amb un contingut de ionofor al voltant d’un 3.5% (en pes).
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Figura 3.3: Resposta dels sensors de calci amb diferents composicions de membrana;

percentatge de - prepolimer, m DOPP, - Irgacure 651 il:l ionofor.

Fins al moment, les millors caracteristiques de resposta les oferien les membranes DOPP3 i
DOPP6, membranes amb un contingut de plastificant comprés entre un 57-69% (en pes) i un
contingut de ionofor d’un 4.3% (en pes). Si més no, per tal d’optimitzar millor la composicid
de la membrana, es va fer un estudi més exhaustiu d’aquests eléctrodes avaluant 1’efecte del
pH i de diferents interferéncies, el temps de resposta i el temps de vida.

3.1.1.1 Influéncia del pH

La determinaci6 del marge util de pH en el qual es pot treballar amb les membranes és una
caracteristica important, atés que sovint les mostres a analitzar tenen pHs forga diferents.
L’estabilitat de la resposta enfront del pH s’avalua mitjancant els diagrames potencial/pH
anomenats de Reilley. En aquest cas, les membranes DOPP3 i DOPP6 presentaven una
estabilitat similar davant del pH. En tots els casos, les oscil-lacions del potencial no variaven
en més de 2-4 mV al voltant del valor mig, en I’interval de pH comprés entre 3.51 9. Per a
altes concentracions de H' aixi com per altes concentracions de OH™ apareix una alteracié del
senyal del sensor provocada tant per 1’efecte interferent d’aquests ions com per la variacio
induida de la for¢a ionica de la dissolucio.

3.1.1.2 Estudi d’interferéncies

Pensant en aplicacions futures, és important coneixer el grau d’interferéncia d’altres cations
en la resposta subministrada per la membrana de calci. Per aquest motiu, es van determinar els
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coeficient de selectivitat per a diferents cations mitjangant el métode de les solucions
mesclades. A la Taula 3.2 es mostren els valors mitjos dels coeficients de selectivitat
(expressats com a logKP®), obtinguts pels sensors DOPP3 i DOPP6, respecte a alguns dels
cations més habitualment presents en mostres.

Donat que aquestes constants poden variar en funcid de 1’Gs a que estan sotmeses les
membranes i del temps de vida d’aquestes, es va estudiar I’evolucié de les K** amb el temps.
Es va observar com transcorreguts 4-5 mesos d’is continuat dels sensors, els coeficients de
selectivitat obtinguts van ser del mateix ordre que a I’inici de I’experiment (Figura 3.4),
confirmant I’estabilitat de les membranes i la limitada exsudacio d’aquesta.

Taula 3.2 : Coeficients de selectivitat expressats com log K™ pels
sensors DOPP3 i DOPP6. Cada valor correspon a la mitja de tres

valors.
16 interferent M DOPP3 DOPP6
K 0.1 3.4 3.4
Na' 0.1 3.1 3.2
NH," 0.1 -3.0 3.2
Mg** 107 2.0 -1.4
Fe** 0.1 -3.0 3.1
NG 0.1 -1.5 -1.4
Zn* 0.1 3.0 3.0
Cu* 0.1 -1.6 -1.5
Mn** 0.1 2.5 2.6
5
4
&
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Figura 3.4: Evolucié amb el temps dels coeficients de selectivitat pel sensor DOPPG6; (e) potassi; (o) sodi; (M)
amoni; ([) magnesi.
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3.1.1.3 Temps de resposta dels sensors

El temps de resposta es defineix com el temps necessari per tal d’assolir un 90% de la
resposta final estacionaria quan es provoca un salt controlat de concentracid. No es van
observar diferéncies significatives entre el valors obtinguts respecte els sensors DOPP3 i
DOPP6, oscil-lant en tots els casos en 1 minut.

3.1.1.4 Estudi del temps de vida

Una caracteristica que cal destacar, en funcié del tipus d’aplicacido que es pretén donar al
sensor desenvolupat, és el temps de vida. Es important que les membranes desenvolupades
siguin robustes i tinguin un temps de vida adequat per viabilitzar la seva aplicacié en mesures
continues durant llargs periodes de temps. L’evolucid de les dades de calibratge, sensibilitat i
limit de deteccid, permet obtenir informacid sobre ’estat de la membrana. Una disminuci6 del
pendent de la recta de calibratge aixi com un augment del limit de deteccié son simptomes de
deteriorament de la qualitat de la resposta del sensor i limitaran el seu temps de vida. Per tal
d’avaluar I’efecte que pot tenir la metodologia d’emmagatzematge dels sensors en el temps de
vida, es van guardar uns sensors en sec i els altres en una solucid 10° M de CaCl,. Els
resultats obtinguts, al llarg dels més de 8 mesos que va durar I’estudi, no van demostrar
diferéncies significatives entre els eléctrodes DOPP3 i DOPP6 aixi com no es van observar
diferéncies pel fet d’emmagatzemar els eléctrodes en sec o en humit. A la Figura 3.5 es pot
observar la variacié de la sensibilitat i el limit de deteccid per les tres unitats del sensor
DOPP6.

60 7
8 1
1\>3 45 6 o
=) grengp et b H1
£ 2 % o o __Ho|
:_'g B 5 B ] s
= R °©
2 ge® H2 S .
C
()] | -
” 15 4
0 ‘ ' ‘ 3 I I T
0 100 200 300 0 100 200 300
Temps (dies) Temps (dies)

Figura 3.5: Evolucié del valor de la sensibilitat i del limit de detecci6 per a tres unitats del sensor DOPP6 (0,0)

guardats en solucié 107 M de CaCl, i (®) guardats en sec. H1 i H2 corresponen a les mitjanes pels eléctrodes
guardats en humit i S per 1’eléctrode guardat en sec.
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3.1.2 CARACTERITZACIO DELS SENSORS TIPUS ISFETs DE CALCI

La deposicié d’una mateixa membrana en dispositius de naturalesa diferent, com son els ISEs
1 els ISFETs, pot alterar lleugerament algunes de les caracteristiques de resposta dels sensors.
Parametres com el temps de resposta i el temps de vida poden veure’s notablement afectats.
Els gruixos de membranes deposades sobre dispositius tipus ISFETs son molt més petits que
els obtinguts amb ISEs, alterant notablement el temps de resposta. La naturalesa diferent de la
superficie de I’epoxy-grafit i la superficie silanitzada dels ISFETs, provoca que I’adheréncia
en una o altre es degui principalment a raons fisiques (rugositat) o quimiques (enllagos
covalents) fent possible alteracions en el temps de vida dels sensors. Per aquest motiu, tot i

haver caracteritzat la resposta dels ISEs, amb les membranes, cal avaluar les caracteristiques
de resposta dels ISFETs (§2.2.3.1).

L’estudi amb ISEs no va permetre obtenir diferéncies significatives entre les membranes
DOPP3 1 DOPP6 de forma que ambdues es van deposar sobre ISFETS, caracteritzant-se tres
unitats per membrana. La Figura 3.6 mostra calibratge emprant diferents medis ionics i sals de
calci per un dels DOPP3-ISFETs. A I’igual que amb els ISEs, es va escollir el CaCl, com a
sal de calci (doncs presentava una menor interferéncia respecte els nitrats) i el Tris a pH 7.5
(0.01M) com a medi i0nic per tal de caracteritzar la resposta dels sensors.
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Figura 3.6: Resposta dels ISFETSs per a determinar I) Influéncia del medi de calibratge (e) aigua, (o) Tris 0.01M
apH 7.5 (M) Borat 0.01Mm a pH 8.5. IT) influéncia de la sal de calci (W) Ca(NO3), i (o) CaCl,.

De I’estudi de les caracteristiques de resposta (sensibilitat, rang lineal i limit de deteccio) aixi
com de I’estudi de la influeéncia del pH i d’interferéncies es va concloure que no hi havien
diferéncies significatives entre les dues membranes deposades sobre el nou transductor.
Tampoc es van observar diferéncies entre els ISFETs emmagatzemats en sec o en humit.
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L’ tnica diferéncia observada va ser el temps de vida, essent molt superior 1’obtingut amb la
membrana amb un contingut major de prepolimer. Aquest fet permet suposar que la
copolimeritzaci6 del prepolimer amb els grups metacrilats de la superficie silanitzada dels
ISFETs es la responsable de la major adheréncia. La Taula 3.3 mostra els parametres de
resposta dels ISFETs.

Taula 3.3 : Caracteristiques de resposta dels ISFETs DOPP3-ISFET i
DOPP6-ISFET conservats en sec i dins d’una solucié 10°M de CaCl,. Els
errors s’expressen amb un 95 % de confianga i per n mesures.

DOPP3-ISFET DOPP6-ISFET
Sensibilitat (mV/dec) -26 £ 1 (n=60) -26 £ 1 (n=27)
Rang lineal (M) 7-10°-8-10 9-10°-8-107
pLp 53+0.1 51402
Rang de pH 35-10 4-9
Temps de vida (mesos) 9-10 3-4
Coeficients de selectivitat log Kpor
I6 Concentracio (M)
K" 0.1 -3.1 -2.8
Na' 0.1 -2.8 -2.6
NH," 0.1 -2.6 -2.5
Mg** 10° -1.9 -1.3

3.2 APLICACIO DE SENSORS TIPUS ISFETs PEL CONTROL DE
PROCESSOS DE PRODUCCIO I PROCESSAMENT AGROALIMENTARI
I EL SEU IMPACTE MEDIAMBIENTAL

L’objectiu principal d’aquest subcapitol és desenvolupar dispositius sensors capagos de ser
aplicables en el camp agroalimentari aixi com en 1’estudi de ’impacte ambiental d’aquest
tipus d’industria. Per aquest motiu, ISFETs de pH, calci, potassi i nitrats (amb membranes
fotocurables) van ser emprats en tres aplicacions lo suficientment diferents com per
comprovar la versatilitat dels sensors. Les aplicacions van ser:

1 Aplicacido d’ISFETs de pH, calci, potassi 1 nitrats en 1’analisi de sols 1 cultius inerts.

2 Aplicacié d’ISFETs de pH, calci i potassi en la monitoritzacié del procés d’estabilitzacid
tartarica de vins.

3 Aplicacio d’ISFETs de calci, potassi 1 nitrats en 1’analisi 1 identificacié de diverses
varietats de fruites.
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3.2.1 APLICACIO D’ISFETs EN SOLS I MEDIS INERTS

Les noves tendencies, tant en agricultura extensiva com en intensiva, estant generant la
necessitat d’implantar nous métodes d’analisi que garanteixin mesures rapides, continues,
selectives 1 a poder ser in situ. En el cas concret d’analisi de sols, les perspectives de futur
s’encaminen cap a 1"is de sensors capagos d’establir o definir mapes de distribuci6 i
d’evolucié dels nutrients essencials [16-20]. Igualment les noves tendéncies de futur en el
disseny d’hivernacles tamb¢ demanen 1’Us de sensors, essent en aquest cas 1’objectiu principal
tenir millor controlat el procés global de fertilitzacié [21-23].

Els ISFETs ofercixen uns avantatges que els fan atractius com a sistemes generadors
d’informacié. La seva resposta rapid a la possibilitat d’automatitzar la deposici6o de la
membrana i acoblar-la com un pas més de fabricacié i la drastica reduccio del cost degut a la
seva fabricacid massiva en soén un exemple. Per aquest motiu, es van testar ISFETs de pH,
calci, potassi i nitrats en sol i en medis inerts (turba i perlita).

3.2.1.1 Caracteristiques de resposta dels sensors emprats

Membranes fotocurables de potassi i nitrats (optimitzades préviament en el Grup de Sensors i
Biosensors [3,7,8]) juntament amb membranes de calci van ser deposades sobre la superficie
dels I’'ISFETs (§2.2.3.1). La seva composicio i les caracteristiques de resposta dels ISFETs
desenvolupats es mostren a la Taula 3.4.

Taula 3.4: Composicié (% en pes) de les membranes fotocurables de calci, potassi i nitrats. Caracteristiques de
resposta dels ISFETs desenvolupats aixi com de I’ISFET de pH emprat.

Composici6 de les membranes

Calci Potassi Nitrats pH
Prepolimer Eb270/HDDA 38.4 | Eb270/HDDA 48.4 | Eb270/HDDA 34.7 i
Plastificant DOPP 55.1 |DOS 46.4 TOP 59.4 -
Fotoiniciador Irgacure 2.4 Irgacure 2.3 Irgacure 2.0 -
Tonofor TMBPhPP 4.1 Valinom. 2.3 TOA 3.9 -
Additius - KTpCIPhB 0.6 - -

Caracteristiques de resposta

Sensib.(mV/dec) -26.5 -55.7 62.6 54.1
Rang lineal (M) 7-10°-8-107 7:10°-0.1 2.3:10°- 6107 2-12
Limit deteccié (M) 10° 4-10” 10° -
Rang de pH 35-10 35-8 2-11 -
Temps vida (mesos) 9-10 7 >77 9
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3.2.1.2 Electrode de referéncia

L’eléctrode de referéncia emprat fins al moment presenta una série de desavantatges
importants quan es pensa en aplicacions de sensors en camp com ara poca robustessa i un alt
cost. El fet de tenir una dissoluci6é de referéncia interna liquida, redueix la possibilitat de
miniaturitzacié de nous dissenys i implica un manteniment constant de 1’eléctrode.

Per I’aplicacio6 prevista, era necessari 1’as d’un eléctrode de referéncia amb un manteniment
minim (amb una freqliéncia superior a 15 dies) i que presentés una configuracié la
suficientment robusta, senzilla i economica com per integrar-lo en la cel-la de mesura
desenvolupada. Es van estudiar diferents propostes tal com un fil de coure submergit en
CuCly, un fil de plata recobert amb AgCl, un fil de plati i Its d’un fil de coure. Va ser aquesta
ultima la que es va escollir degut als resultats més que acceptables obtinguts aixi com la seva
facilitat d’obtencio i baix cost.

El potencial que oferira el fil de coure dependra en gran part del potencial redox del sol, el
qual depén de diferents factors com el pH i la temperatura, factors forca estables en un sol. En
les condicions tipiques del sol, ambients humits i en preséncia de dioxid de carboni, les
espécies termodinamicament més estables sén el Cu®", el CuO, i Cu(COs),, espécies que
donen lloc al recobriment verdos/blavds del fil de coure enterrat. Aquest recobriment apareix
al cap d’unes hores i estabilitza el potencial subministrat per I’eléctrode tot i que no és fins al
cap de dos dies quan es pot considerar aquest com a constant.

Es va fer un estudi comparatiu entre la resposta del fil de coure, amb la superficie polida, vers
la d’un eléctrode comercial (ORION 90-00-02) tant en dissoluci6é aquosa com en un sol.

= Ambdoés van ser introduits en una dissolucié aquosa de CuCl, 0.1M i es va enregistrar el
potencial mesurat (Figura 3.7-A). Es va observar que la deriva, després d’un temps
d’estabilitzacié d’unes 4-5 hores, va ser de 0.12 mV/h.

= Ambdoés van ser enterrats en el sol i es va enregistrar el potencial mesurat. Igualment es va
observar la necessitat d’un periode d’estabilitzacidé d’unes 2-3 hores (Figura 3.7-B). La
deriva observada va ser de 0.4 mV/h

La deriva observada pot ser corregida. En el cas d eles mesures en el sol, ’augment del valor

de deriva no es pot atribuir Unicament al comportament del coure, doncs en aquestes
condicions no es coneix si el ORION és un bon eléctrode de referéncia.
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3.2.1.3 Avaluacio de la resposta dels sensors en el sol

Es va avaluar la resposta obtinguda amb els sensors quan aquests estaven inserits en el sol i
s’addicionaven dissolucions de 1’analit de concentraci6 diferent dels ions estudiats. Per aquest
motiu es van enterrar els sensors, per separat, emprant la cel-la comentada en § 2.4. La Taula
3.5 mostra un recull del procediment emprat.

b[0]=-13.90 mV
b[1]=8.32¢-3 mV/min
b[0]=-70.42 mV/ r 2=0.999997
b[1]=1.99e-3 mV/min
r2=0.965

Potencial (mV)
5 3

b[0]=-21.68 mV
b[1]=0.071mV/min

A 25 r2=0.828 B

b[1]=0.016 mV/min
1210977

0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000

Temps (min) Temps (min)

Figura 3.7: Evolucio del potencial en el temps mesurat entre un fil de coure i un eléctrode ORION (amb
referéncia externa 0.1M de KCI). A: dissolucid 0.1M de CuCl,; B: terra humida.

Es va observar en tots els casos que ’addicio al sol d’una dissolucid de 1’analit estudiat
provocava un canvi coherent en el potencial mesurat el qual s’estabilitzava al cap de 30 — 40
minuts. A la Figura 3.8 es mostra un registre obtingut per 'ISFET de potassi on s’observa
com 1’addici6 d’aigua produeix un augment del potencial 1 I’addicié de KNO3 una disminucid
del potencial. El temps d’estabilitzaci6 del senyal quan s’addiciona aigua €s aproximadament
de 30 minuts mentre que I’addicié d’una solucié concentrada provoca una estabilitzacid més
rapida del senyal (menys de 10 minuts).

Taula 3.5: Procediment emprat per tal d’avaluar el correcte funcionament dels ISFETs en sol .

Calci Potassi Nitrats pH

Calibratge extern | Cada mati els ISFETSs es calibraven seguint metodologia exposada en § 2.7.2
Inserci6 dels ISFETSs en el sol durant 9 hores. Addicio de 30-40 ml de
dissoluci6 en intervals de 3-4 hores.

- CaClL0.1M - Aigua - Aigua - Fertilitzant pH

Inserci6/Mesures/ |- Aigua - KNO;0.1M - KNO;0.1M 8.2

Addicio - CaCL0.1M - Aigua - Aigua - Aigua

dissolucié - Tamp6  Tris
0.0lIM a pH
7.6

Extraccio Extraccio i rentat amb aigua destil-lada per eliminar impureses que queden

adherides a la porta i a les membranes
Calibratge extern Calibratge extern per avaluar I’efecte del medi en la resposta del sensor
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Figura 3.8: Resposta de 'ISFET de potassi en el terra durant la irrigacié amb diferents dissolucions.

Finalment es van testar els 4 ISFETs simultaniament i es van addicionar 100 ml de les
segiients dissolucions (Figura 3.9): dissolucié a pH 7 amb CaCl, 10° M i KNOs 10”° M;
dissolucié a pH 7 amb CaCl, 10° M i KNO; 10™ M; dissolucié a pH 3 amb CaCl, 0.1M i
KNOs; 0.1M; NaOH pH 12; aigua.
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Figura 3.9: Resposta en terra dels ISFETs de calci, potassi, nitrats i pH durant I’addici6 de diverses

dissolucions.
M iKNO; 10° M;
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A: dissolucié a pH 7 amb CaCl, 10° M i KNO; 10° M; B: dissolucié a pH 7 amb CaCl, 107

C: dissolucié a pH 3 amb CaCl, 0.1M i KNO; 0.1M; D: NaOH pH 12; E: aigua; F: aigua.
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Els resultats obtinguts ens permeten observar:

- La resposta del sensor de pH no varia notablement tot i addicionar solucions de pH molt
diferents. Aquest efecte es deu a la forta capacitat amortidora del sol.

- L’addici6 de dissolucions de concentracions 10 M i 10° M de calci, potassi i nitrats no
provoquen una variacio important en la resposta dels sensors. Aquest efecte es deu a que
la concentraci6 de calci, potassi i nitrats del sol emprat és superior a 10~ M, doncs aquest
ja havia estat fertilitzat amb anterioritat.

- L’addici6é d’una dissolucié de concentraciéo 0.1M, superior als nivells de calci, potassi i
nitrats del sol, provoca una variacidé notable i coherent del senyal, el que confirma la
existéncia d’una bona relacio entre la concentracié de I’analit en el sol i el senyal mesurat.

- L’addici6 d’aigua demostra la reversibilitat de la resposta dels sensors. El fet de que no hi
hagi un retorn a la linia base inicial per tots els ions €s degut a que el rentat amb 100 ml
d’aigua no és del tot efectiu. S’observen diferéncies entre els cations estudiats: el rentat és
més facil per ions nitrat (especie més soluble) mentre que els ions potassi i en especial els
ions calci queden fortament retinguts en el sol (espécies més retingudes), essent necessari
altres rentats amb aigua.

3.2.1.4 Estudi de la deriva del senyal dels ISFETs

La deriva és un dels problemes intrinsecs de tot tipus de sensor i, davant la possibilitat de
realitzar mesures in situ, és important con¢ixer la magnitud d’aquesta per tal d’introduir les
correccions oportunes en els programes d’adquisicio i tractament de dades.

Es conegut que els ISFETs presenten una deriva important durant les primeres hores de
funcionament en dissolucié aquosa pero, després d’un determinat temps, aquesta disminueix i
es fa constant, aproximadament 1mV/h. Per a avaluar la deriva dels ISFETs en el terra es va
mesurar el potencial dels sensors durant 22 hores (emprant el fil de coure com eléctrode de
referéncia).

Es va confirmar que, pel cas de I'ISFET de pH, la deriva inicial de les dues primeres hores era
de 3 mV/h aproximadament i que després s’estabilitzava a 1mV/h. El temps d’estabilitzaci
de la deriva disminueix amb I’is dels sensors, de forma que després de setmanes d’us el
temps disminueix de 2 hores a aproximadament de 15 minuts. La Figura 3.10 mostra la
resposta d’un ISFET aixi com la resposta corregida d’aquest.

D’igual forma que amb I’ISFET de pH, s’estudia el senyal dels ISFETs de calci, potassi i

nitrats. Tots van presentar una deriva positiva d’uns 3-5 mV/h durant les dues primeres hores
de funcionament, tot i que posteriorment s’estabilitzava en 1-1.5mV/h. A diferéncia del pH,
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que ¢és un parametre més estable en terra, és dificil atribuir quina part del senyal correspon a la
deriva o a la variaci6 propia del medi. Per tant, es pot concloure que per a major autonomia
dels sensors (menys freqiiéncia de calibratge) es podria fer una correccidé per software del
potencial de sortida amb el temps corresponent a ImV/h.
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Figura 3.10: (e) Resposta de ’ISFET de pH i un fil de coure enterrat en el sol durant 20 hores. ([) Resposta
aplicant un factor de correccié de ImV/h.

3.2.1.5 Estudi del temps de vida de les membranes en el sol

Degut a que el sol és un medi forca agressiu, es va estudiar si aquest afectava, amb el temps, a
la membrana i en conseqiiéncia a la resposta dels sensors. L’evolucidé de la sensibilitat
(calibratge) dels sensors i 1’observacié periodica de I’aspecte de la membrana donen
informacio sobre 1’estat d’aquesta. Tres sensors de calci, potassi, nitrats i pH van ser inserits
al sol, on van romandre durant dos mesos. Amb una freqiiéncia de 12 h es mullava el sol amb
30 — 40 ml d’una dissolucid fertilitzant. Passades 6 h del rec, els sensors s’extreien i es
calibraven externament.

Es va observar que durant els dos mesos d’estudi, la sensibilitat dels sensors de pH, calci i
potassi era propera a la nernstiana (53 = 1 mV/dec per I'ISFET de pH; -32 £ 4 mV/dec per
I’ISFET de calci; -52 + 2 mV/dec per 'ISFET de potassi). Aquests valors permeten confirmar
el bon funcionament dels sensors i la no interaccid del medi amb els components de la
membrana. L’aspecte d’aquestes va ser bo, tot i que s’observa ’aparicié de ratllades en les
seves superficies (possiblement degut a fregaments amb la cel-la), Figura 3.11. No es va
observar el despreniment de les membranes, el que indicava una bona adheréncia d’aquestes.
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Els resultats amb les membranes de nitrat no van ser tant bons, doncs a partir de la tercera
setmana d’estudi la sensibilitat va disminuir notablement respecta la sensibilitat inicial (62 + 4
mV/dec), indicant la pérdua de components de la membrana.

Figura 3.11: Fotografies on s’observa I’aspecte de les membranes (ratllades i restes de terra) I) Fotografia
enfocant a la superficie de la membrana IT) Fotografia enfocant a la porta de I'ISFET.

3.2.1.6 Analisi de mostres reals

Per tal d’avaluar I’efecte de la matriu, es van realitzar inicialment dos tipus de calibrats: els
descrits en § 2.7.2 i calibrats utilitzant com a fons una mostra de sol. L’objectiu d’aquest
estudi era determinar si la matriu del sol afectava al calibrat. Es va rentar un sol amb aigua per
tal de garantir que les concentracions de calci, potassi i nitrats eren menyspreables. A 12 g del
sol rentat i1 assecat, es van addicionar volums (0.01, 0.1, 0.5, 1 1 5 ml) de KNO; i CaCl, 1M
per tal d’obtenir 5 solucions de concentracié coneguda i amb un fons que incorpora la matriu
del sol. No es van observar diferéncies significatives entre els calibrats realitzats amb els dos
metodes, senyalant que la interpolacio de valors de potencial de mostres en ambdues rectes
hauria de ser el mateix.

Es van analitzar mostres del cultiu de rosers. Aquests es regaven cada 3 dies amb un
fertilitzant que contenia (per cada 2 1) 2.40g de nitrat d’amoni, 10.11g de nitrat potassic, 1.84
g de sulfat de magnesi, 15.3 g de nitrat de calci, 200 pl d’acid nitric concentrat, 170 ul d’acid
fosforic, 20 ml de clorur de ferro (III) 0.1M 1 1.5 ml de sulfat de zinc 0.1M. Després de
calibrar els sensors i de situar-los en la cel'la, aquesta es va enterrar primer en terra i després
en el substrat inert. Passats 40 minuts de la inserci6 de la cel-la amb els sensors es mesura el
potencial, per triplicat, en intervals de 5 minuts. Els valors s’interpolaven en la recta de
calibrat i es realitza una mitjana de les mesures obtingudes. Finalitzades les mesures en terra,
la cel-la i els sensors es van rentar amb aigua i es situaven en el cultiu inert. Els resultats
s’obtenen d’idéntica forma. Els valors s’exposen a la Taula 3.6.
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Per tal de comparar els resultats obtinguts es van analitzar mostres del sol i del substrat inert

amb metodes estandards [24-26]. Totes les mesures es van realitzar per triplicat. Els métodes

classics emprats es detallen a continuacio:

Mostres del sol

Per tal de mesurar el pH, 10 g de terra es varen dissoldre en 50 ml d’aigua destil-lada. La
pasta resultant es deixava reposar unes tres o quatre hores abans de mesurar el pH amb un
eléctrode de vidre.

Per tal de mesurar el calci, es pesaven 10g de mostra i es realitza una extraccié amb 25ml
de NH4Cl1 0.1M. La dissoluci6 s’agita un parell d’hores i, finalment, es centrifuga a 2500
rpm durant 15 minuts. El sobrenadant es determina complexiomeétricament.

Per tal de mesurar el potassi i els nitrats, s’obtenien mostres de la dissoluci6 aquosa del sol
emprant una bomba (GILSON Minipuls3) que aspira un mil-lilitre de dissolucié aquosa.
Aquest es va diluir en 50 ml i s’analitza el potassi per espectroscopia d’emissié atdmica
(FES) i els nitrats per espectrofotometria. Per les mesures de potassi, les mostres es van
guardar en vials de vidre a pH 2, amb acid nitric i a la nevera. El blanc per fer les mesures
d’absorcio6 es realitza amb aigua destil-lada a pH 2 i es guarda a la nevera igual temps
que les mostres.

Mostres de substrat inert (25% perlita- 75% turba)

Per tal de mesurar el pH, I’eléctrode de vidre era submergit directament en el cultiu.

Per tal de mesurar el potassi i els nitrats s’opera d’idéntica forma que en el cas de les
mostres de sol. En aquest cas, I’analisi de la dissolucid aspirada també inclou 1’analisi
complexiometric de calci.

Taula 3.6a: Mitjanes dels resultats de pH obtinguts amb un 95% de confianga per I’analisi in situ amb
I’ISFET de pH i I’eléctrode de vidre per mostres de terra i substrat inert (25%perlita-75% turba).

Data Mesures en sol Mesures en substrat inert
ISFET Eléctrode de Vidre ISFET Eléctrode de Vidre

4-6-97 6.1£0.2 6.7+04 53+0.2 5.0+0.1
9-6-97 5.8%£0.3 6.9+0.3 6.49+0.03 5.1%0.1
13-6-97 7.00 +0.05 7.34+0.07 6.5+0.1 4.96 + 0.03

16 -6-97 6.79 +0.09 74+0.1 6.55+0.04 4.83 £0.04
18-6-97 6.27+0.07 7.3+0.2 52+0.2 49+0.2
Resultats Fealcutaga = 1.5 tealculada = 5.14 Featculada = 6.9 teatculada = 3.35
estadistics Fiabulaga = 9.605 tiabulada = 2.77 Fiabuladza = 9.605 tiabulada = 2.78
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Taula 3.6b: Mitjanes dels resultats de calci obtinguts amb un 95% de confianga per 1’analisi in situ amb ’ISFET
de calci i per ’analisi complexiométric de mostres de terra i substrat inert (25%perlita-75% turba).

Data Mesures en sol Mesures en substrat inert
ISFET M.Complexiometrica ISFET M.Complexiomeétrica

4-6-97 - 1.97-102 £2-10™ 0.014 £8-10° 0.0133+ 10"
9-6-97 1.26:10%+1-10™ 1.55:10% +3-10™ 1.4:10° £2-10* 8.21-10° £ 6107
13-6-97 3.9-10° + 510" 6.3-10° + 610" 248107 £ 4-107 6.4-10° + 10
16 -6-97 3.3-10° +6-10™ 74107 +2-10™ 3.2:10° + 10™ 5.6:10° +5-10™
18-6-97 1.3-10° + 510" 1.7-10% + 4-10™ - -
Resultats Featcutada = 1.29 tealculada = 3.16 Fatcutada = 2.97 tealculada = 2.35
estadistics Fiabulada = 15.44 tabulada = 3-18 Fabulada = 15.44 tabulada = 3-18

Taula 3.6¢c: Mitjanes dels resultats de nitrats obtinguts amb un 95% de confianga per 1’analisi in situ amb

I’ISFET de nitrats i valors obtinguts de mostres de terra i substrat inert (25%perlita-75% turba) per
espectrofotometria.

Data Mesures en so0l Mesures en substrat inert
ISFET Espectrofotometria ISFET Espectrofotometria

4-6-97 1.5-10° £ 5107 2.4:107 4.1-10° £3-10” 1.8:107
9-6-97 3.0102+4-10° 3.1:10? 2.7:102+ 310 1.8-107
13-6-97 1.0-10% £ 5-10” 3.0-107 3.2:10°+3-10” 1.8:107
18-6-97 2.7-10° £ 5-10” 1.8:107 - -
Resultats Featcutada 2.50 teatculada = 0.85 Falculada (cespectr. =0) tealculada = 3.74
estadistics Fiabulada = 15.44 tiabulada = 3-18 Fiapulade = 15.44 tabulada = 4.3

Taula 3.6d: Mitjanes dels resultats de potassi obtinguts amb un 95% de confianga per 1’analisi in situ amb
I’ISFET de potassi i valors obtinguts de mostres de terra i substrat inert (25%perlita-75% turba) per FES.

Data Mesures en sol Mesures en substrat inert
ISFET FES ISFET FES

4-6-97 1.4-102 8107 3.9-107 9:10° + 107 6.6:107
9-6-97 1.0-102£ 8107 5.6:10° 1.4-10°+ 107 5.9-107
13-6-97 3.8:102+£8:10° 6.5:10° 3.3:102£3-10° 6.1:107
16-6-97 1.410%+7-10° 5.6:10° 1.6:10%+ 107 59107
18-6-97 4-10°+ 107 4.7-10° 8.0-10°+9-10* 6.0-107
Resultats Fatcutada = 100 Fatcutada > 100

estadistics Fabulada = 9.605 Fabulada = 9.605
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Per tal de comparar les dades obtingudes es va realitzar el test t de les diferéncies o prova t per
parelles aixi com el test de les variances, les dades del qual es detallen a cada taula. Les
conclusions que s’obtenen de ’estudi son:

L. El caracter inert de la perlita no tampona el pH de la dissoluci6 fertilitzant tal i com ho
fa el sol. Tot i que el fertilitzant és acid, el pH mesurat en el terra és practicament
neutre mentre que el pH del cultiu hidroponic és lleugerament acid (tant si el pH és
mesurat amb I’'ISFET com amb 1’eléctrode de vidre). Tot i obtenir-se resultats del
mateix ordre i amb exactituds comparables, tal i com demostra el test F, el test t de les
diferéncies confirma que existeixen diferéncies significatives entre els resultats
obtinguts amb I’ISFET i ’eléctrode de vidre. Aquesta diferéncia, que és més gran en
el cas del sol, pot ser deguda a que les mesures no es realitzen exactament en la
mateixa mostra. En un cas es mesura directament la dissolucié aquosa del sol i en
I’altre és mesura un extracte.

II. El test F i t de les diferéncies confirma que no existeixen diferéncies significatives
entre les exactituds i els resultats obtinguts per calci 1 nitrats amb els dos méetodes, tant
pel cas de les mostres de sol com de substrat inert. La bona correlacid entre les dades
obtingudes amb els ISFETs de calci i nitrats i les mesures obtingudes amb els metodes
estandards ens confirma el bon funcionament dels sensors aplicats.

II.  Pel cas de les mesures amb potassi, el test F mostra que existeixen diferéncies
significatives entre I’exactitud dels dos metodes, amb el que és impossible aplicar el
test t. Els resultats obtinguts amb els ISFETs son, per norma general, mitja década
superior als obtinguts per FES.

Els resultats obtinguts amb ISFETs permeten confirmar la viabilitat d’emprar aquests sensors
en I’analisi de sols, essent possible 1’obtencié d’informacié valida de la concentraci6 de la
dissolucid aquosa del sol en temps real. Els resultats demostren 1’enorme potencial d’aplicacid
d’aquests sensors per a la monitoritzacid in situ 1 en continu de processos de fertilitzacio.
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3.2.2 APLICACIO D’ISFETs EN LA MONITORITZACIO DE PROCESSOS DE
VINIFICACIO

Dins dels processos de vinificacid, una etapa important és I’estabilitzacio tartarica dels vins.
L"s de resines d'intercanvi ionic per tal d'estabilitzar vins blanc o negres es presenta com una
alternativa als processos classics de refredament, doncs permet 1’automatitzacié del procés
tractant grans quantitats de vins en continu i en temps real. D’aquesta forma s’eliminen els
desavantatges dels processos actuals, que no garanteixen 1’estabilitzacid total en les ampolles
comercials, i a més requereixen d’una etapa final de filtracié (que eleva el consum de temps i
de personal). L’Us, pero, de resines de bescanvi idonic va acompanyat d’una série de normes
que obliguen a un control major del procés. En concret, els vins que es tracten mitjangant
resines han de mantenir el seu color original, no poden tenir concentracions d’anions majors
de 10 mg/l, no poden tenir concentracions menors de cations metal-lics de 300 mg/l i no
poden rebaixar el pH final del vi per sota de 3.0 (essent la diferéncia maxima entre el vi
original i el tractat de 0.3 unitats de pH) [27].

Degut a que els vins en brut es troben saturats en tartrats de potassi i calci principalment i que
les resines emprades bescanvien principalment aquests cations per ions H', els detectors més
utils per controlar aquest procés son sensors de calci, potassi i pH. La Figura 3.12, mostra un
esquema per implementar analitzadors en la linia de procés per tal de controlar la recirculacid
de les fraccions de vi (fins el punt optim d’obtencié d’un vi estabilitzat) i detectar el punt de
saturacio d ela resina.
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Figura 3.12: Disseny del muntatge a escala pilot del procés d'estabilitzacio tartarica de vins mitjancgant resines
d'intercanvi cationic. VNE: Vi no estabilitzat; AM: Analitzador multiparamétric; B: Bomba; V: Valvula; RIC:
Resina d’intercanvi cationic; VNER: Vi no estabilitzat i recirculat; VE: Vi estabilitzat.
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3.2.2.1 Estudi de ’efecte de la matriu

Un dels aspectes més critics en aplicar els sensors en vins €s comprovar que la matriu
(sobretot I’etanol) no afecta a cap dels seus components. Per aquests motiu, i sabent que el
prepolimer base de les membranes i 1’encapsulant és soluble en etanol abans d’irradiar-lo, es
va avaluar si un medi hidroalcoholic (saturat en bitartrat) afectava a les caracteristiques de
resposta dels sensors. Quatre unitats de cada sensor es van submergir en una dissolucio al
15% d’alcohol etilic i saturada amb 1400 ppm de bitartrat potassic, realitzant-se calibratges
periodics al llarg de set mesos, tal i com es detalla en § 2.8.2.

Pels ISFETs de pH, un estudi realitzat al llarg de set mesos demostra que a partir del cinque
més els sensors comengaven a tenir corrents de fuita elevades, degut a la degradacio de
I’encapsulat i a 1’entrada de dissoluci6é a la interficie encapsulant-ISFET. Malgrat tot, la
sensibilitat es va mantenir estable durant els set mesos. Es pot establir, per tant, en cinc mesos
el temps de vida dels sensors. La Figura 3.13 mostra I’evoluci6 de la sensibilitat dels sensors
avaluats en els primers dos-tres mesos de 1’estudi.
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Figura 3.13: Evoluci6é de la sensibilitat pels sensors de I.-calci, II.- potassi i III.- pH, conservats en una
dissolucié al 15% d’etanol i 1400 ppm de bitartrat potassic.

3.2.2.2 Analitzadors de potassi, calci i pH en mostres discretes de vi

Per tal de verificar I’aplicabilitat del sistema multiparamétric en I’analisi automatitzada
rutinaria de mostres discretes de vins, es va emprar el sistema de flux descrit en § 2.5.2.
Préviament, es va escollir la dissolucio condicionadora, el cabal i el volum d’injeccié amb els
que calia treballar.
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Dissolucio condicionadora

Els vins tenen una conductivitat de 900-1500 puS/cm, valors que oscil-len molt en funci6 de la
varietat, I’edat 1 de si son vins blancs o negres. Per tal de no tenir problemes amb les
diferéncies de conductivitat de les mostres aixi com tampoc entre patré/mostra, es va escollir
una dissoluci6é condicionadora d’una conductivitat 10 vegades superior a la de les mostres.
Aquesta dissoluci6 asseguraria també una bona conductivitat eléctrica entre I’eléctrode de
referéncia 1 ’electrode de treball. Per tal d’escollir la sal a emprar, s’havia de mirar que el
catio i I’ani6 que la formen siguin lo menys interferents possibles en les mesures de pH, calci
1 potassi. El sodi és un catié poc interferent pels tres casos i seguint la s¢rie de Hofmeister
I’ani6 menys interferent de tots és el SO42'. Per tant, la sal escollida va ser el sulfat sodic
0.33M (13000 pS/cm).

Cabal

El cabal ¢és un parametre que, a I’igual que el volum d’injeccid, influeix en la dispersido que
pateix la mostra i afecta a 1’algada dels pics. Cabals petits provoquen dispersio gran doncs la
mostra resideix durant més temps en el sistema. Cabals grans, pero, provoquen que la mostra
circuli molt rapida donant lloc a poca interacci6 entre la mostra i el sensor. Es van avaluar
diferents cabals (0.5, 1, 2, 3 ml/min) essent el millor de tots el de 0.5 ml/min.

Volum d’injeccio

El volum d’injecci6 és un parametre clau que afecta molt al nivell de dispersid/dilucié que pot
patir la mostra en el sistema de flux i a més defineix el temps d’interaccié d’aquesta amb
I’eléctrode. En principi quan més gran sigui aquest volum més gran sera el senyal obtingut,
perd també es tindran temps d’analisi més grans degut a que el temps de rentat sera més gran.
Es van avaluar volums d’injeccié de 75, 100, 330, 500 1 750 ul essent I’escollit de 500ul.

Despres d’optimitzar els diferents parametres, es van realitzar calibrats dels electrodes per tal
d’analitzar mostres de vins blancs i negres. A la Figura 3.14 es mostra un calibrat d’un ISFET
de potassi. Tot 1 que el rang lineal de treball no és el més oOptim, aquest inclou les
concentracions tipiques de les mostres a analitzar.

Part dels vins analitzats, tant per potenciometria com pels altres métodes estandards, van ser
estabilitzats mitjancant el metode tradicional de refredament. Les dades es detallen a la Taula
3.7. Es pot observar com les dades obtingudes amb els diferents métodes, per un mateix
analit, son del mateix ordre 1 no s’observen diferéncies entre vins estabilitzats o no. El test F
va concloure que no existien diferéncies significatives entre les precisions dels métodes 1 el
test t que no existien diferéncies significatives entre les mesures realitzades amb metodes
diferents. Aixo confirma el bon funcionament dels sensors tipus ISFETs per I’analisi de vins.
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Figura 3.14: Corba de calibratge d’un ISFET de potassi. Dissoluci6 condicionadora: sulfat sodic 0.33 M; Cabal:
0.5 ml/min; Volum d’injecci6: 500 pl.

Taula 3.7: Valors de pH, calci i potassi de diferents mostres de vi blanc (B) i negre (N) estabilitzats (VE) i sense
estabilitzar (VNE). EV: Electrode de vidre; FES: Espectroscopia d’emissio atomica; AAS: Espectroscopia
d’absorcid atomica. Valors obtinguts al aplicar el test F i el test t de les diferéncies, per a un 95% de confianga.

pH K" (M) Ca’" (M)
ISFET EV ISFET FES ISFET AAS
BINE 3.30 3.29 0.020 0.029 0.0030 0.0036
B2NE 3.23 3.15 0.015 0.026 0.0025 0.0023
B3E 3.24 3.16 0.009 0.025 0.0018 0.0016
B4E 2.94 2.99 0.008 0.024 0.0016 0.0021
NSE 3.66 3.69 0.031 0.044 0.0012 0.0023
N6E 421 4.09 0.024 0.036 0.0015 0.0016
N7NE 3.67 3.71 0.041 0.041 0.0013 0.0019
NSNE 3.88 391 0.063 0.061 0.0002 0.0004
NIE 3.59 3.57 0.026 0.040 0.0013 0.0019
Resultats | Fealcutada: 1.050; Fiabutada: 3-179 | Feateutada: 2-078; Fraputada: 3-179 | Feateutada: 1.100; Fraputada: 3-179
estadistics | tealeulada: 0-875; tiabulada: 2.31 | tealculada: 1.463; tiabulada: 2.31 | teatculada: 0.98; tiabutada: 2.31
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3.2.2.3 Deteccio del punt de saturacio de la resina

L’objectiu principal d’aquest estudi ¢€s determinar el punt de saturaci6 de les columnes
emprades per estabilitzar el vi. Es van dissenyar i construir dues columnes, § 2.5.1, a través de
les quals es va fer recircular vi fins saturar la resina. Aquest punt es determina pel canvi brusc
de la concentraci6 d’ions del vi que elueix de la columna. Aquest canvi és detectat amb 1's
d’ISFETs de pH, calci i potassi (§ 2.5.2 ). La Figura 3.13 mostra un resultat teoric de la
monitoritzacié del pH del vi eluit al llarg del temps. Inicialment, el vi hauria de tenir la
mateixa composicié que el vi sense tractar, de forma que el seu pH hauria de ser, més o
menys, de 3.3-3.5. Rapidament s hauria de produir un canvi brusc en la composicio6 del eluent
degut a I’intercanvi de cations per protons, disminuint notablement el pH aixi com la
concentracié de metalls alcalins com sodi, calci o potassi. Finalment, la saturacié de la resina
hauria de provocar que no es bescanviin més cations, essent el vi que elueix igual que el vi
normal. Aquesta variacid de les concentracions i el pH determinen el punt de saturacio tot i
que caldra definir unes condicions per tal de quantificar-lo (doncs la saturacié és gradual i no
sobtada).

pHy 1

pH

to t, t,
Temps

Figura 3.15: Corba teorica d’evoluci6 del pH amb el temps del vi que elueix de la columna. A: Elueix vi sense
tractar; B: Inici del bescanvi de cations; C: Estabilitat del vi eluit; D: Saturacid de la resina; E: Elueix vi sense
tractar.

Prototip de laboratori: sistema de monitoritzacio

A diferéncia de ’apartat anterior on I’interés principal és analitzar el contingut de certs ions
en el vi, en aquest apartat es tracta de monitoritzar el comportament de la resina per tal de
determinar el moment de regeneraci6 d’aquesta. Per aquest motiu, es va pensar treballar en un
sistema de flux molt més senzill (§2.5.2). Seqiiencialment es van fer passar, cada tres minuts,
mostres de vi pel sistema monocanal, corresponents a vi sense tractar (que I’emprarem com a
linea base) i vi eluit de la columna (que emprarem per monitoritzar el comportament de la
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resina). Tot 1 que el potencial mesurat per ’ISFET de calci i1 potassi responia coherentment al
pas d’una o altra mostra es va observar una clara dependéncia, en ambdds casos, respecte al
pH. Aquesta dependéncia es manifestava amb una certa deriva del senyal en passar el vi eluit
(pH 2.5). La variaci6 del senyal, molt més aguda en el cas de calci, es deu a I’efecte del pH
sobre els sensors que tenen un rang de treball de pH optim de entre 3.5 — 10. Per tal de
minimitzar aquest efecte, es va treballar amb un sistema bicanal (que es detalla en § 2.6.1). La
incorporacié d’un canal addicional (tamp6 Tris 0.05M a pH 7.5), posterior a la mesura del pH,

que ajusti el pH de la mostra (al voltant de 4) eliminava aquest efecte, tal i com mostra la
Figura 3.16.
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Figura 3.16: Efecte del pH en la mesura de calci i potassi. Correccid de 1’efecte emprant Tris 0.05M a pH 7.5.

En el cas del pH, no es van observar cap fet singular. La Figura 3.17 mostra els resultats

obtinguts pels tres sensors en el sistema de flux, on van ser necessaris més de 12 litres de vi
per tal de saturar la columna.
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Figura 3.17: Resposta dels sensors en el sistema de flux. A: calci; B: potassi; C: pH per (---) el vi sense tractar i
per (-) el vi que elueix de la columna. Deteccid del punt de saturacié de la columna (SC).

Prototip de planta pilot: sistema de monitoritzacio

Per validar el funcionament del sistema en condicions reals, es va muntar una planta pilot a
I’INCAVI emprant una columna d’acer inoxidable amb una capacitat 25 vegades superior a
I’emprada al GSB. El volum necessari per saturar la resina va ser superior a 250 1. En aquest
cas, la freqiiencia de pas de les mostres va ser de 2 minuts, passant vi normal i vi eluit pel
sistema de flux bicanal. Al finalitzar la determinacié de la saturacié de la columna, es van
passar dissolucions patrons (0.05M de CaCl, i KNO; a pH 4; 0.005M de CaCl, i KNO;3 a pH
7) per tal de calibrar els sensors i determinar la concentraci6 dels diferents analits en el vi.

Les Figures 3.18 i 3.19 mostren els resultats obtinguts en un dels experiments. Es pot observar
que el punt de saturaci6 pels tres ions €s semblant i es pot determinar amb certa exactitud. El
calibratge final tenia com a objectiu congixer ’eficacia de la retencidé de la columna. Els
resultats van permetre concloure que la resina és més eficag en la retencid del potassi doncs
les concentracions d’aquest i0 passen de ser 9.1-10° M en el vi a 7.0-10°M en el vi que elueix
de la columna. L’existéncia de quasi 3 ordres de magnitud entre ambdues concentracions
confirma la bona capacitat de retencio de la resina. En el cas del calci, aquesta retencioé no és
tant efectiva doncs el bescanvi de protons per calci es veu desplacat pel bescanvi de protons
per potassi, degut a les concentracions inicials de cada un dels ions. En concret, pel calci les
concentracions disminueixen de 9.3-10*M a 1.4-10*M, una diferéncia de tant sols un ordre de
magnitud.

Finalment, el pH del vi eluit (pH de 2.2 mesurat amb I'ISFET i de 2.18 mesurat amb
I’electrode de vidre) era més acid respecte el del vi normal (pH de 3.2 mesurat amb I’ISFET i
de 3.27 mesurat amb 1’eléctrode de vidre). Es va observar com les mesures realitzades amb
ISFET o amb eléctrode de vidre donaven diferéncies de pH entre els vins normal i eluit d’una
decada de pH. Les sensibilitats dels eléctrodes de calci, potassi i pH van ser de —29, -33 1 49
mV/dec respectivament. Tot i que els valors del pendent d’aquests son lleugerament inferiors
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als teorics son forga acceptables després d’estar treballant en condicions extremes durant més
de 8 hores. A més, en aquest cas no cal tenir una gran precisié de la mesura per tal de poder
monitoritzar el comportament de la resina, essent els valors obtinguts forca acceptables.
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Figura 3.18: Resultats obtinguts al monitoritzar potassi (A) i calci (B) del vi (---) sense tractar i () ’eluit de la
columna. Al final de I’experiéncia es van calibrar els ISFETs fent passar dues dissolucions de concentracio
0.05M de CaCl, / KNO; i 0.005M de CaCl, / KNOs.
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Figura 3.19: Monitoritzaci6, amb un ISFET de pH, del vi (---) sense tractar i () I’eluit de la columna. Al final
de I’experiéncia es van calibrar I’'ISFET fent passar dues dissolucions tampo6 de pH 7 i 4.
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3.2.3 APLICACIO D’ISFETs EN L’ESTUDI I IDENTIFICACIO DE DIFERENTS
VARIETATS DE FRUITES

Les diferents varietats de fruita es diferencien entre elles pel seu aspecte exterior aixi com pel
seu valor nutricional. Aquests pero, oscil-len molt dintre d’una mateixa varietat degut al grau
de maduresa de la peca. El contingut de sucre i midd, I’acidesa i la fermesa, juntament amb
altres parametres fisics 1 quimics, com el contingut de cert nutrients, determinen la maduresa
de la fruita i, en conseqii¢ncia, el seu valor nutricional. Actualment, per tal de determinar el
grau de maduraci6 es realitzen mesures visuals (aspecte, color, olor, pes) en camp i I’analisi
de sucre, mido, acidesa i fermesa en petits laboratoris [28-33], normalment dins de les finques
d’explotacid, que permeten obtenir més informacié per establir el moment optim de
recol-leccio. La possibilitat de poder mesurar altres parametres (com calci o potassi) ajudarien
a establir millor I’estat de maduraci6 de la fruita.

L’objectiu principal de I’estudi va ser establir relacions amb les mesures realitzades amb els
ISFETs (tant in situ com en el suc de les fruites) i els metodes establerts com estandards, per
tal d’obtenir metodes alternatius o complementaris de resposta rapida que permetin seguir el
procés de maduraci6 aixi com la identificacio varietal i nutricional de fruites.

En primer lloc, es va avaluar la possibilitat de realitzar mesures directament en fruites. Els
ISFETS, juntament amb el fil de coure, es van inserir fins a una profunditat de 1 —1.2 cm de la
superficie de 10 pomes de tres varietats diferents. Els resultats obtinguts es van comparar amb
els trobats mesurant el suc (metode addicid estandard, § 2.8.4) obtingut de les mateixes peces
analitzades in situ. Les mitjanes de les mesures, aixi com les desviacions associades a aquests
valors es mostren a la Taula 3.8. Es va establir que no existien diferéncies significatives entre
les mesures que es van realitzar de forma directa en la fruita aixi com les que es van realitzar
per addicio estandard a partir de 1’analisi del suc.

Per tal de comprovar si els nivells d'ions mesurats in sifu permeten identificar la varietat de
pomes, ISFETs de potassi 1 nitrat, préviament calibrats, es van clavar, juntament amb
I’eléctrode de coure, a 10 pomes de les varietats Granny Smith, Smoothee 1 Fuji Chofu n° 2.
Els valors obtinguts s’interpolaren en les rectes de calibratge realitzades amb anterioritat. La
mesura permet obtenir la concentraci6 dels ions lliures en la mateixa carn de la fruita. Els
resultats obtinguts aixi com els de index de sucre i mido de les 30 pomes analitzades es
detallen a la Taula 3.9.
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Taula 3.8: Mitjanes i desviacions estandards (95% de confianca) de la concentracié de nitrat i potassi obtinguts
a partir de la mesura in situ dels ISFETs i a partir de I’analisi del suc per addici6 estandard. Es van analitzar 10
pomes, a partir de les quals s’obté el suc, de cada varietat i es van realitzar n addicions estandards. Valors del test
Fit.

In situ Addicio estandard Estadistica
NO; K" NOy K" NO; K'
Granny 1.910°+3:10*  32:10%2+510° [1.210°£510* 26107 £410° |Fcue.2.03  Feye 5.02
Smith c=4.710" 6=7310° 6=3.310" 6=3.2103 Frap: 1447 Frg:8.90
(n=10) (n=10) (n=4) (n=Y5) Teale: 2.68 Teare: 1.73

Trap: 2.18 Tran: 2.14

Smoothee 51104+ 7-10°  1.6:102+310° [5.010*+3-10*  1.7-102+2:10° |Fcae:1.927  Feye 16.81

6=72103 c=4.110" c=110" c=1.010" Frap:5.715  Fru,;39.40
(l’l = 10) (n = 10) (Il = 3) (l’l = 3) Teale; 0.17 Tear: 0.38
Trap: 2.18 Trap: 2.18
Fuji Chofu |[3.7-10*+ 6107 510% £ 1-10™ Fea: 1.09
n°2 6=9.4107 =910 Frap; 14.47
(n = 10) (1’1 = 4) Teale: 2.16
Tran: 2.18

Taula 3.9: Valors de I’index de sucre (SC, °Brix) i midé (MD, index de regressio del midd) per 10 fruites de les
varietats Granny Smith, Smoothee i Fuji Chofu n°2. Concentracions (M) obtingudes amb ISFETs de nitrat i
potassi in situ (1 — 1.2 cm de profunditat). Errors d’interpolacié amb un 95% de confianga.

Granny Smith Smoothee Fuji Chofu n°2
SC MD NO; (M) K" (M) SC MD NO; (M) K" (M) SC MD NO;™ (M)
136 5 27104310 00140008 | 17 6 1.01-10°£3:10° 0.011+0.008 | 164 9  3.7:10*+4-10°
13 6 14810°+3-10° 0.03£0.001 | 17.6 7  1.01-10°+3-10° 0.01440.009 | 17 9  43-10"+3:10°
124 5 14810°£410° 0.0340.001 | 162 9  7.1-10*7-10° 0.014+0.008 | 15.8 10 3.8:10*+510°
124 6 1.78:107+£3-10° 0.025£0.008 | 152 10  58-10%+3-10° 0.013£0.008 | 172 10 2.9-10*+3-10°
12 6 261-110°£3:10° 0.028+0.008| 14 10  5.810*+3-10° 0.015+0.008 | 182 9  4.3-10%+3-10°
128 5 22:10°+2:10% 0.026£0.008 | 16.8 9  4.2-10%+3-10°  0.024+0.009 | 162 10 3.4-10*+3-10°
122 5 1510°£3-10* - 17 8 4610310 0.019+0.008 | 154 9  2.510%t410°
11.8 6 1551073107 - 15 10  4.610%*3-10° 0.019+0.008 | 184 10 4.5:10%+£3-10°
13 6 1.7710°+3-10° 0.039£0.008| 15 8  6.0-10%£3-10° 0.01140.008 | 174 9  53-10"*+3-107
11 6 1.90-10°+£3-10° 0.039+0.008| 16 9  5.0-10*3-10° 0.018+0.008 | 16 9  2.3-10%+£3-10°

La representacidé radial de les dades normalitzades (veure Figura 3.20) permet observar
diferencies significatives entre les varietats, sobretot entre la varietat Granny Smith i les altres
dues. Per observar millor si existien diferéncies significatives entre les varietats es va fer un
analisi de components principals, PCA [34]. Aquest analisi es va dur a terme per les tres
varietats emprant tant sols les variables sucre, mido i concentracid de nitrats degut a la falta de
valors de la concentracid de potassi per la varietat Fuji Chofu n°2. La representacio dels valors
obtinguts es mostren a la Figura 3.21.
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Figura 3.20: Representacio dels valors normalitzats de sucre, midd, nitrat i potassi, per les varietats de pomes
Granny Smith, Smoothee i Fuji Chofu n°2.

L’analisi factorial (tres components) va senyalar que les contribucions dels components
principals 1, 2 1 3 a la varianga total explicada van ser d’un 85.7%, 10.5% 1 3.8%
respectivament. Aquest fet ens permet concloure que la separacié entre varietats és deguda
principalment al component principal 1, tal i com també es pot observar a la Figura 3.21. De
I’analisi de la matriu de components pel component principal 1 s’obté que el sucre té un
coeficient de 0.889, el mid6 de 0.931 i els nitrats de —0.957. Aquestes dades ens permeten
observar que la contribucid dels tres parametres és forga similar concloent que les tres
variables participen per igual en la variable varietat. Per tal de millorar la discriminacio entre
varietats s’hauria d’augmentar el nombre de mostres, sobre tot per la varietat Fuji Chofu n°2 i
Smoothee.
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Figura 3.21: Resultats de 1’analisi de components principals per les varietats (o) Granny Smith, (0) Smoothee i
(v) Fuji Chofu n°2.
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Finalment, es van emprar els sensors com a eina per a la realitzacié dels estudis agronoms
dirigits a la millora dels processos de produccio en base a la composicid dels fertilitzants
emprats. La experiéncia pretenia establir una relacio entre la composicié del fertilitzant i la
fermesa de les pomes de la varietat Smoothee. Un total de 28 parcel-les de pomers van ser
tractades, entre el setembre de 1998 i 1’agost de 1999, amb fertilitzants amb concentracions
variables de calci. Es va analitzar el suc fresc de les pomes mitjangant addici6 estandard (amb
ISFETs de calci, potassi i nitrats) aixi com el suc deshidratat per métodes estandards en el
Laboratori Agricola de Cabrils. L’analisi per separat de les mostres va permetre comparar els
resultats obtinguts per ambdos métodes. També es van analitzar altres parametres com duresa,
contingut de sucre i mido i acidesa total sense observar-se diferéncies significatives en funcid
del fertilitzant emprat. La Taula 3.10 recull les dades obtingudes.

Taula 3.10: Valors de fermesa, mido, sucre i acidesa total (A.T) pels diferents tractaments aplicats en els
pomers de la varietat Smothee. Les mesures son mitjanes de 4 valors i ’error s’expressa en un 95% de

confianca.
Tractament Aplicacions %CaO p/v  ml/hl per Fermesa Mido Sucre A.T.
/dies aplicacio

1 testimoni 6.1£0.3 8.4+0.7 14.1£0.3 4.0+£04
2 7/15 17.36 1000 6.0£0.2 82+0.7 14.310.3 42£0.6
3 13/10 17.36 1000 63+0.3 82+0.2 14.910.5 42105
4 7/15 43.00 500 541 83103 14.9+0.6 43104
5 13/10 43.00 500 6.2£0.6 82103 14.5+£0.7 42+0.7
6 7/15 43.00 1000 62+0.9 83+0.8 14.4£0.9 4.0£0.6
7 13/10 43.00 1000 6.1+£09 8.1+£0.5 15+1 41104

Fermesa: Kg; Midé: Index de regressio; Sucre: index de refraccié (°Brix); Acidesa total: (g d’acid malic/l).

Tampoc les mesures realitzades amb els ISFETs i amb els métodes estandards van permetre
diferenciar entre els diferents tractaments de fertilitzacio aplicats als arbres fruiters (Taula
3.11). Tant sols es va observar una relacié entre la concentracid de nitrats i els diferents
tractaments emprats (continguts més alts de nitrats en dosis de 43 %CaO 1 freqiiencies de 13
aplicacions en 10 dies). Es important destacar que les mesures obtingudes amb els ISFETS i
amb els metodes estandards no sén comparables degut a que, tot i que mesuren la mateixa
mostra, no mesuren el mateix contingut. Cal destacar dues diferéncies importants: els ISFETs
mesuren la concentracié d’ions lliures de la mostra mentre que els metodes estandards
mesuren la concentracid total d’aquests; la concentracid6 mesurada amb els sensors fa
referéncia a una dissolucidé aquosa mentre que la dels métodes estandards normalment és
refereix al contingut de les cendres de la mostra.
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Taula 3.11: Mitja dels valors obtinguts de ’analisi de cadascun dels sucs (20 pomes) de les 4 parcel-les
tractades amb el mateix fertilitzant. Els errors es calculen amb un 95% de confiancga. El suc fresc €s analitzat pel
métode potenciomeétric mentre que el suc deshidratat és analitzat pels métodes estandards.

Meétodes Estandards Meétode Potenciométric
Tractament Nt % Ca 1 (mg/g) K 1 (mg/g) NO; (mg/l) Ca (mg/l) K" (mg/l)
1 0.2140.03 0.54(8) £ 0.08 189 +33 74+ 12 56+8 700 = 80
2 0.25%0.06 0.58(8) £ 0.08 205 + 36 74+ 12 52+8 660 £ 80
3 0.224+0.04 0.53(9) £ 0.08 222+ 70 75+£12 482 700 £ 80
4 0.2240.08 0.53)+0.1 166 + 20 81+12 40+2 800 £ 400
5 0.23£0.05 0.55(8) £ 0.04 205+ 19 112+49 49+2 660 £ 80
6 0.24+0.1 0.53(9) £ 0.09 174 £ 53 93+12 64 £ 8 700 £ 80
7 0.2320.07 0.52(0) £ 0.04 197 + 17 105+ 25 43+2 660 £ 80

Nt % : % (en pes) de N en cendres; Cay : ug Ca/ g cendra; Ky : pg K/ g cendra; NO5™, Ca, K" (mg/l): Mitja de
4 addicions estandards. Cendres obtingudes a partir del suc deshidratat.

3.3 APLICACIO DE SENSORS TIPUS ISEs I DE CAPA GRUIXUDA EN
L’ESTUDI DE L’IMPACTE AMBIENTAL DE L’AGRICULTURA

Tal 1 com s’ha comentat ampliament a la introduccié d’aquesta tesi, la reducci6 de I’impacte
mediambiental ocasionat per les técniques agricoles passa per I’obtencid d’informacié de
parametres claus, com poden ser els fosfats, els derivats del nitrogen, alguns metalls lleugers
(com sodi, potassi, magnesi i calci) o els pesticides, introduits en el medi durant el procés de
produccio. La minimitzaci6 d’aquest impacte passa per 1’optimitzacié del procés de
fertilitzacid. Disposar d’informaci6 continua de la composicio del sol permetra a I’agricultor
addicionar tant sols els nutrients que cal sense la necessitat d’afegir més 1 provocar efectes
indesitjables. L’agricultura de precisio6 promou 1is de sondes, instal-lades in situ, que
ofereixen la possibilitat d’obtenir informacid en continu de 1’estat del sol. Dins del ventall de
parametres claus a determinar, €s important concixer la concentracid dels compostos que
formen part del cicle del nitrogen i que sén assimilables per les plantes (nitrat i amoni
principalment). Degut a que es disposa de membranes potenciometriques selectives per
aquests dos parametres es van realitzar dos treballs, els objectius dels quals son:

1. Desenvolupar sondes de nitrat per tal de ser instal-lades en el sol. Mesurar la
tendeéncia d’aquest parametre.

2. Desenvolupar un metode per a mesurar la pérdua d’urea d’un sol fertilitzat
mitjan¢ant un sensor d’amoni.
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3.3.1 DESENVOLUPAMENT DE SONDES DE NITRAT

El gran avantatge que ofereix 1'us de sondes ¢€s la possibilitat d’obtenir informaci6 in situ, en
continu i en temps reals permetent la possibilitat d’ampliar i aprofundir els estudis implicats
en la quimica del sol (transport/moviment de nutrients i zones d'acumulacié i/o empobriment
del sol). Tractant les dades [35-38] que proporcionen les sondes es poden obtenir models i
mapes de distribucié que permetrien resoldre el problema de falta de homogeneitat del sol.
L’us dels programes per modelitzar dades requereixen d’un tipus de dades forga especifiques:
dades obtingudes en temps real, un niumero elevat de punts de mostreig i un numero elevat de
dades per punt. Les sondes en estudi s’adeqiien a aquestes necessitats dons permeten mesurar
amb una elevada freqiiéncia de temps, in situ 1, degut al seu cost, es poden instal-lar en ret en
molts punts d’un camp. A la Figura 3.22 es representa, esquematicament, 1’objectiu final
d’aquesta part del treball. Per tal de realitzar els estudis inicials, es van desenvolupar sondes
de nitrat emprant eléctrodes selectius d’ions i posteriorment es van desenvolupar eléctrodes de
capa gruixuda, facils de fabricar massivament amb un baix cost.

SENSORS QUIMICS

ﬁ Sistema generador dades en temps real

SISTEMA AUTOMATITZAT
D’ADQUISICIO DE DADES

ﬁ Software

TRACTAMENT DE DADES

ﬁ Modelitzaci6 de les dades

MAPES DE DISTRIBUCIO
DE NUTRIENTS EN EL SOL

Figura 3.22: Objectius de 1’0s de sondes per a mesurar in situ en sols.

3.3.1.1 Us d’eléctrodes selectius d’ions

Durant les primeres experiencies (marg i juliol de 1999) es van desenvolupar sondes de PVC
(40 cm de longitud i diametre de '2”) a on, una vegada instal-lades al sol, els eléctrodes (ISEs)
quedaven enterrats a una profunditat de 30cm. S’utilitza com a eléctrode de referéncia una
placa de coure (§ 2.6, § 3.2.1.2). Es van deposar membranes selectives a 1’16 nitrat amb matriu
polimérica de PVC degut al reduit temps de vida observat en estudis previs amb les
membranes fotocurables per aquest 160 (§ 3.2.1.5). Inicialment es va treballar en parcel-les
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agricoles de la fundacié IRTA-Mas Badia (Girona). Per tal d'assegurar que no hi havien fonts
de nitrats en el sol que causessin variacions en la concentraci6 d'aquest element durant
I’estudi, es van escollir parcel-les no cultivades des de feia 4 anys. Les dades es van recollir
cada minut amb un datalogger comercial [39] (Campbell Scientific CR10x), emmagatzemant
les mitjanes cada 30 minuts.

3.3.1.1.1 Caracteristiques de resposta dels sensors emprats

S’empra com a membrana de nitrats la optimitzada préviament en el GSB [40]. La
composicidé de la membrana va ser (% en pes): 28.7% PVC; 65.2% DBP; 6.1% TOA. Els
components es van dissoldre en THF, en una proporcié de 0.05 ml per mg de coctel sensor.
Les caracteristiques de resposta d’aquesta membrana en eléctrodes selectius d’ions és
adequada per 1’aplicacid proposada, essent els limits de deteccid esperats inferiors a 1ppm
(valor que depén de les condicions de calibratge). L’estudi d’interferéncies es resumeix en els
valors del log Kpy. Per a solucions 0.1 M de HPO42', SO42', CH;COOQO’, HCO; els valors
obtinguts van ser de -3.42, -3.94, -3.73 1 -2.19, respectivament. Per una soluci6 0.01 M de Cl
el valor del log Kpy va ser de -1.68

3.3.1.1.2 Resposta a [’addicio de fertilitzant

L’addicié d’una dissolucié concentrada de fertilitzant en l'area de treball va permetre
comprovar que els eléctrodes responien correctament a l'addicié de nitrats. A la Figura 3.23 es
pot observar com el dia 3/4/99 l'addicié provoca un salt brusc en el potencial mesurat,
indicant un augment en la concentracié de nitrats del sol. Els salts mesurats, pels diferents
sensors, van ser de 160, 70 i 100 mV, essent la mitjana de 110mV. La oscil-laci6 dels resultats
es pot associar a la falta de homogeneitat del sol.

Es van recollir mostres de sol abans i després de 1'addici6 del dia 3/4/99 per tal d'analitzar-les
al laboratori amb l'analitzador comercial Aquanitra (ADASA). Les dades obtingudes de
I'analisi dels extractes de les mostres es poden veure a la Taula 3.12, observant-se que
l'addicio6 del fertilitzant provoca una variacidé mitja de 800 ppm, el que equivaldria a un salt
negatiu de 120 mV (emprant un eléctrode amb una sensibilitat tedrica de 59 mV/dec). Les
diferéncies entre els analisi dels extractes de les diferents zones de la mateixa parcel-la és
deguda a la falta d’homogeneitat tal i com s'havia observat anteriorment amb els eléctrodes.
La correlacié entre les dades obtingudes amb els sensors in situ i els analisis dels extractes
permet afirmar que els sensors responen a l'addici6 del fertilitzant, mesurant adequadament la
concentracio de nitrats en sol. Degut a que un interferent important per les mesures de nitrats
amb ISEs ¢és 1’16 clorur, es va analitzar el contingut d’aquest 16 en les mostres de sol. No es va
observar una diferéncia apreciable en el contingut de clorur per a totes les mostres, poden
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establir que el contingut d’aquest 16 es manté constant al llarg de I’estudi 1 que no interfereix
en la mesura de nitrats.

L’augment del potencial mesurat després del dia 3/4/99 (disminuci6 de la concentracié de
nitrats) es pot atribuir a la progressiva lixiviacio dels nitrats afegits. Aquest augment
s’estabilitza al cap de 10-15 dies. L’addici6 d’aigua (17/3/99), després d’aquesta estabilitzacio

no provoca una variacié important en el potencial, el que fa pensar que el sol va arribar a un
estat d’equilibri.

— PVC1
- PVC2
— PVC3

200

150‘:4' n 1

A

50 | o :_5 . R ‘/-,

Potencial(mV)

V/

-50

16/3/99 21 /5/99 26/|3/99 3/4|/99 8/4)99 13/4/99 1 8/4/99 23/4/99  28/4/99

dia/mes/any

Figura 3.23: Evolucié del potencial enfront del temps per les sondes PVCI, PVC2 i PVC3. Addici6 de
fertilitzant el dia 3/4/99 i aigua el dia 17/3/99.

Taula 3.12: Concentracions de nitrats i clorurs (ppm) dels extractes del sol, abans i després del rec. Per
tal d’obtenir els extractes 15 g de terra seca i tamisada es van mesclar amb 50 ml d’aigua . Agitaci6 a 150
rpm durant 30°. Analisi del sobrenadant.

Mostres abans del rec Mostres després del rec
[NO5T] [CI] [NOsT] [CI]
Ml 0.5+0.8 48 +4 M4 623 +3 63+ 15
M2 7.6+09 48 +4 M5 176 £ 2 57+ 14
M3 9.7+0.8 43 +4 M6 1507 £5 64+ 15
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3.3.1.1.3 Temps de vida dels sensors.

Per tal d'avaluar I'efecte del medi en els diferents components de la membrana aixi com en les
connexions electriques, es van realitzar calibrats externs periodics de les sondes enterrades,
emprant 4-5 dissolucions de patrd. Una pérdua de les principals caracteristiques de resposta
(disminucio de la sensibilitat i augment del limit de deteccid) permetra evidenciar 1’efecte del
medi en la resposta dels sensors, limitant 1'as d'aquests. Les rectes de calibrat obtingudes a
I’inici de l'experiment, després de 7 1 17 setmanes d'estudi es poden observar a la Figura 3.24.
Els parametres de les rectes de calibratge es poden observar a la Taula 3.13. De 1’observacio
de l'aspecte de les membranes aixi com dels resultats obtinguts, es pot concloure que els
sensors es poden emprar per 'analisi de nitrats en sols durant més de 4-5 mesos sense que la
seva resposta es vegi afectada pel fet d'estar enterrats directament en sol.
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Figura 3.24: Calibratges dels eléctrodes A.- PVCI; B.- PVC2; C.- PVC3. (o) Inici de l'experiment, (L)) al cap de

7 setmanes i (M) al cap de 17 setmanes d'estar en el sol.

Taula 3.13: Parametres del calibratge extern de les sondes de nitrats enterrades en sol.

Temps Sonda PVC1  Sonda PVC2  Sonda PVC3

Inici estudi Sensibilitat (mV/dec) -584+0.9 -60 + 1 -52.1+0.8
Cocficient regressio 0.9996 0.9998 0.9998

7 setmanes Sensibilitat (mV/dec) -49+ 8 -56+6 -61+6
Cocficient regressio 0.996 0.998 0.998

17 setmanes Sensibilitat (mV/dec) -53+7 -53+7 -47+6
Coeficient regressio 0.998 0.998 0.997
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3.3.1.1.4 Influéncia de la temperatura.

Les causes principals de deriva en mesures potenciomeétriques son les variacions de
conductivitat (entre 1'eléctrode de referéncia i el de treball) i les oscil-lacions de temperatura,
tot i que també existeixen efectes menors deguts a variacions de pressio, pérdues de
components de la membrana o efectes de llum. Si la conductivitat del medi és suficient per
mantenir un bon contacte entre els eléctrodes, les variacions de potencial degudes a aquest
efecte poden considerar-se menyspreables. Per evitar la influéncia de la temperatura en
mesures potenciometriques, normalment es treballa sota condicions isotérmiques.

En el nostre cas, és impossible aconseguir unes condicions isotérmiques en el sol, doncs la
temperatura d’aquest varia al llarg del dia i depén de factors climatics. Per tal d'estudiar
l'efecte dels canvis de temperatura del sol en les mesures potenciométriques, es van enterrar
tres sondes de nitrats a una profunditat de 30 cm i es va estudiar el comportament del
potencial durant cicles de 24 hores (Figura 3.25).
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Figura 3.25: Evolucié del potencial en el temps de dos eléctrodes de nitrat (—) vers la temperatura ambiental

().

Es va observar una variacio ciclica i diaria del potencial on el maxim es situava cap a les 17-
18 h de la tarda i el minim cap a les 2-4 h de la matinada. Aquesta oscil-laci6 ciclica sembla
indicar una clara dependéncia del senyal amb la temperatura del sol, que varia exactament de
la mateixa forma. La instal-lacié d'una sonda de temperatura exterior (a prop de les sondes de
nitrats) per tal de mesurar la T ambiental, ens va permetre estudiar millor aquest efecte. Els
resultats obtinguts al llarg de sis dies es mostren a la Figura 3.25. Es va observar una clara
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dependeéncia entre les oscil-lacions cicliques dels sensors de nitrats 1 les oscil-lacions cicliques
de la temperatura ambiental tot i que també es va poder observar un desplacament temporal
entre els minims i els maxims dels senyals dels eléctrodes 1 la sonda de temperatura. La
temperatura ambiental presentava uns minims al voltant de les 4-6h de la matinada mentre
que les sondes de nitrat presentaven, reiteradament, els minims al voltant de les 2-4h. Aquesta
diferéncia de 2 h es podria deure a diferéncies de refredament/escalfament entre els dos medis
(aire i terra).

Per tal de verificar que la temperatura del sol disminueix abans que ’ambiental es va
dissenyar una sonda (§2.6) que incorporava tres sondes de nitrat i tres termopars a
profunditats diferents (30, 60 i 90 cm). Es va decidir estudiar tres profunditats per controlar
millor ’efecte de la temperatura doncs, com ¢€s sabut, les variacions de temperatura d’un sol
es redueixen amb la profunditat (es veu menys afectada per la T ambiental), essent en molts
casos, practicament constant a profunditats superiors a 90 cm. En aquest cas, I’experimental
es va realitzar a la Facenda Canchin (Sao Carlos, Brasil) i es va dissenyar la instrumentacio
necessaria per que les mesures s’emmagatzemessin via radio (§2.3.1.2). La Figura 3.26
permet observar la dependéncia de la temperatura del sol amb la profunditat. S’observa com a
profunditats de 30 cm la temperatura oscil-la didriament uns 4 graus essent la mitja, per als
dies estudiats, d’uns 24°C. Per a profunditats de 60 cm i 90 cm la temperatura es pot
considerar constat, essent les mitjanes de 23 1 21°C respectivament. S’observa com a mesura
que la profunditat augmenta, les variacions cicliques del potencial dels sensors desapareixen,
confirmant que es deuen a I’efecte de la temperatura.

Fent una relacié de pendents entre les corbes experimentals es pot estudiar la dependéncia
entre temperatura i potencial. Es va observar que per periodes de temps on la variacié de
temperatura era menor a |0.2|°C/h, la relacié obtinguda entre el potencial i la temperatura va
ser de 4.4 £ 0.5 mV/°C. Per periodes de temps on la variacié de temperatura era més gran de
|0.2|°C/h, la variacio observada era de 1.0 £ 0.1 mV/°C. Aquests fets es van confirmar tant
pels resultats obtinguts a Girona (Catalunya) com a Sao Carlos (Brasil).

El fet de treballar amb sistemes automatitzats d’adquisicié de dades permet corregir de forma

totalment automatitzada i1 a temps real I’efecte de la temperatura sobre el potencial
subministrat (Figura 3.27).
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Figura 3.26: Variaci6 del potencials dels eleéctrodes i la temperatura en funcié de la profunditat del sol.
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Figura 3.27: Correccié de la temperatura per eléctrodes emprats a Mas Badia (Girona). El factor de correccid

aplicat per AT<0.2°C/h va ser de E,.. = E, - (4.4mV °CxAT) i per per AT>0.2°C/h va ser de

E . reqic = Eo — (1.0mV/°C x AT ) La deriva en aquest cas, després d’aplicar la correccid de temperatura,
va ser de 0.1mV/h.
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3.3.1.2 Us d’eléctrodes de capa gruixuda

El treball amb eléctrodes selectius d’ions va permetre concloure que és viable 1’aplicacio in
situ de sondes per tal d’analitzar les concentracions de nutrients en sol. Els temps de vida de
les membranes i la utilitzacié de coure com a referéncia feia possible 1’us de dispositius lo
suficientment autonoms com per ser instal-lats en grans quantitats i en grans superficies. Per
tal de millorar la proposta es va avaluar 1’as d’un altre tipus de transductor, que millorés les
mancances d’automatitzacié del procés de fabricacid que presenten els eléctrodes selectius
d’ions classics.

El procés planar de construccio d’eléctrodes de capa gruixuda permet pensar en un procés
global de construcci6 quasi automatitzat, sobretot si I’etapa de construccié de les pistes
conductores també es realitza mitjancant les técniques serigrafiques. Per aquest motiu, es va
realitzar una sonda amb eléctrodes de capa gruixuda.

Per tal de minimitzar els efectes de la temperatura i solucionar els problemes de calibratge in
situ, que fins ara no s’havien abordat, es van realitzar les mesures en 1’ambient controlat de
laboratori. Per aquest motiu, es va construir una columna de 30 cm de diametre i 1.5 m de
profunditat, amb obertures laterals a 15, 30 i 60 cm que permetien agafar mostres de sol, aixi
com una sonda amb manegues de calibratge i petits orificis en la part superior del sensor (§
2.6).

Calibratge in situ del sensor en sol arenos

Per tal de comprovar la resposta del sensor vers 1’addicié de patrons de calibratge (5 ml per
les manegues de calibratge), es va omplir la columna amb un terra arends que facilités el
drenatge de les dissolucions afegides aixi com el rentat del sol. L’addici6 de dissolucions de
NaNOs que diferien una década de concentraci6 (0.001 M i1 0.01 M), alternant amb aigua per
tal de rentar al voltant del sensor, va provocar salts d’'uns 60 mV en ambdos casos, resultats
que permeten assegurar que els sensors funcionen d’acord amb 1’equacié de Nernst, tot i estar
inserit en terra. L'addici6 final d’aigua permet rentat bé el sol, doncs es recuperen els valors
inicials del potencial. La Figura 3.28-1 permet observat el salt i la recuperacio del potencial
que s’origina al addicionar dissolucions de concentraci6 diferent.
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Figura 3.28: 1.- Calibratge in situ del sensor de 15 cm enterrat en sol arends. Addicié de Sml de a.- 0.001M
NaNO; b.- 0.01M NaNOj; c.- H,O d.- 0.001 M NaNOj; e.- 0.01 M NaNO; f.- H,O; II: Detall de la resposta del
sensor de 15 cm (—) i de 30 cm () al provocar dos salts amb solucions 0.01 M i 0.1 M de NaNOs;. Es pot
observar els dos fronts (més importants quan més concentrada és la dissolucid) i fronts més amples (en
augmentar la profunditat).

La resposta dels sensors és rapida, considerant el moment en que la dissoluci6 ha arribat a la
profunditat d’aquest. L’addicié d’una dissolucié provoca un canvi brusc i coherent de
potencial en el sensor de 15 cm de profunditat. La resposta del sensor de 30 cm s’enregistra al
cap d’un minut més tard (degut al temps que triga la dissoluci6 en percolar els 15 cm de sol)
mentre que pel sensor de 60 cm no s’observa canvi apreciable en la resposta. La resposta del
sensor de 30 cm permet observar, molt millor que en el cas de 15 cm, les diferents velocitats
de lixiviacié dels components de la dissolucio, atenent a diferéncies de retencid dels ions
respecte I’aigua. L’addicié d’una dissolucidé concentrada provoca dos fronts que ocasionen
dos canvis de potencial: inicialment un augment d’aquest (corresponent a una disminucié de
nitrats) 1 posteriorment una disminucié del potencial (corresponent a 1’augment de la
concentracio). La Figura 3.28-II permet observar els dos fronts.

Calibratge in situ del sensor en sol organic
Per tal d’obtenir valors semblants en sols organics cal addicionar dissolucions de concentracio

superior a 0.01M, essent necessaria 1’addicié d’una dissolucié 0.1 M de NaNOj; per provocar
salts de 60-80 mV. Aquest fet es deu a la composicid del sol organic que, inicialment, t€ un
contingut major d’ions com sodi, calci, potassi, fosfats i nitrats. La Figura 3.29 permet
observar el calibratge in situ del sensors en sols organics.
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Figura 3.29: Calibratge in situ del sensor de 15 cm en un so0l organic. Addicié de 5 ml de a.- 0.1 de NaNOs; b.-
H,0.

Deriva observada

L’us d’un eléctrode de coure permet obtenir resultat satisfactoris, doncs en cap moment la
mesura va ser sorollosa ni va presentar deriva (un cop estabilitzat el sistema, el potencial
mesurat resta constant, essent la deriva menor a 0.4 mV/h), Figura 3.30.
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Figura 3.30: Estabilitat de la resposta enfront del temps.

L’analisi de mostres de sol amb el metode Kjeldahl confirmaren els resultats obtinguts amb la
sonda.

147



Capitol 3: Discussié global dels resultats

3.3.2 MESURA DE LA PERDUA D’UREA EN CAMP

Tal i com s’ha comentat anteriorment, un dels parametres més importants en la fertilitzaci6 de
sOls agricoles son les formes assimilables del nitrogen. La urea representa un dels productes
més emprats com a fertilitzant d’aquest element, degut al seu alt percentatge de N i a que ¢€s
un compost forga soluble i facil d’aplicar en grans extensions. El gran desavantatge que
ofereix, pero, és la pérdua de part del fertilitzant per volatilitzacio del N en forma de NHj (o),
el que ocasiona, en molts casos, I’addicio d’un excés que perjudica greument al mediambient.

3.3.2.1 Trampes de gasos per al camp

Per tal d’analitzar el percentatge d’aprofitament d’aquest producte, que a 1’hidrolitzar-se es
perd en forma d’amoniac, es van preparar diverses trampes (§2.7).L’objectiu d’aquestes
trampes ¢és atrapar 1’amoniac (gas) després en forma d’amoni, per tal d’analitzar-lo
posteriorment.

Les trampes emprades contenen dues esponges empapades en dissolucions que tenen la funcid
d’atrapar els gasos emesos del sol. Per altre banda, la funci6 de les dues esponges ¢és diferent
doncs 1’esponja més propera al sol hauria de retenir ’amoniac alliberat mentre que la segona
esponja hauria d’evitar la possible contaminaci6 exterior. L’assaig amb diferents acids va
permetre concloure que una dissolucié fortament acida (com acid fosforic 0.63M) permetia
retenir tot 1’amoniac alliberat en la primera esponja, obtenint-se valors d’amoni
menyspreables en la segona. Aquest fet no es va observar tant clar a I’emprar dissolucions
menys acides per empapar les esponges. La recuperacié de la dissolucié que conté les
esponges permet quantificar la urea perduda per unitat d’area analitzada i relacionar-ho amb
I’aprofitament del fertilitzant.

3.3.2.2 Caracteristiques de resposta del sensor emprat

Les mostres es van analitzar mitjancant eléctrodes selectius d’ions de configuraci6 tubulars,
acoblats a un sistema FIA, préviament optimitzat en altres treballs. La membrana d’amoni
emprada va ser optimitzada préviament en el GSB [40] i t€¢ una composicio en pes de 33.5%
PVC; 65.5% BBPA; 1% nonactina. Les mostres es van analitzar amb el sistema FIA descrit
en §2.7.2 aixi com pel métode Kjeldahl [41] descrit en § 2.8.5. La Figura 3.31 mostra el
FIAgrama obtingut al calibrar 1’eléctrode d’amoni.

148



Capitol 3: Discussié global de resultats

180

160

140

120

100

80 -

Potencial (mV)

60 -

“ i | 20 -
u L‘M “Uhl\h L 1e-4 1e-3 aNH4+1e-2 Te-1

Figura 3.31: FIAgrama i recta de calibratge del sensor d’amoni emprant patrons de concentracié 107, 510,
107,510%,107,5:107 i 0.1M.

3.3.2.3 Analisi de mostres

La Taula 3.14 recull els resultats obtinguts en 1’analisi de mostres de sol, tant pel métode
Kjeldahl com per potencimetria. Els resultats ens permeten observar:

= La dissolucié d’acid fosforic emprada per empapar les esponges ens permet assegurar que
tot I’amoniac gas alliberat del sol és retingut en I’esponja inferior, deixant 1’esponja
superior per evitar la contaminaci6 d’aquesta. Aquest fet no s’observa a I’emprar Tris.

= Els resultats més repetitius es van obtenir amb 1’us de diposits, tot i que les retencions de

I’amoniac no sén tant bones. Aquest fet es deu en part a la composicié de la dissolucio del
diposit (Tris0.01M a pH 7.5) i al fet d’estar arran de terra.
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Taula 3.14: Valors de mg d’amoni per unitat d’esponja obtinguts
per potenciometria i per titulacié. AF: Acid fosforic 0.63M; TRIS:
Tris 0.01M a pH 7.5; Diposit: Contenidor amb Tris 0.01M a pH 7.5.

M. potenciometric Me¢tode Kjeldahl

AF 1 Inferior 33.94 22.49
AF 1 Superior Inferior Lp 0.19
AF 2 Inferior 55.56 62.36
AF 2 Superior Inferior Lp 0
AF 3 Inferior 95.77 138.08
AF 3 Superior Inferior Lp 0
TRIS4  Inferior 45.52 51.67
TRIS4  Superior 21.97 26.00
TRIS S5  Inferior 10.20 10.67
TRISS5  Superior Inferior Lp 0.44
TRIS 6  Inferior 35.09 40.10
TRIS6  Superior 20.04 21.09
Diposit 1 - 13.23 13.38
Diposit 2 - 17.84 18
Diposit 3 - 12.72 15.5

Es va demostrar que les mesures potenciometriques realitzades amb FIA/electrodes tubulars
son una alternativa viable al metode estandard de rutina (Kjeldahl) per analitzar les mostres
que contenen amoniac. Aplicant el test de correlacio entre les dades d’ambdos métodes s’obté
una recta amb coordenada 14 = 17 mV 1 pendent de 0.91 + 0.08 (coeficient de regressio de
0.998) el que indica que no existeixen diferéncies significatives entre les dades dels dos
metodes, essent el meétode potenciomeétric més rapid 1 amb un consum menor de reactius.
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CONCLUSIONS GENERALS

Al llarg del present treball s’han dissenyat, construit, avaluat, optimitzat i aplicat diferents
tipus de sensors aixi com 1’equipament instrumental necessari per desenvolupar, en particular,
cada una de les aplicacions realitzades. En tots els casos, s’ha pretés obtenir sensors que
poguessin ser instal-lables a peu de procés o in sifu, amb una alta sensibilitat, temps de
resposta reduits, una bona reproducibilitat i una gran versatilitat donat el nombre
d’aplicacions diferents que s’han treballat en aquesta tesi. En particular, les conclusions que
es poden obtenir per cada un dels treballs son:

* Optimitzacio de la membrana de calci basada en una matriu de poliureta diacrilat

Després d’un primer estudi en ISEs amb diferents plastificant, es va escollir el di-n-
octilfenilfosfonat (DOPP) com a millor solvent per a desenvolupar les membranes
fotocurables de calci, doncs era compatible amb el polimer i el iondfor emprats i era amb el
que s’obtenien caracteristiques de resposta més bones. Aixi, els components de la membrana
de calci van ser: una matriu polimerica formada per un prepolimer compost per un oligdmer
(Ebrecyl 270), un agent entrecreuador, hexanodiol diacrilat (HDDA), i un fotoiniciador, la 2-
2’-dimetoxi-fenilacetofenona (Irgacure 651); com a plastificant el di-n-octilfenilfosfonat
(DOPP) i com a ionofor de calci el bis-di(4-1,1,3,3-(tetrametilbutil)fenil)fosfonat de calci. Un
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cop seleccionats els components de la membrana es detallen les conclusions dels diferents
punts avaluats en aquest estudi:

1. Optimitzacio de la membrana.

Es van estudiar diferents composicions de membrana. Per a membranes amb un baix
percentatge de plastificant es van obtenir respostes subsnernstianes, degut a Ia
permselectivitat del polimer. Per alts percentatges de plastificant es van obtenir membranes
amb una consisténcia massa plastica, fet que impedia una correcta polimeritzacid i
I’esquerdament d’aquesta. Les millors caracteristiques de resposta es van obtenir amb les
composicions que tenien entre un 57 i un 69% (en pes) de plastificant. No només la relacio
polimer/plastificant afectava a les caracteristiques de resposta dels sensors doncs es va
observar que el rang lineal de resposta es veia afectat pel percentatge de ionofor present en la
membrana. Aixi, emprant percentatges lleugerament superiors a un 4% (en pes) s’obtenien
millors resultats que amb percentatges d’un 3% (en pes).

2. Estudi d’interferencies i pH

Es de destacar que el baix grau d’interferéncia que presenten les membranes estudiades
davant dels ions inorganics comuns les fa idonies per futures aplicacions de mesura de calci
incloent mostres que tinguin una matriu complexa.

3. Temps de vida

El temps de vida dels ISEs optimitzats va ser superior a 8 mesos, demostrant la viabilitat i
robustessa de les membranes fotocurables. Després d’aquest temps no es va observar,
practicament, perdua dels components de la membrana. La conservacio dels eléctrodes en sec
no semblava afectar a les caracteristiques de resposta dels sensors.

4. Deposicio de les membranes sobre la superficie dels ISFETs

Les dues membranes que van donar lloc a ISEs amb millors caracteristiques de resposta es
van deposar sobre la superficie de 'ISFET. Després de I’estudi realitzat es va concloure que
la membrana més adequada era la que tenia un 57.1% de plastificant, un 36.3% de prepolimer,
un 2.2% de fotoiniciador i un 4.4% del ionofor (% en pes). Resumidament les caracteristiques
de resposta dels sensors desenvolupats va ser:

Sensibilitat (mV/dec) -26 + 1 (n=60)
Rang lineal (M) 7-10°- 8107
pLo 53+0.1
Rang de pH 35-10
Temps de vida (mesos) 9-10
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5. Metodologia de preparacio i deposicio

Es va demostrar com la preparacio i deposicio de les membranes fotocurables era, vers les
membranes de PVC, més facil i rapida, doncs el temps necessari per polimeritzar el coctel va
ser d’un minut pel cas dels ISEs i de trenta segons pel cas dels ISFETs.

* Aplicacié d’ISFETs de calci, potassi, nitrat i pH en I’analisi de sols i medis inerts

El correcte funcionament dels ISFETs en terres i substrats inerts ha permes assegurar la
viabilitat d’aquests sensors com a dispositius per fer mesures continues in situ 1 a temps real
per congixer la concentracid dels nutrients en el medi estudiat. Alguns dels punts que cal
destacar d’aquest treball son:

1. Electrode de referencia

Els valors obtinguts amb els sensors, emprant un fil o placa de coure com a eléctrode de
referéncia, sobn comparables amb els obtinguts amb els métodes estandards i la deriva
d’aquests comparable amb la de I'ISFET de pH en condicions controlades de laboratori
(1ImV/h). Aixo confirma el bon funcionament del coure com a eléctrode de referéncia per a
les aplicacions en sols (gracies al recobriment d’oxid que es forma en la seva superficie).

2. Cella de mesura

L’avaluacié de la resposta dels sensors en el sol va permetre confirmar la coheréncia del
senyal en relacid a 1’addicié de diferents dissolucions de concentracié variable el que
demostra que la cel'la emprada per inserir els sensors en el sol o en el cultiu hidroponic
permet una bona humectacié d’aquests aixi com una correcta entrada/sortida de la dissolucio
aquosa.

3. Temps de vida dels sensors

Els ISFETs de potassi i calci han demostrat tenir una bona sensibilitat al llarg de dos mesos
de funcionament en continu en terres. Aquest fet demostra la robustessa dels sensors i la
qualitat de la membrana, doncs en aquest temps han mantingut 1’adheréncia i no presenten un
deteriorament important. No s’observa el mateix amb els ISFETs de nitrats, els quals
presenten una perdua de sensibilitat al voltant de la tercera setmana, indicant la peérdua
d’algun component de la membrana.

*= Aplicacié6 d’ISFETs de calci, potassi i pH en D’analisi i control d’estabilitzacio
tartarica dels vins

Aquesta aplicacio permet constatar les bones caracteristiques de resposta de les membranes

fotocurables optimitzades en el GSB, en concret el baix grau d’interferéncia que presenten

davant dels ions inorganics més comuns. La matriu complexa dels vins, amb un alt contingut
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d’ions potassi, calci, sodi, magnesi, bitartrat i etanol entre altres, no afecta significativament
als components de la membrana ni a I’encapsulat del dispositiu. L estudi del temps de vida de
sensors guardats en dissolucions amb un 15% d’alcohol etilic i 1400 ppm de bitartrat potassic
va permetre concloure que les caracteristiques dels sensors es mantenien estables durant més
de 4 mesos. Els sensors es van utilitzar per tal de determinar el punt de saturacid/regeneracio
de la resina emprada en el procés d’estabilitzacid tartarica dels vins aixi com per ’analisi de
vins. Les conclusions que s’obtenen d’aquests estudis son:

1. Analisi de mostres reals

Per tal d’analitzar mostres discretes de vins, els ISFETs es van integrar en un sistema FIA
bicanal. Les condicions operacionals optimes del sistema van ser: aigua com a dissolucio
portadora; sulfat sodic 0.33 M com a dissolucid condicionadora; cabal de 0.5 ml/min i volum
d’injeccié de 500 ul. Les dades obtingudes tant pels ISFETs com pels métodes estandards, per
un mateix analit, son del mateix ordre i no s’observen diferéncies entre vins estabilitzats o no
estabilitzats. Tant el test F com el test T van concloure que no existien diferéncies
significatives entre les precisions i1 les mesures realitzades ambdos metodes, confirmant la
capacitat operativa dels sensors tipus ISFETs per I’analisi de vins.

2. Deteccio del punt de saturacio de la resina

Els sensors permeten determinar amb claredat el punt en que la resina es satura i cal ser
regenerada, tant en 1’estudi realitzat al GSB (emprant una columna de vidre amb capacitat de
11) com en I’estudi realitzat a 'INCAVI (emprant una columna d’acer inoxidable de capacitat
de 24 1). Es va observar com la disminuci6 brusca del pH en el vi que elueix de la columna
afectava a la resposta dels sensors de calci i potassi, fet que es va solucionar introduint, a
través d’un canal addicional, una dissolucié amortidora (Tris 0.05M a pH 7.5) que regula el
pH de la mostra després de la mesura de pH 1 just abans de la mesura de calci 1 potassi.

= Aplicacio d’ISFETs de calci, potassi i nitrat en P’estudi i identificacio de diferents
varietats de fruites

Es va demostrar la viabilitat d’emprar ISFETs per tal de realitzar mesures en camp o bé en el
laboratori agricola per tal d’obtenir mesures d’ions com calci, potassi i nitrats relacionats amb
I’estat de maduracié de la fruita. No es van observar diferéncies significatives entre les
mesures realitzades directament en la fruita i les realitzades en el suc. Tots dos procediments
permeten obtenir informaci6 addicional per determinar el moment Optim de collita. Les dades
obtingudes permeten discriminar entre varietats de fruites.
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* Desenvolupament de sondes de nitrat per tal de mesurar in situ en sol

El desenvolupament i I’avaluacié de sondes que incorporaven tant un sol eléctrode com tres a
profunditats diferents van donar resultats molt esperancadors. En tots els casos, I'is d’un fil o
placa de coure com a eléctrode de referéncia permet obtenir resultats satisfactoris, doncs en
cap moment la mesura va ser sorollosa ni va presentar deriva important. Les derives
observades van ser de 1’ordre de 0.5 mV/h, valor totalment acceptable i comparable amb la
d’altres sensors. El temps de vida de les membranes de PVC emprades va ser superior als 5
mesos, no observant-se en aquest periode una pérdua de les caracteristiques de resposta dels
sensors enterrats de forma continua en el sol.

Tant amb 1’us d’ISEs de configuracié convencional com de sensors serigrafiats, la resposta
dels sensors vers 1’addicié de dissolucions fertilitzants és rapida i coherent amb el canvi que
s’esta provocant. A mesura que augmenta la profunditat, la resposta dels sensors es fa més
lenta i es redueix la seva magnitud, arribant a ser poc apreciable a 60 cm. Més concretament,
el treball en cada un dels dos tipus de sondes construides va permetre concloure:

1. Sondes emprant ISEs

Es va observar una clara dependéncia del potencial mesurat amb la temperatura. La
construccié d’una sonda amb tres eléctrodes de nitrat i tres termopars, a diferents profunditats,
va permetre concloure que la relacid existent entre la deriva ciclica presentada pels sensors i
la temperatura del sol era de 4.4 £ 0.5 mV/°C (per periodes on la variacié de temperatura era
menor a 0.2°C/h) 1 de 1.0 £ 0.1 mV/°C (per periodes on la variacié de temperatura era major a
0.2°C/h). Es va observar com a profunditats de 90cm I’efecte de la temperatura és
menyspreable.

2. Sondes emprant sensors serigrafiats

Gracies a les manegues de calibratge de la sonda es van calibrar els sensors directament en el
sol. Es va poder observar que la resposta del sensor depén de la composicio del sol, de forma
que per establir una relacid directa entre el potencial i la concentracié de la dissoluci6 caldria
analitzar el sol inicialment. En aquest punt, cal emfatitzar la dificultat que hi ha per
normalitzar els valors obtinguts amb els sensors, doncs els métodes d’analisi estandards no
ens permeten coneixer la concentracié del sol en I’instant en que es realitzen les mesures amb
els sensors.

Amb I’us dels sensors es va poder observar com efectivament 1’addicio d’aigua rentava el sol,
provocant la lixiviacié temporal dels nitrats addicionats amb anterioritat. L’addicié d’una
dissolucidé concentrada provocava dos fronts que ocasionen dos canvis de potencial, deguts a
la diferéncia entre les velocitats de lixiviacio de 1’aigua i dels ions de la dissolucio.
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Es va observar la possibilitat de que es formessin bancs de nitrats a profunditats superiors a
60cm.

= Métodes per determinar la pérdua d’urea en sol

Es demostra la viabilitat d’emprar trampes de gasos instal-lables en camp per tal de retenir
I’amoniac gas després al hidrolitzar-se la urea. De les diferents trampes assajades, les que van
donar resultats més reproduibles van ser les que incorporaven dipdsits amb una solucié de
retencid. Aquestes trampes, minimitzaven el treball de recuperacié del nitrogen a analitzar
pero tenien el problema que presentaven un nivell baix de retencié. Aquest fet es deu a 1’us
d’una dissolucié poc acida com és el Tris a pH 7.5. Les trampes que contenien esponges amb
acid fosforic 0.63M van permetre retenir grans quantitats d’amoniac, el que les fa idonies per
analitzar amb seguretat la pérdua d’urea del sol, tot i que I’etapa de recuperacié de la
dissolucid a analitzar és laboriosa.

Per tal d’analitzar les mostres, es van integrar sensors d’amoni de configuracié tubular
d’amoni en un sistema de flux continu que incorporava un procés de separacid per difusid
gasosa, evitant els problemes derivats de la limitada selectivitat del sensor enfront els cations
alcalins. No es van observar diferéncies significatives entre les mesures obtingudes
potenciometricament i mitjangant el métode de referéncia (Kjeldahl) el que confirma el bon
funcionament del sistema proposat que permet minimitzar el pretractament de les mostres, el
temps d’analisi i els reactius a emprar.
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