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@Resumen:

Sensor solido colorimétrico para la deteccion y/o
determinacion de sulfuros volatiles en gases o en
cualquier matriz en la que existan o se generen
sulfuros volatiles. Estd basado en nanoparticulas de
plata inmovilizadas en una membrana. Este sensor
posibilita, de manera portétil (in situ) y de forma
pasiva, en tan solo 10 min, una
deteccién/determinacion sencilla por observacién
visual, mediante las coordenadas RGB de la imagen
digital y/o por reflectancia difusa. Presentan una
selectividad adecuada para la monitorizaciéon de
compuestos volatiles de sulfuro y se ha observado
gue no interfieren en la deteccién de otros
compuestos volatiles tales como las aminas, etanol o
acetona. La sensibilidad es buena, con un limite de
deteccion y de cuantificacion de 45 ppb v/v y 150 ppb
v/v respectivamente obtenida a través de la medida
del color por reflectancia difusa.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 643 857 Al

DESCRIPCION

Sensor colorimétrico basado en nanoparticulas de plata para la determinaciéon de
compuestos volatiles de sulfuro.

Campo de lainvencion

El dispositivo desarrollado se encuadra en el campo de la deteccibn de compuestos
volatiles de sulfuro (R-S° y S tales como el sulfuro de hidrégeno (H,S) y el
metilmercaptano (CH3;SH) en gases, p.ej. el aire. El tipo de muestreo es pasivo y la
deteccién es rapida y simple, por observacion directa del cambio de color. Permite
detectar niveles bajos de estos compuestos, pudiéndose aplicar para la deteccion en la
atmosfera asi como en recintos cerrados e incluso para el analisis de la halitosis en la
respiracion humana, entre otras.

Resumen de lainvencién

En la presente invencion se describe un sensor solido colorimétrico para la determinacion
de compuestos volatiles de sulfuro (R-S" y S?). Esta basado en la inmovilizacién de
nanoparticulas de plata (de aqui en adelante abreviadas como AgNPs) estabilizadas con
citrato sodico e inmovilizadas en una membrana preferiblemente de nailon. Este sensor
no necesita de ningun tipo de tratamiento previo para su utilizacién, puesto que es un
sensor sélido que se utiliza directamente en el momento de la determinacién; posee
caracteristicas sostenibles y no es toxico. Ademas, se trata de un sensor de tipo pasivo,
es decir, no requiere de ninguna fuente externa de energia, por lo que su coste
energético es nulo. Asimismo, destaca por su potencial de aplicaciéon y sencillez,
permitiendo la determinacién cuantitativa y/o semicuantitativa de los sulfuros por simple
observacion visual, con limites de deteccion de 45 ppb (v/v) y cuantificacion de 150 ppb
(v/v) obtenidos por medicién del color mediante reflectancia difusa y en 10minutos de
tiempo de exposicién, si bien incrementando el tiempo de exposicion a 30 minutos es
posible conseguir limites de deteccion de 25 ppb (v/v). Presenta buena estabilidad a
temperatura ambiente protegido por un film, permaneciendo estable por un periodo de
tiempo de 3 meses.

Estado de latécnica

Los compuestos volatiles de sulfuro como el sulfuro de hidrogeno (H,S), caracteristico por
su olor a huevos podridos, son unos gases téxicos y dafiinos para el medioambiente. Se
forman principalmente por la descomposicion de la materia organica y se suelen
encontrar en la naturaleza en los gases volcanicos, el gas natural, el crudo del petréleo,
aguas estancadas, etc. Sin embargo, las mayores cantidades de sulfuro de hidrégeno y
otros compuestos sulfurados volatiles son generadas como consecuencia de actividades
industriales como el procesado y refinado del petréleo/gas natural, plantas de tratamiento
de aguas residuales, vertederos, etc. Segun el Real Decreto 678/2014 que marca los
objetivos para la mejora de la calidad del aire, la concentracion media en treinta minutos
de sulfuro de hidrégeno no debe superar los 100 pg/m?® (83 ppb Vv/v).

Otros compuestos volatiles de sulfuro relevantes son el metilmercaptano (CHs;SH) y el
dimetilmercaptano ((CHs),S). Estos compuestos, junto con el sulfuro de hidrégeno, son
responsables del mal aliento y/o halitosis. La halitosis es un problema comdn que afecta
a un 25% de personas, y se cree que un 50% de las personas la sufrirhn en algun
momento de su vida. Para las personas que la padecen, este problema puede suponer
un obstaculo en su normal funcionamiento e interaccion con la sociedad. En la actualidad,
la halitosis sigue siendo un tema tabu y la investigacion al respecto es muy limitada.
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Segun varios de los estudios analizados (Analytica Chimica Acta 2010, 661, 97;
International Oral Science 2012, 4, 55; Sensors and Actuators 2009, 136, 73; Med. Princ.
Pract. 2011, 20, 75) se puede concluir que concentraciones inferiores a los 100-200 ppb
(v/v) estarian dentro del rango de la normalidad, mientras que valores iguales o
superiores a los 300-400 ppb (v/v) producirian un olor oral persistente y diagnosticable
como halitosis severa.

Una compilacion de distintos tipos de métodos para monitorizar el sulfuro de hidrogeno
puede encontrarse en Trends in Analytical Chemistry, 2012, 32, 87-99. En esta
compilacion se describen distintos tipos de sensores, desde los constituidos por éxidos
de metales semiconductores hasta los basados en ondas acusticas superficiales.

Los métodos mas utilizados para la deteccién de compuestos volatiles de sulfuro son los
métodos cromatograficos de gases (Health Science 2014, 2, 80). Son métodos sensibles
y precisos; sin embargo, presentan un coste econdmico elevado, y no son portétiles.
Estos métodos requieren de tiempos de andlisis relativamente largos, con mudltiples
etapas de acondicionamiento y preparacion de la muestra que solo pueden ser realizadas
por personal experimentado. Si bien se pueden utilizar para la deteccion de la halitosis,
sin embargo especialistas como dentistas y médicos utilizan el halitbmetro, un
instrumento de coste inferior, portatil y mas sencillo de utilizar. Pero este instrumento
sigue siendo inaccesible para el consumidor debido a su coste elevado.

Otro de los métodos utilizado son los sensores electroquimicos, en los cuales se utilizan
Oxidos de metales semiconductores o polimeros conductores (Trends in Analytical
Chemistry. 2012, 32, 87). Se basan en la absorcién del sulfuro por parte del 6xido
metalico produciendo una sefial eléctrica que puede monitorizarse en tiempo real. Sin
embargo, en muchos casos presentan problemas considerables de estabilidad a factores
ambientales.

Los sensores Opticos poseen ventajas en cuanto a su aplicabilidad y funcionalidad;
permiten en muchos casos una deteccion en tiempo real y en el Jugar de origen (in situ),
con un coste energético nulo. Es por ello que suelen ser de los mas utilizados entre la
poblacion en general por su coste, su simplicidad y rapida respuesta. Las tiras de acetato
de plomo son un ejemplo: en presencia de sulfuros, cambian de color blanco a gris/negro
formando sulfuro de plomo (PbS). Los limites de deteccién estan en el rango de 5-10
mg/L (ppm) y su utilizacién, aunque frecuente, no es del todo recomendada, debido a la
toxicidad del plomo que es neurotoxico (Journal Air Pollution Control Association 1966,
16, 328). También se pueden utilizar tubos colorimétricos comerciales, permiten detectar
sulfuro de hidrégeno en concentraciones mas bajas 0,2-5 mg/L, aunque con una
reproducibilidad baja. Los tubos colorimétricos requieren de un muestreo activo con una
fuente de energia externa, lo que supone un equipo especifico para el muestreo y un
coste energético a tener en cuenta.

Como sensor pasivo se describe en Anal. Chem. 2016, 88, 1553-1558 un sensor que
permite determinar Unicamente sulfuro de hidrogeno en concentraciones bajas. El sensor
es una ldmina de papel recubierta con Bi(OH); 0 sus derivados alcalinos a pH = 11, y
requiere una etapa previa de acondicionamiento del sensor mediante la adicion de NaOH.
En presencia del gas, el sensor cambia de color de blanco a amarillo/marrén. Aunque
presenta buenas caracteristicas, no hay datos sobre su selectividad frente a otros gases,
ni sobre su respuesta en muestras o atmoésferas reales.

También se ha descrito en ACS Appl. Mater Interfaces 2014, 6, 6300-6307 la deteccion
de sulfuro de hidrégeno en aire utilizando nanoparticulas de oro, con un limite de
deteccién visual de 0,5 ppm. En este caso, una muestra del gas a analizar se hace
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burbujear en una disolucion acuosa a la que a continuacion se afiaden las nanopatrticulas
de oro, que no van inmovilizadas en ningan soporte, dejando incubar las soluciones
durante unos minutos. Finalmente, las soluciones se someten a mediciones de
espectrometria UV-visible.

También se ha descrito en US 2009/0140752 Al el uso de films de nanoparticulas que
tienen iones metdlicos incorporados para la deteccion de compuestos volatiles de azufre.
Si bien se citan muchos iones metalicos como de posible utilizacién en ese documento,
sin embargo los ensayos experimentales se realizan Unicamente con films que llevaban
incorporados iones de oro.

Finalmente, en Sensors and Actuators B 2016, 228, 4 71-479 se describe el uso de
nanoparticulas coloidales de plata en solucibn para su uso en la deteccién de
compuestos érgano-sulfurados liberados durante la descomposicién de las cebollas. Las
nanoparticulas de este documento son particulas esféricas de plata recubiertas con
polietilenglicol y citrato trisédico, de unos 3-4 nm de tamafio medio, y se utilizan en forma
de suspension coloidal en un tubo colocado a la salida de gases de un desecador donde
se colocan las cebollas en proceso de descomposiciébn. En este documento, los
inventores no observaron cambios visuales en el color de las nanoparticulas de plata
durante los primeros dos dias, desarrollandose la coloracion en los dias siguientes hasta
el décimo.

En consecuencia, el problema a ser resuelto en la presente invencién es el de
proporcionar un sensor colorimétrico solido para la determinacibn de compuestos
volatiles de sulfuro que mejore las caracteristicas de los sensores conocidos de la técnica
anterior, y concretamente que posibilite una deteccion sencilla, con una buena
sensibilidad, de manera portatil (in situ) y de forma pasiva en tan solo 10 min. Este sensor
presenta una selectividad adecuada para la monitorizacién de compuestos volatiles de
sulfuro y se ha observado que no interfieren en la deteccién otros compuestos volatiles
tales como las aminas, etanol o acetona. La sensibilidad es buena, con un limite de
deteccién y de cuantificacion de 45 ppb v/iv y 150 ppb v/v respectivamente mediante
reflectancia difusa. El sensor ha sido probado en 10 voluntarios sanos para la deteccion
del mal aliento, en 4 de ellos antes y después de la ingesta de alimentos ricos en H,S
(ajo) como responsable del aumento de los niveles de sulfuros volatiles. También se ha
aplicado con éxito a la detecciéon de sulfuros en cafierias. Se trata de un sensor que no
presenta toxicidad alguna, permite una deteccion directa de los sulfuros, en el lugar de
origen y en tiempo real. Finalmente, ademas de lo anterior este sensor presenta uno de
los costes mas bajos de los existentes en el mercado para la deteccién de sulfuros
volatiles a bajas concentraciones.

La solucién a este problema se basa en el hecho de que los inventores han encontrado
que es posible obtener un sensor colorimétrico con las ventajas indicadas mediante la
inmovilizacion de nanoparticulas de plata de un tamafio entre 10 y 40 nm en una
membrana de nailon con un tamafio de poro inferior a 8 micras, preferiblemente entre
0,22 y 1 micra, mas preferiblemente entre 0,22 y 0,47 micras, y lo mas preferiblemente
alrededor de 0,47 micras.

En consecuencia, en un primer aspecto la invencién se dirige a un sensor colorimétrico
pasivo para la deteccion y/o determinacion de sulfuros volétiles en gases que comprende
nanoparticulas de plata con un didmetro entre 10 nm y 40 nm, inmovilizadas en una
membrana de nailon que tiene un tamafio de poro entre 0,22 y 1 micras.

En un segundo aspecto, la invencién se dirige a un método de fabricacion de un sensor
colorimétrico pasivo para la deteccion y/o determinacion de sulfuros volatiles en gases,
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que comprende la etapa de hacer pasar una suspension de nanoparticulas de plata por
un filtro que contiene una membrana de nailon, de manera que las nanoparticulas de
plata se depositan y quedan inmovilizadas en dicha membrana. Para ello, en una
realizacion preferida se toma un volumen de nanoparticulas de plata del diametro
requerido, por ejemplo con una jeringa de plastico, y a continuacién se hacen pasar las
nanoparticulas de plata a través de un filtro que contiene la membrana de nailon, donde
guedan inmovilizadas. En caso de que sea nhecesario 0 conveniente, el resto de la
suspension de nanoparticulas que no han quedado inmovilizadas se puede volver a
hacer pasar por el filtro con objeto de conseguir una mayor cantidad de nanopatrticulas en
éste.

En un tercer aspecto, la invencion se dirige a un método de deteccion y/o determinacién
de sulfuros volatiles en gases que comprende las etapas de:

a) exponer el sensor anteriormente descrito a un gas que contiene sulfuros volatiles
durante un tiempo entre 2 y 60 minutos, preferiblemente alrededor de 10 minutos;

b) extraer el sensor y determinar su coloracibn mediante inspeccion visual, reflectancia
difusa o analisis de color RGB de una imagen digital del sensor expuesto;

c) a partir de los datos obtenidos en la etapa b), determinar la concentracion de sulfuros
volétiles en el gas mediante rectas de calibrado o patrones de color.

En un cuarto aspecto, la invencién se dirige al uso del sensor calorimétrico pasivo para la
deteccion y/o determinacién de sulfuros volatiles en gases tales como la atmdésfera,
atmosferas de recintos cerrados tales como aquellos en los que se produce una
evoluciébn de gases por causa de, por ejemplo, el almacenamiento de productos
vegetales, la cria de animales de granja, los recintos de tratamiento de aguas residuales,
vertederos, desagles y cafierias, asi como en el aliento humano para la deteccién de la
halitosis.

Breve descripcion de las Figuras

Figura 1: Esquema explicativo del proceso de agregacion de las nanoparticulas de plata
del sensor de la invencién en presencia de sulfuros volatiles.

Figura 2: Representacion de los valores de absorbancia en funcion de la longitud de onda
para nanoparticulas de plata de 20 nm inmovilizadas en membranas de A) nailon (figura
izquierda), B) fibra de vidrio (figura central) y C) papel de celulosa (figura derecha) en
concentraciones de H,S de a) 0 ppb (v/v), b) 250 ppb y c) 1000 ppb (v/v). Se han afiadido
las fotografias de los sensores y su respuesta en presencia de H,S a 1000 ppb (v/v).

Figura 3. Fotografia de los sensores y obtencion de la curva de calibrado mediante la
representacion del cociente entre la absorbancia a 550 nm y a 415 nm frente al logaritmo
de las siguientes concentraciones de H,S: a) 0, b) 150, c) 250, d) 500, e) 1000, f) 1500, g)
2500 ppb viv.

Figura 4. A) Valores obtenidos a partir de la curva de calibrado para 10 voluntarios sanos.
B) Valores obtenidos para 4 voluntarios sanos antes (columna izquierda) y después
(columna derecha) de la ingesta de alimentos ricos en H,S.
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Descripcién detallada de la invencion

El objetivo de la presente invencién es el de proporcionar un sensor colorimétrico pasivo
para la determinacién de compuestos volétiles sulfurados en bajas concentraciones con
aplicaciones en el campo de la salud, deteccion del mal aliento que puede estar
relacionada con periodontitis 0 gingivitis (Sensors and Actuators B 2009, 136, 73), y
también con aplicaciones ambientales, el control de sulfuro de hidrégeno en lugares
criticos (tratamientos de aguas residuales, vertederos, desagues, cafierias, procesado del
petréleo, etc.) con el fin de cumplir con la normativa establecida al respecto (Real Decreto
678/2014). En general el sensor es utilizable para la determinacion de sulfuro en
cualquier tipo de matriz en la que exista o se generen la formacién de este tipo de
compuestos. Hasta la fecha no se han descrito sensores suficientemente sensibles y
selectivos que permitan una monitorizacion in situ y en tiempo real.

La necesidad de este tipo de sensores ha sido resuelta utilizando nanoparticulas de plata
inmovilizadas en una membrana de nailon. Las nanoparticulas de plata interaccionan con
los sulfuros (R-S™y S?) debido a la afinidad de la plata por el azufre. El resultado de esta
interaccion provoca cambios de color, de amarillo a ocre/marrén. Segun creen los
inventores, las nanoparticulas de plata se agregan como consecuencia de la presencia
de compuestos de sulfuro, lo que provoca que la banda caracteristica de las
nanoparticulas de plata polidispersas, situada a una longitud de onda de 415 nm, se
desplace a mayores longitudes de onda (550 nm) y se haga mas ancha segun aumenta
el grado de agregacién de las mismas en una relacién directa con la concentracién de
sulfuros (-S* y R-S), segln se observa en el esquema explicativo que se muestra en la
Figura 1. Sin embargo, ahora se ha encontrado sorprendentemente que este efecto varia
de una manera muy notable dependiendo de en qué sustrato se inmovilizan las
nanoparticulas, de manera que, cuando se inmovilizan sobre membranas de nailon, se
obtiene una retencion mucho mayor de nanoparticulas de plata, y ademas los sensores
tienen un color amarillo mas intenso, que cuando se usan otros soportes tales como el
papel de celulosa o la fibra de vidrio. Ademas, también se ha determinado el tamafio de
poro optimo de la membrana de nailon, siendo este inferior a 8 micras, preferiblemente
entre 0,22 y 1 micra, y mas preferiblemente entre 0,22 y 0,47 micras. En la presente
invencidn es posible utilizar nanoparticulas de plata con un tamafio entre 10 y 60 nm, si
bien son preferibles los tamafios entre 10 y 40 nm, y aun mas preferibles los tamafios
entre 10 y 20 nm, por presentar una mayor sensibilidad.

Este sensor tiene las ventajas de un sensor sélido portatil y pasivo, por lo que no requiere
fuente de energia externa, ni tampoco preparacion previa o pretratamiento. La respuesta
se obtiene en tan solo 10 minutos. En una realizacion preferida de la invencién, en este
momento (es decir, después de la exposicion a la muestra de gases que contiene
sulfuros) los sensores se impregnan con glicerol, lo que tiene por objeto mejorar la lectura
del color, sobre todo cuando se hace por inspeccién visual. Esta impregnacién se hace
preferiblemente afiadiendo unas gotas de glicerol (unos (50 L) en el centro del sensor y
esparciéndolas con una varilla o espatula, de manera que quede bien distribuido por toda
la superficie del sensor. La impregnacion con glicerol debe hacerse después de la
exposicion del sensor a los gases que contienen sulfuros, ya que los inventores han
encontrado que, si se hace antes, los sensores no muestran respuesta, lo que se cree
gue es debido a que en esas circunstancias las AGNPs no se agregan.

Uno de los principales problemas de la utilizacién de las nanoparticulas de plata, a
diferencia de otras nanoparticulas tales como las de oro, cuya sintesis y comportamiento
se conoce con mas detalle, es la obtencidén de las nanoparticulas con buena dispersidad
de tamafos. Para evitar este problema, en realizaciones de la invencion se han utilizado
nanoparticulas comerciales con el fin de evitar los citados problemas de irreproducibilidad
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que podrian provenir de particulas no polidispersas, lo que afectaria directamente a la
sensibilidad y a la selectividad del sensor.

Después del muestreo, el sensor es preferiblemente impregnado con glicerol,
obteniéndose un incremento en la intensidad del color. Los investigadores creen que el
glicerol estabiliza las nanoparticulas de plata. La impregnacion con glicerol no es, sin
embargo, un elemento esencial para la invencién, sino que Unicamente incrementa la
intensidad del color y en consecuencia la sensibilidad del proceso. La invencion podria
llevarse a cabo igualmente sin la impregnacion con glicerol, lo que Unicamente
redundaria en un aumento de los limites de deteccion y de determinacién de los sulfuros
por parte del sensor.

Una vez coloreado el sensor, la intensidad del color se puede monitorizar por inspecciéon
visual, por analisis digital de los valores de color rojo, verde y azul (RGB) de una
fotografia del sensor obtenida mediante un dispositivo de grabacion o captura de
imagenes tal como un teléfono mévil, asi como también por reflectancia difusa.

Otro de los principales problemas del uso de nanoparticulas de plata es su estabilidad
frente a factores externos como la luz. Este problema se ha solventado inmovilizando las
nanoparticulas en membranas de nailon; esto las mantiene estables durante 3 meses a
temperatura ambiente.

Ejemplos experimentales

Ejemplo 1: Optimizacién del sensor

Como se ha mencionado, el disefio del sensor se basa en la inmovilizacién de
nanoparticulas de plata recubiertas de citrato comerciales (Aldrich, dispersion de 0,02
mg/mL de nanoparticulas de plata de 10, 20 o 40 nm de tamafo de particula (TEM)
estabilizadas con citrato sédico en tampdn acuoso) en una membrana o soporte.

Se probaron diferentes soportes para su inmovilizaciéon: nailon, papel de celulosa y fibra
de vidrio. Se observé que el nailon presentaba una mayor retencion de las nanoparticulas
y los sensores tenian un color amarillo mas intenso, mientras que las particulas
inmovilizadas en la fibra de vidrio se agregaban formando pequefios cristales. Los
sensores fueron testados frente a patrones gaseosos de H,S de 250 y 1000 ppb (v/v).
Unicamente el sensor preparado en soporte de nailon mostré una respuesta distinta para
cada concentracion, véase la Figura 2.

Una vez seleccionadas las membranas de nailon como soporte mas preferido, se
testaron con diferentes tamafos de poro en las mismas. Los resultados experimentales
mostraron que la retencion de las nanoparticulas de plata, asi como la sensibilidad del
método, fue similar para las membranas con tamafio de poro de entre 0,22 y 0,47 micras.
Sin embargo al utilizar membranas con un tamafio de poro de 8 micras la retencion fue
inferior, dando lugar a sensores de un color amarillo mas claro, por lo que resultaba mas
dificil distinguir el cambio de color.

Se inmovilizaron nanoparticulas de plata recubiertas con citrato de diferentes tamafios de
diametro: 10 nm, 20 nm y 40 nm. Todas ellas dieron respuesta positiva a la presencia de
diferentes concentraciones de sulfuro, cambiando el sensor de color amarillo a ocre y
después marran. La sensibilidad fue similar para el caso de las nanoparticulas de 10 nm
y 20 nm (LOD = 45 ppb), mientras que para las de 40 nm se observé una peor
sensibilidad (LOD = 200 ppb).
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Para la inmovilizacion de las nanoparticulas de plata en los distintos soportes se utilizaron
diferentes técnicas: por deposicién, por inmersion y mediante filtrado. Los mejores
resultados se obtuvieron mediante filtrado, y los sensores presentaron una intensidad de
color mayor, con un tiempo de preparacion mucho menor (Unos pocos minutos).

Ejemplo 2: Preparacién del sensor

Se tomo una jeringa (2 mL) de plastico, se acoplo un filtro de plastico y se incorporé una
membrana de nailon, previamente recortada a la medida del filtro, con el fin de que la
membrana ocupase toda la superficie del filtro. Se tomaron entonces con la jeringa entre
0,2 mL y 1 mL de nanoparticulas de plata recubiertas con citrato comerciales Aldrich de
20 nm de diametro y 0,02 mg/mL de concentracion en AgNPs, y se hicieron pasar a
través del filtro con la membrana de nailon incorporada al mismo. Una vez pasadas las
nanoparticulas a través del filtro, la dispersion sobrante se volvié a pasar dos veces mas
por la membrana, con el fin de retener la mayor cantidad posible de nanoparticulas de
plata, llegandose a alcanzar una retencion de alrededor de 60% de las nanoparticulas de
plata (0.0024 + 0.0002 mg para las condiciones ensayadas de 0,2 mL de dispersion
tomada con la jeringa). Finalmente, los sensores se cubrieron con un film (parafilm) y se
guardaron a temperatura ambiente.

Ejemplo 3: Generacién de patrones de sulfuros gaseosos

Con el fin de evaluar la respuesta del sensor frente a diferentes concentraciones de
sulfuros volétiles, se generé una serie de patrones de sulfuro en aire tomando como
modelo diversos estudios en los que la atmdsfera de sulfuros se genera afiadiendo una
disolucion acida a una disoluciéon de sulfuro de sodio (Na,S) o de metilmercaptano sédico
(CH3;SNa). El acido afiadido facilita la volatilizacién de los compuestos de sulfuro.

Para ello, se prepararon disoluciones de sulfuros de concentraciones conocidas asi como
una disolucién de acido fosférico al 85%. Para generar la atmésfera correspondiente, se
utilizaron botellas de dilucion estéatica de 2 L sujetas por el cuello con una pinza a pie o
soporte y sobre un sistema de agitacion. En primer lugar, se introdujeron en la botella el
iman agitador y el sensor al cual se le habia hecho pasar un hilo, de manera que este
guedaba colgando dentro de la botella de dilucion estéatica. A continuacion se afiadieron
0,1 mL de acido fosférico al 85% y se tapé la botella. Finalmente, se afiadié con una
jeringa a través del septum de la botella de dilucién estatica una disolucion acuosa de
sulfuro de sodio de 50 mg/L y se dej6 en agitacion durante 10 minutos. Una vez pasados
los diez minutos, el sensor se impregné con glicerol y su respuesta analitica se midié por
reflectancia difusa o bien se obtuvo la imagen digital del sensor y se realiz6 el andlisis de
color RGB, obteniéndose los valores correspondientes.

Ejemplo 4: Evaluacién de la respuesta del sensor frente a patrones gaseosos de sulfuros

Se evalud a continuacion la respuesta de los sensores frente a compuestos volatiles tales
como el sulfuro de hidrégeno (H,S), el metilmercaptano (CHs;SH) y el dimetilmercaptano
((CH5),S), siendo el sulfuro de hidrogeno y el metilmercaptano los principales
responsables de la halitosis. El sensor presentd respuesta positiva frente al sulfuro de
hidrogeno con limites de deteccion y cuantificacion de 45 ppb (v/v) y 150 ppb (v/v)
respectivamente, mientras que para el metilmercaptano los limites de deteccion y
cuantificacion fueron de 200 ppb (v/v) y 666 ppb (v/v), respectivamente. No se observo
respuesta alguna por la presencia de dimetilmercaptano.

La Figura 3 muestra el cociente entre la absorbancia a 550 nm (correspondiente al
méximo de la banda de nanoparticulas agregadas) y la absorbancia a 415 nm
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(correspondiente al maximo de la banda de las nanoparticulas de plata sin agregar) frente
al logaritmo de la concentracion de hidrogeno de sulfuro a 0, 150, 250, 500, 1000, | 500,
2500 ppb (v/v). La respuesta del sensor puede seguirse por reflectancia difusa, por
inspeccion visual tal y como puede observarse en la fotografia, y también mediante el
analisis RGB de la fotografia tomada utilizando un dispositivo movil. La recta de calibrado
obtenida mediante reflectancia difusa fue la siguiente:

AssolAuss = (0,3 1+ 0,02) Log Cppp ) - (0,58 + 0,05), R?= 0,990 (ecuacion 1)

También fue posible obtener una recta de calibrado mediante el andlisis RGB de la
fotografia tomada:

RGB del rojo = (-0,056%0,0 18) Cypp vy + (253%3), R?=0,991 (ecuacion 2)
La respuesta de los sensores fue evaluada a diferentes tiempos de exposicion. Se eligio
un tiempo de exposicién de 10 minutos como compromiso entre la intensidad de la sefial

obtenida y un tiempo de muestreo adecuado.

Ejemplo 5: Evaluacién de la respuesta del sensor en muestras reales

Para evaluar si el sensor colorimétrico puede ser aplicado para la deteccién de halitosis,
se hizo soplar de forma independiente a 10 voluntarios sanos dentro de bolsas de
plastico utilizadas para el muestreo en aire, en las cuales se habia introducido
previamente el sensor en su interior. Después de 10 minutos de estar en contacto con el
aliento de los voluntarios, el sensor se extrajo, se impregno con glicerol, se obtuvo la
imagen digital y se proceso6 la misma obteniéndose las coordenadas de color RGB y/o su
intensidad de color se midié por reflectancia difusa. Los resultados obtenidos se muestran
en la Figura 3, donde se observa que las concentraciones obtenidas estan por debajo de
las concentraciones consideradas como de mal aliento persistente o halitosis severa.

Ademas, se hizo un estudio sobre el efecto de la ingesta de alimentos ricos en H,S en el
aliento. El ajo es utilizado tradicionalmente en la cocina mediterranea y posee
propiedades muy beneficiosas para el organismo, siendo la mas conocida su poder como
antibiético. Sin embargo, el consumo de este alimento provoca mal aliento debido a la
presencia de sulfuros volétiles. En este estudio se evaluaron 4 voluntarios antes y
después de ingerir una salsa rica en ajo. En la Figura 4B se observa como los niveles de
sulfuros volatiles efectivamente aumentan inmediatamente después de consumir este
producto.

A continuacién se fortificaron las muestras, es decir, se afadieron a las mismas una
cantidad de 0, 250, 300 o 500 ppb de sulfuro. Para ello, se utilizaron volimenes de
0-100 pL de una disolucién patrén de 50 mg/L de Na,S, y 100 uL de acido fosférico al
85%, en bolsas de plastico de una capacidad de 2 L donde previamente habia soplado el
voluntario. Se esperaron 10 m in, se sacaron los sensores de las bolsas y se impregnaron
con glicerol. Finalmente, se obtuvieron las imagenes digitales y/o se midieron los
sensores por reflectancia difusa.

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos para la recuperacién en % de las
muestras indicadas. Las recuperaciones en % se calcularon de la siguiente manera:

- A(columna 1): Fortificacién o cantidad afiadida de sulfuro (ppb) a las muestras;

- B (columnas 2, 4, 6 y 8): Deteccion (en ppb) de la muestra fortificada. Esta
concentracion se obtiene a partir la medicion del color de los sensores y su
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interpolacion en la recta de calibrado correspondiente segun el método utilizado, es
decir, reflectancia difusa o analisis RGB de las imagenes digitales (en las rectas de
calibrado ecuaciones 1y 2, respectivamente).

- C (primera fila a ppb = 0): Concentracion de sulfuros en la muestra calculada a partir

de la medicién del color de los sensores por reflectancia difusa y su interpolacion en
la recta de calibrado que es la ecuacién 1. Se obtuvieron los valores 145y 116 ppb
para el voluntario 1 y el voluntario 2, respectivamente. También se calcularon los
valores mediante el analisis RGB del color rojo de las imagenes digitales utilizando el
programa informético GIMP (ecuacion 2). Los valores obtenidos fueron 151 y 115
ppb para el voluntario 1 y el voluntario 2, respectivamente.

Entonces:
Recuperacion (%) = (B-C)/A x 100
Por ejemplo, para una fortificacién de 250 ppb:

Recuperacion (%) = (392-145)1250 x 100 = 99%

Voluntario 1 Voluntario 2
Reflectancia Difusa Imagenes digitales(GIMP) Refiectancia Difusa Imagenes digitales(GIMP)
Deteccion  Recuperacion | Deleccion Recuperacion | Deteccion Recuperacion|Deleccion Recuperacion
(ppb) (%) (ppb) (%) {ppb) (%) (ppb) (%)
Muestras
fortificadas en
(ppb)
0 145 151 116 115
250 382 89 367 91 429 17 349 96
300 506 113 475 105 464 m 421 101
500 666 103 601 92 672 109 637 103

l'abla 1: Valores y recuperaciones de 2 muestras fortificadas de voluntarios sanos obtenidos por reflectancia difusa y

mediante el RGB de las fotografias de los sensores.

Los resultados demuestran que el sensor colorimétrico de la invencién es capaz de
detectar sulfuros en gases a través de una manera féacil, sencilla y rapida, por simple
inspeccion visual. El sensor desarrollado es un dispositivo sélido, ligero y portatil, que
presenta buenos limites de deteccion y de cuantificacién- 45 ppb v/iv 'y 150 ppb viv,
respectivamente, mediante reflectancia difusa-, pudiendo ser aplicado para la
deteccion/control de la halitosis severa. Es un sensor ecoldgico, no presenta toxicidad
alguna tanto las personas como para el medioambiente, su coste de fabricacion es bajo y
presenta una vida Gtil de 3 meses.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 643 857 Al

REIVINDICACIONES

1. Sensor sélido calorimétrico pasivo para la deteccion y/o determinacion de sulfuros
volétiles en gases que comprende nanoparticulas de plata con un diametro entre 10 nmy
40 nm inmovilizadas en una membrana de nailon que tiene un tamafio de poro entre 0,22
micras y 1 micra.

2. Sensor de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las nanoparticulas de plata tienen
un didmetro de 20 nm.

3. Sensor de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que las nanoparticulas de plata
estan estabilizadas con citrato sodico.

4. Sensor de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la
membrana de nailon posee un tamafio de poro de 0,47 micras.

5. Sensor de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que se
impregna con glicerol después de la exposiciéon a sulfuros volatiles en gases pero antes
de su deteccion y/o determinacion.

6. Método de fabricacion del sensor sélido calorimétrico pasivo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 anteriores que comprende hacer pasar una suspension de
nanoparticulas de plata con un diametro de particula entre 10 nm y 40 nm por una
membrana de nailon que tiene un tamafno de poro entre 0,22 micras y 1 micra, de modo
gue al menos una parte de las nanoparticulas de plata se depositan y quedan
inmovilizadas en dicha membrana.

7. Método de acuerdo con la reivindicacion 6, que comprende las siguientes etapas:

a) proporcionar una jeringa de plastico de 2 mL a la que se acopla un filtro;

b) introducir en el filtro la membrana de nailon recortada al tamafio del mismo; y

c) hacer pasar a través de la membrana de nailon una cantidad entre 0,2 mLy 1 mL de
una dispersion de nanoparticulas de plata que tiene una concentracion de
nanoparticulas de plata de 0,02 mg/mL.

8. Método de acuerdo con la reivindicacion 7 en el que, después de la etapa c), la parte

de la dispersién de nanoparticulas de plata que no ha quedado retenida en la membrana

de nailon se recoge y se vuelve a hacer pasar por la membrana hasta dos o tres veces

mas.

9. Método de deteccion y/o determinacion de sulfuros volatiles en gases o en matrices
qgue emitan sulfuros volétiles, que comprende las etapas de:

a) exponer el sensor de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 a un gas o matriz
gue emita sulfuros volatiles durante un tiempo entre 2 y 60 minutos;

b) extraer el sensor y determinar su coloracion mediante inspeccion visual, reflectancia
difusa o analisis de color RGB de una imagen digital del sensor;

c) a partir de los datos obtenidos en la etapa b), determinar la concentracion de sulfuros
volétiles en el gas mediante rectas de calibrado o patrones de color.
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10. Método de deteccion y/o determinacion de sulfuros volétiles en gases de acuerdo
con la reivindicacion 9 que comprende la etapa adicional de impregnar el sensor con
glicerol después de la exposicion al gas que contiene sulfuros volatiles pero antes de su
deteccién y/o determinacion.

11. Método segun la reivindicacién 10, en el que la impregnacién del sensor con glicerol
se realiza depositando unas gotas de glicerol sobre el sensor y esparciéndolo con una
espétula o varilla a fin de distribuirlo homogéneamente por toda la superficie del sensor.

12. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11 en el que los gases que
contienen sulfuros volatiles proceden de la respiracion humana.

13. Uso de un sensor de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5
anteriores en la deteccion y/o determinacion de sulfuros volatiles en gases o en cualquier
matriz en la que existan o se generen sulfuros volatiles.

14. Uso segun la reivindicacién 13 en el que los gases proceden de la atmésfera o de
recintos cerrados o abiertos.

15. Uso segun la reivindicacion 14 en el que los recintos se seleccionan de entre recintos
para el procesado y refinado del petréleo o gas natural, plantas de tratamiento de aguas
residuales, vertederos, desagties y cafierias.

16. Uso segun la reivindicacion 13, en el que los gases proceden de la respiracion
humana, para la determinacion de la halitosis.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201600440

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 CHEN, Rui; MORRIS, Hannah R.; WHITMORE, Paul M.

Fast detection of hydrogen sulfide gas in the ppmv

range with silver nanoparticle films at ambient

Conditions. Sensors and Actuators B: Chemical, 2013,

Vol. 186, p. 431-438; apartados 1-2.

D02 AKAMATSU, Kensuke, et al. Preparation and characterization
of polymer thin films containing silver and silver

Sulfide nanoparticles. Thin Solid Films, 2000, vol.

359, no 1, p. 55-60; apartado 3.1.

D03 MORALES-LUCKIE, Radl A., et al. Facile solventless
synthesis of a nylon-6, 6/silver nanoparticles composite

And its XPS study. International Journal of Polymer

Science, 2013, vol. 2013; apartado 4.

D04 SHANMUGARAJ, Krishnamoorthy; ILANCHELIAN, Malaichamy.
Colorimetric determination of sulfide using chitosan-capped
silver nanoparticles. Microchimica Acta, 2016, vol.

183, no 5, p. 1721-1728, todo el documento.

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

El objeto de la presente invencion es un sensor solido colorimétrico para la deteccion y/o determinacion de sulfuros volatiles
en gases que comprende nanoparticulas de plata inmovilizadas en una membrana de nailon.

El documento D01 describe un sensor 6ptico que permite la deteccién de sulfuros volatiles a temperatura ambiente. Dicho
sensor estd basado en una fina pelicula de nanoparticulas de plata, con un tamafio medio de 10nm, estabilizadas
polietilenimina que ese deposita en el fondo de una cubeta de vidrio. Se consiguen detecciones en el orden de partes por
millén en volumen mediante espectroscopia por resonancia de plasmones superficiales localizados (apartados 1-2).

El documento D02 se refiere a delgadas peliculas de nailon conteniendo nanoparticulas de plata y de sulfuro de plata.
Mediante la técnica de relajacion termal se depositan sobre finas peliculas de nailon (130nm) nanoparticulas de plata con un
tamafio medio comprendido entre 4,5-9,1nm. Posteriormente, las fibras resultantes se someten a una corriente de H2S/02
dando lugar a la formacion de nanoparticulas de sulfuro de plata con un tamafio comprendido entre 4,7-11,2 nm (apartado
3.1)

En el documento D03 se estudia la sintesis de nanoparticulas de plata soportadas sobre membranas de nailon mediante
impregnacion con una solucién acuosa de plata y se lleva a cabo reduccién quimica con NaBH4 a temperatura ambiente.
Las nanoparticulas de plata depositadas sobre las fibras de nailon tienen un tamafio medio de 3,3 nm (apartado 4).

El documento D04 describe un ensayo colorimétrico para una deteccion selectiva y de alta sensibilidad de sulfuros mediante
un sensor colorimétrico de nanoparticulas de plata recubiertas de quitosano. En concreto, se afiade una solucion de sulfuro
sédico a una solucién de nanoparticulas de plata recubiertas de quitosano observandose un cambio de color de amarillo a
incoloro, siendo a las especies de dominantes H2S y HS- a un pH=7 (todo el documento).

La diferencia entre el objeto de la invencion y los documentos D01-D04 radica en que ninguno de dichos documentos
divulga un sensor colorimétrico para la deteccion de sulfuros volatiles que comprenda nanoparticulas de plata con un
diametro entre 10nm-40nm inmovilizadas en una membrana de nailon con un tamafio de poro de 0,47 micras con un limite
de deteccion y de cuantificacion de 45ppb v/v y 150 ppb v/v, respectivamente, mediante reflectancia difusa.

Asimismo, dicho sensor no se consideraria obvio para un experto en la materia a partir de los documentos citados.

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones es nuevo e implica actividad inventiva conforme
establecen los Articulos 6.1y 8.1 de la L.P.
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