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Introduccion

INTRODUCCION

Se denominan metales pesados a aquellos metales o metaloides cuya densidad es ma-
yor de 4,5 g~cm’3 y en concreto, plomo, cobre, niquel, cadmio, platino, cinc, mercurio y arsé-
nico. Estos metales existen en el ambiente de manera natural en cantidades y formas quimi-
cas variables dependiendo de circunstancias como son entre otras la localizacion geografica,
régimen de temperaturas o humedad. Su contenido natural se ha alterado por causas antropo-
génicas lo que ha influenciado y modificado considerablemente los ciclos naturales y los
ecosistemas. Aunque las actividades mineras ya comenzaron a influir 20 siglos antes de
nuestra era, la irrupcion de metales pesados en el ambiente y la consecuente contaminacion
comienza con la industrializacion y el consumo de energia procedente principalmente de

combustibles fosiles.

Todos los metales pesados se transportan por el medio ambiente, atmosfera incluida y
para ellos existen ciclos al igual que los que para otros elementos. Dichos ciclos, al igual que
ha ocurrido con estos ultimos, han sido modificados por el hombre. El ritmo actual de ex-
traccion y dispersion masivo de metales, incluidos los pesados, ha incrementado de manera

notable su presencia en los diferentes sistemas circulatorios, incluido el atmosférico.

Las emisiones de metales pesados se originan fundamentalmente en grandes instala-
ciones de combustion, especialmente aquellas que utilizan combustibles sélidos, industria de
calcinacion y sintesis de minerales metalicos, fundiciones, acerias y otras instalaciones meta-
lurgicas, industria de produccioén de cemento y vidrio e instalaciones de incineracion de resi-

duos urbanos y sanitarios.

Los metales pesados muestran gran tendencia a formar complejos, especialmente con
ligandos del medio bioldgico conteniendo nitrégeno, azufre y oxigeno, lo cual puede explicar
los efectos toxicos de los metales pesados. No obstante, las consecuencias sobre la salud
dependen del estado fisico y quimico del metal, que puede presentar formas toxicas y formas
inocuas. Ademas del caracter toxico de elementos como mercurio o cadmio, otros metales
pesados como manganeso, cobre, cinc, cobalto y otros son esenciales para muchos organis-
mos, por lo que su deficiencia puede tener graves repercusiones. Por ultimo, hay que recor-
dar que un mismo elementos a bajos niveles es necesario mientras que puede ser toxico a

mayores concentraciones.
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Este caracter toxico es que ha llevado al establecimiento de normas tanto guberna-
mentales como institucionales acerca del contenido maximo permitido o recomendado de

metales en diferentes matrices como agua, alimentos, plasticos o pinturas.

La determinacion de metales pesados en diversos tipos de matrices en un problema
clasico de la Quimica Analitica y la respuesta que se le ha dado en cada época ha dependido
del estado de los conocimientos y asi podemos citar desde las gravimetrias y volumetrias de
la primera mitad del siglo XX, la espectrofotometria y técnicas electroquimicas en tercer

cuartil del siglo pasado a las técnicas atomicas y de masas actuales.

Un tipo de procedimientos de gran interés son los ensayos rapidos, los cuales se pue-
den considerar como una combinacion de herramientas analiticas simples, portatiles y bara-
tas con procedimientos de andlisis sencillos para la identificacién o determinacién de sustan-
cias. Son de diverso tipo y entre ellos encontramos desde reacciones en disolucion con ob-
servacion visual o medida instrumental, a volumetrias con cuentagotas, medida de la longi-

tud o radio de zonas coloreadas u otros.

Todos estos sistemas tienen de comun el que pueden llevar a cabo fuera de un labo-
ratorio. En ellos, razones de inmediatez, privacidad u oportunidad priman sobre los habitua-

les de un analisis quimico, especialmente en términos de exactitud o precision [1]; [2].

Uno de estos sistemas rapidos son las llamadas tiras reactivas, sensores de un solo uso
o sensores desechables, que se podrian definir como dispositivos analiticos autocontenidos
que pueden ser utilizados, o no, en conjuncion con instrumentacion portatil. De forma mas
precisa, podriamos decir que son formulaciones analiticas en las que todos los reactivos
necesarios para hacer un analisis se encuentran presentes en estado sélido sobre o dentro de
adsorbentes o peliculas dispuestas sobre laminas de material plastico [3]. Estas zonas
reactivas o matrices se encuentran adheridas a pequefas tiras de material plastico que
permiten su manipulacion. Las matrices pueden ser papeles impregnados con reactivos,
peliculas poliméricas conteniendo los reactivos o capas especiales con los citados reactivos.
En este caso, para efectuar la prueba analitica, el sensor -tira reactiva- se pone en contacto
con la disolucién a analizar, bien por inmersién o bien depositando un volumen pequeiio y
conocido de la misma sobre la zona activa del sensor. Al difundir el problema en la zona de

reaccion, disuelve los reactivos y provoca la reaccion o, lo que es muy habitual, desencadena
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un conjunto de reacciones que originan el desarrollo de una propiedad analitica que permite
la estimacion de la cantidad de analito presente. Dicha estimacion se puede llevar a cabo
visualmente usando una carta de colores, estimacion semicuantitativa, o mediante un
pequefio instrumento especialmente disefiado para ello y con el que se mide alguna
propiedad optica o eléctrica sobre el propio dispositivo, bien en equilibrio o de forma
cinética.

Las tiras reactivas tratan de satisfacer las necesidades de informacién quimica, o, mas
precisamente, de informacién que se pueda obtener mediante el andlisis quimico, a niveles
préximos al gran publico. Por tanto, deben de cumplir una serie de condiciones como son:
ausencia de manipulacion de reactivos y disolventes, sencillez de uso, robustez, facilidad de
lectura de resultados, inmediatez, bajo costo, y que no sea necesario personal cualificado

para su uso.

De alguna manera supone una democratizacion — si fuera posible aplicar ese concep-
to- de la Quimica Analitica. No es necesario saber, no es necesario esperar, no es necesario
recurrir a un especialista. En la intimidad de su casa una mujer puede saber si estd embaraza-
da, si el contenido en cloro o amonio cuaternario de su piscina esta al nivel adecuado o si su
nivel de glucosa en sangre es normal. Incluso se usan para cuestiones mas polémicas como
podria ser el control paterno del consumo de drogas de abuso en jovenes o del patrén sobre

sus empleados.

Pero ademas de estas necesidades de informacion en casa o a pie de cama por parte de
usuarios no cualificados, hay muchas otras que pueden ser cubiertas por este tipo de disposi-
tivos. Este es el caso de laboratorios de rutina de analisis clinicos o investigaciones de campo
por parte de gedlogos, policia cientifica o servicios de vigilancia ambiental con diversos
objetivos. Asi, determinar de forma rapida valores de pardmetros clinicos en orina y sangre,
la denominada en este ambito Quimica Seca y que cambia el concepto de laboratorio clinico
al permitir utilizar el analisis rutinario de orina como discriminante del estado de salud de
poblaciones mayoritariamente sanas. También se pueden usar en procedimientos de muestreo
para seleccionar qué muestras tomar, para monitorizar valores limite en control de procesos,
para determinar componentes labiles, por ejemplo en aguas naturales, mediante analisis in

situ, o para estimacion de niveles de analitos que permitan establecer una estrategia de anali-
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sis. Incluso para cuestiones tan aparentemente nimias como la verificacion de muestras, asi

cuando se sospecha una confusion de las mismas.

El concepto de tira reactiva encaja en la cultura del usar y tirar tan extendida hoy en
dia y que aparece en USA a partir de la II Guerra Mundial por el desarrollo tecnologico que

caracteriza la reconstruccion bélica.

Hay una acelerada produccion de bienes de consumo y se generaliza la propaganda y
venta de productos de usar y tirar, mercancias de un solo empleo, que van desde manteles a
magquinillas de afeitar, envases no retornables o compresas higiénicas. La brevedad —valor de
lo efimero- se convierte en el motor que retroalimenta el sistema. Todo producto lleva en si o

potencia su propia muerte.

En este contexto, el desarrollo de dispositivos analiticos que no exigen el uso de un
laboratorio, que no emplean en absoluto, o casi, reactivos en disolucion, que no necesitan
personal con conocimientos, que se pueden usar en cualquier sitio, que responden de forma
practicamente inmediata y que casi no generan residuos, es, evidentemente, bien acogido y
aparece como un producto —jno olvidemos que antes el analisis era un servicio!- que encaja

en los habitos culturales.

Estas tiras reactivas se pueden clasificar en dos formatos diferentes, las basadas en

observacion visual y las que realizan medida instrumental.

Las primeras son herederas de la tradicion en Quimica Analitica de los papeles reacti-
vos, el mas conocido de los cuales es el papel de pH en sus diversas variantes (torna-
sol/universal/décimas). Estas tiras pretenden clasificar a la muestra atendiendo a un parame-
tro de interés en algin subgrupo de concentraciones mediante comparacion visual a través de
diversos procedimientos; originando un color o una modificacion de un color previo. Los
resultados son meramente cualitativos o como mucho permiten una estimacion semicuantita-
tiva mediante el uso de cartas de colores. De esta manera se obtiene una informacion que se
suele denominar semicuantitativa, con un grado de exactitud baja [4], basada en la capacidad
de discriminacion entre colores del ojo humano. Asi dureza o hierro en agua. Alternativa-
mente, pueden ser de tipo disyuntivo (si/no) segin se supere un determinado valor de con-
centracion, a veces un limite legal. Estan disefiados para que sea perceptible por encima de

ese nivel, asi un test de embarazo.
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Sin embargo, aunque actualmente se siguen usando estos ensayos, los inconvenientes
que presentan se fueron eliminando mediante la introduccion de nuevas tecnologias y un
cuidadoso control de la fabricacion y el uso de medidas cuantitativas mediante
instrumentacion eléctrica u optica. En esta Memoria de Doctorado solo se tratara de tiras

reactivas de tipo cuantitativo a través de medidas Opticas.

Este tipo de sistema analitico fue usado extensamente a partir de finales de la década
de los 70 y en la de los 80 en analisis clinicos -la llamada, en general, Dry Reagent Chemis-

tries [5]y denominada en Espafia Quimica Seca-.

Las tiras basadas en una medida instrumental utilizan una medida cuantitativa que
suministra una informacién mas fiable y precisa que la simple distribucion en categorias. Las
medidas mas utilizadas, aunque no las tinicas, son las eléctricas y las opticas. Dentro de las
eléctricas, las tiras desechables amperométricas son las de mayor uso, aunque otras, como las
potenciométricas, son de interés. En tiras reactivas Opticas, las mas usadas son las que se
basan en medidas de reflectancia difusa aunque también en espectrofotometria, fluorescen-
cia, tanto directa como usando campo evanescente y, mas raramente, en otras como quimio-

luminiscencia.

En este tipo de sistemas analiticos, a diferencia de los procedimientos analiticos con-
vencionales, no se trata de poner a punto un procedimiento, sino de preparar el sistema en su
conjunto para su uso por el cliente. La dimension comercial y econdmica de este tipo de
procedimientos rapidos es mayor que en otras técnicas y procedimientos. Y buena prueba de
ello, es el habitual empleo aqui de patentes y modelos de utilidad como forma de publicacion

y proteccién de resultados.

Es muy frecuente que sean desarrollados directamente por empresas, ya que las pro-
piedades y caracteristicas que deben mostrar, no solo analiticas sino de estabilidad, robustez
mecanica, precio, etc., hacen que sea necesaria una tecnologia media/alta para compatibilizar
prestaciones y precio. A pesar de todo ello, supone una oportunidad de negocio para muchas
empresas por el volumen de potenciales clientes que existen y de hecho en la actualidad es
un prospero campo de actividad para muchas empresas como Merck, Macherey-Nagel, Kyo-

ritshu, Hach, LaMotte Company, Industrial Test Systems, etc.
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Las ventajas de este tipo de sistemas analiticos ya han sido sefialadas. Los inconve-
nientes se refieren al caracter semicuantitativo de muchas de ellas, su baja exactitud, su esca-
sa capacidad para el analisis de trazas, su cardcter dedicado para un tipo de analito en una
matriz dada, lo que hace que tengan escasa versatilidad, salvo que se demuestre su utilidad

para otra matriz.

Las tiras reactivas, sensores desechables o sensores de gota plana se han utilizado pa-
ra la identificacion o determinacion de metales pesados a través de diversas estrategias. De
una manera general, para lograr el reconocimiento el ligando o reactivo se une quimicamente
o se entrapa fisicamente cerca de la interfase o en el interior de la membrana sensora o bien
se inmoviliza directamente sobre su superficie. La sefial se genera a partir de la interaccion
con el reactivo, quien cambia sus propiedades por reaccion el analito, bien ¢l solo o con el

concurso de reacciones acopladas.
Entre los procesos de reconocimiento utilizados para metales [6] podemos citar:

1) Propiedades intrinsecas. Utilizadas cuando el analito muestra una propiedad intrin-
seca util y se pueden evitar los problemas de interferencia para el problema concreto. El
simple contacto de la muestra con el sensor desechable, sin o con etapa previa de preconcen-
tracion, hace posible la determinacion. Un caso donde se ha usado ha sido la determinacion
de plomo por analisis potenciométrico con redisolucion [7] o la de plata en liquidos de pro-

cesado fotografico por voltametria de redisolucion [8].

2) Reacciones de complejacion. Se han usado tipicamente para metales, aparte de
otras aplicaciones, mediante: a) reaccion directa con el problema asi calcio en fluidos fisio-
logicos con 3,3'-bis[N,N-di(carboximetil)aminometil]-o-cresolftaleina [9] o niquel con dime-
tilglioxima [10] o b) por reaccion con el agente complejante previa reduccion del ion metali-
co, este es el caso de la tira reactiva visual para vanadato, molibdato y hierro en liquidos de

refrigeracion con acido galico e hidraxilamina [11].

3) Reacciones anfitrion-huésped. Las moléculas anfitrion (ionoforo o hosf) han sido
utilizadas para el reconocimiento de iones metalicos, ademas de para otros usos, en dispositi-
vos de un solo uso basandose en la combinacion de la complementariedad de forma con el
huésped (guest) y en la adecuada organizacion tanto de posicion como estereoquimica de los

grupos enlazantes del anfitrion [12]. Se han utilizado en este contexto diferentes tipos de
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ionoforos que poseen grupos coordinantes, cadenas alquilicas no polares y agrupaciones
ciclicas. Entre ellas se pueden citar éteres corona [13]; [14], coronanos, podanos [15], crip-
tandanos [16], antibioticos como valinomicina [17]; [13], tetralactonas, macrolidos actinas
tales como monactina, monensina [17], nonactina [18] y diamidas no ciclicas{Capitan-

Vallvey, 2004 3526 /id}, entre otros.

Se han usado mediante reaccion directa con el analito, que habitualmente son iones
alcalinos o alcalinotérreos, y posterior medida potenciométrica. Estas membranas selectivas
de iones de un solo uso habitualmente incluyen un aglutinante hidrofébico inerte o matriz
donde se encuentra disperso el ion6foro junto con un plastificante que permita la movilidad
de los iones en membrana. Asi han sido usados para la determinacion directa de potasio [17];

[19]; [18].

Una segunda posibilidad que permite el reconocimiento visual u 6ptico de cationes
consiste en el acoplamiento de un indicador que pone de manifiesto el reconocimiento del
analito. En este caso, el sistema funciona por intercambio idnico entre una fase organica
tridimensional de PVC plastificado y la fase acuosa conteniendo el analito. Se han utilizado
diferentes sistemas operativos y organizaciones para incluir las requeridas fases hidrofobicas
e hidrofilicas en fase sdlida conteniendo los reactivos: iono6foro, cromoinéforo, plastificante,
disoluciéon reguladora y otros. Se han propuesto diversas tiras reactivas de este tipo para

determinar iones alcalinos y alcalinotérreos [15]; [13]; [20].

4) Reacciones enzimaticas. El empleo de reacciones catalizadas por enzimas ofrece
diversas posibilidades para el desarrollo de tiras reactivas, entre otras para metales. El origen
de los enzimas puede ser natural o modificado genéticamente para aumentar su idoneidad
para la aplicacion. También se han usado materiales celulares (tejidos vegetales, células

bacterianas, etc.) como fuente de actividad enzimatica.

De entre las diferentes estrategias basadas en enzimas, se han usado algunas para el
desarrollo de sensores desechables para iones metalicos, asi cuando el analito es cofactor de
una reaccion enzimatica. La determinacion del ion metdlico es posible a través de la
activacion del enzima. Este es el caso de un ensayo optico para cinc usando fosfatasa alcalina
y p-nitrofenil fosfato como sustrato [21]. La inhibicion enzimatica por metales que bloquean

el centro activo del enzima ha sido utilizada para el desarrollo de sensores desechables. Este
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es el caso de la tira reactiva visual para mercurio basada en la inhibicion de la ureasa la cual
cataliza la hidrdlisis de la urea y modifica el pH del medio puesto de manifiesto por un

indicador acido-base [22].

La integracion de reactivos y operaciones analiticas en el sensor desechable depende
principalmente del tipo de medida empleado, asi como de otros factores tales como la

relacion entre el problema y el sensor desechable o el tipo de matriz.

Brevemente vamos a comentar en primer lugar los sensores desechables visuales y
opticos y luego los electroquimicos utilizados para iones metalicos. En los sensores dese-
chables visuales, la concentracion de analito se mide por la extension de la reaccion en la
fase solida a través de la medida del cambio de color. Esto se hace comparando el color de la
tira reaccionada con una carta de colores estandarizada que contiene un numero discreto de
zonas de color correspondientes a diferentes concentraciones de analito. La correspondencia
del color de la tira reaccionada con el de una zona dada o la interpolacion entre zonas adya-

centes permite estimar la concentracion.

Existen diferentes tiras reactivas de este tipo comercializadas para ensayo de metales
pesados en aguas potables, aguas de piscina, aguas de bafio, suelos, industria y, entre otros,
productos educacionales. Asi podemos citar arsénico (III) y (V), aluminio, cinc, cromo (III),
cobre, hierro (II) y (IIT), plomo, manganeso (II) y (VII), mercurio, molibdato, niquel, paladio
y plata, entre otros por diversas empresas entre las que podemos citar Industrial Test
Systems, Inc. (Hach Company), LaMotte Company (Thomas Scientific), AquaChek, Omega
Engineering Inc., Merck, Gallard-Schlesinger Industries, Inc., Serim Research Co.,
Macherey-Nagel, Kyoritsu, 3M, Thermo Electron Corporation, Palintest Ltd. y EnviroLogix

Inc.

La técnica dptica mas utilizada para sensores desechables cuantitativos es la espec-
trometria de reflectancia difusa, dado que muy frecuentemente que dichos sensores sean
opacos [23], pudiendo medirse tanto en la cara por donde se deposita el problema como por
la cara opuesta, siendo este tltimo sistema muy habitual en la tiras reactivas multicapa. Otras
alternativas utilizadas consisten en: la medida de caracteristicas cromaticas del sensor [24];
la medida de absorcion de radiacidon por transmision [25]; [26]; luminiscencia, tanto

fluorescencia [27], como fosforescencia [28]o quimioluminiscencia [29]; [30].
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Los sensores de un solo uso electroquimicos se pueden considerar como celdas elec-
troquimicas autocontenidas sobre las que se coloca la muestra [31]. Se han usado diferentes
propiedades eléctricas en conexion con estos sensores, siendo las mas utilizadas la ampero-

metria, potenciometria, técnicas de redisolucién y conductimetria

Las técnicas mas habituales para la preparacion de sensores desechables electroqui-
micos, por su gran volumen de produccidn, re producibilidad y coste, son la técnicas de peli-
cula gruesa (serigrafia o screen-printing) y las técnicas de pelicula delgada (litografia); sien-
do la primera de ellas la mas usada. No obstante, tecnicas como la impresion por chorro (ink-

jet printing) [32]y el rotogravado [33] también se han empleado.

Las técnicas de serigrafiado son muy usadas por la facilidad para emplear tintas basa-
das en polimeros de baja temperatura de curado (<100°C). De esta manera, se logra la depo-
sicion de films conteniendo reactivos organicos en condiciones suaves sobre sustratos plasti-
cos o bien ceramicos, siendo el proceso adecuado para la produccion en masa de estos senso-
res. El material de electrodo mas utilizado es el carbon por la gran versatilidad que presenta
al poder formularse con diferentes conductores, disolventes y aditivos; mientras que el elec-
trodo de referencia mas habitualmente empleado es el de Ag/AgCl preparado a partir de una

pasta de plata conteniendo AgCl [34].

Los dispositivos electroquimicos de un solo uso mas utilizados para metales pesados
son, con mucho, los de redisolucion. La combinacion de potenciostatos/galvanostatos en
conjuncién con electrodos desechables serigrafiados y ordenadores portatiles hace posible la

determinacion cuantitativa de metales pesados.

Entre otros procedimientos podemos citar el SA-1000 Scanning Analyzer para
monitorizaciéon de plomo y cobre en agua y el SA-5000 Scanning Analzyer para plomo en
polvo, aire, agua, pintura y suelos; ambos de la empresa Palintenst Ltd [35]. Tambien el
HSA-1000 para analizar plomo y cobre mediante voltametria de redisolucion anddica de
pulso diferencial de la empresa Hach Company [36]. Para la determinacion de plomo en
sangre total se han comercializado diferentes instrumentos junto con las correspondiantes
electrodos desechables, asi el LeadCare [37] desarrollado conjuntamente por ESA, Inc. y
AndCare, Inc. con la ayuda del U.S. Center for Disease Control (CDC) y basado en un

electrodo desechable de oro.
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Si atendemos a como se relaciona el problema conteniendo el analito con la tira reac-
tiva, se pueden clasificar estos ensayos en dos grupos: sistemas verticales y sistemas horizon-
tales. En los sistemas verticales el fluido atraviesa perpendicularmente la capa o capas que
constituyen la zona reactiva sufriendo un conjunto de reacciones y procesos que permitiran
desarrollar una propiedad analitica, estos son los mas comunes. En los sistemas horizontales
la muestra se deposita sobre una zona de recepcion y se mueve por flujo fluido a través de la
tira de ensayo produciéndose como consecuencia de esa migracion separaciones cromatogra-
ficas, reacciones y/o retenciones de analito o interferentes, que originaran la propiedad anali-

tica. En esta Memoria de Doctorado solo trataremos de ensayos de tipo vertical.

En los sistemas verticales se pretende integrar todas operaciones analiticas necesarias
en un Unico conjunto sobre el que vamos a aplicar la muestra, lo que provocara, tras la
disolucién de los reactivos, diferentes reacciones y procesos que concluiran con la
realizacion de la medida. Los tipos de operaciones a realizar dependeran del tipo de

problema y de las reacciones quimicas usadas para su determinacion.

Los reactivos en los sistemas verticales se encuentran en fase solida y se pueden
distribuir o bien a través de toda la matriz de la tira reactiva o bien pueden estar
compartimentalizados en dominios especificos dentro de la infraestructura de la matriz. Esta
distribuciéon de reactivos y componentes necesarios se puede lograr de dos maneras: 1)
mediante una unica capa, los llamados sistemas monocapa; o 2) mediante un conjunto de
capas diferenciadas que se encuentran apiladas, los llamados sistemas multicapa. La mayor o
menor complejidad del sistema dependera del propio analito, de la complejidad de la matriz

que lo contiene y de la selectividad de la reaccion de reconocimiento.

Los sistemas monocapa, a su vez pueden emplean membranas constituidas por una
unica capa que puede ser homogénea o bien heterogénea. Los sistemas homogéneos son los
mas simples y consiguen una distribucion homogénea de componentes a través de procesos
de impregnacion de un soporte adsorbente -sistemas de fibra impregnada, por deposicion de
una disolucion de reactivos sobre un soporte no absorbente o bien por fabricacion de un film
usando un material formador de pelicula junto con los reactivos sobre un soporte plastico.
Todo ello se puede lograr por técnicas de inmersion, pintado, rociado, aplicaciéon o

deposicion.
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El empleo de formatos monocapa presenta ventajas en cuanto a su fabricacion, sin
embargo con ellos no se pueden resolver con eficacia todos los problemas, ni se pueden
aplicar a cualquier conjunto de reacciones o procesos. La determinacion de algunos
compuestos en solucién acuosa raramente se puede llevar a cabo con un tnico reactivo y,
consecuentemente, es frecuente usar una combinacién de diversos reactivos para reacciones
multietapa. Por ello, se han desarrollado los sistemas multicapa, en los que se sitGan un
conjunto de capas de diferente naturaleza que seran recorridas verticalmente por la muestra,
produciéndose un conjunto secuencial de operaciones analiticas, asi disolucion, filtracion,
dialisis o extraccion, junto con reacciones quimicas de muy diverso tipo, tales como
neutralizaciéon, complejacion, reacciones redox, formacion de compuestos insolubles,
reacciones estereoespecificas u otras, y todo ello, integrado en una pelicula de espesor menor

de 100 um.

En los sistemas horizontales, se impone un movimiento lateral a la muestra por flujo
fluido lo que hace posible tomar la muestra a la vez que se evita la contaminacion cruzada,
asi como organizar operaciones analiticas secuencialmente y llevar a cabo separaciones cro-
matograficas de reactivos o interferentes que no se pueden efectuar en los sistemas vertica-
les. Estos dispositivos de flujo lateral, también llamados tiras reactivas inmunocromatografi-
cas, se han usado frecuentemente en sensores inmunologicos heterogéneos en los que se
aplica una etapa inmunocromatografica mediante la inmovilizacioén de anticuerpos y/o oligo-
nucledtidos de posiciones predeterminadas de la membrana, las llamadas zonas de captura.
Sin embargo, este tipo de dispositivos se utilizan escasamente para metales pesados, siendo

mas habituales los de tipo vertical.
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BASES FiSICO-QUIMICAS

Este capitulo es una introduccion sucinta a las técnicas opticas usadas en esta Tesis
para la realizacion de las medidas analiticas. También se hace una breve descripcion de la
forma de realizar las medidas para cada técnica, asi como de la forma de preparar las

membranas.
1. Técnicas de medida

1.1. Absorcion de radiacion

Al incidir la radiacion electromagnética sobre un cuerpo transparente una parte es
reflejada, otra parte es absorbida y una tercera parte saldra al exterior tras atravesarlo. En este
proceso, parte de la energia de la radiacion es transferida temporalmente a la molécula y,

como consecuencia, disminuye la intensidad de la radiacion [1].

Se denomina transmitancia al cociente: T =—, donde I, es la intensidad incidente e
0

I la intensidad transmitida. La absorbancia, que sera la magnitud analitica utiilizada, se

define por la ecuacion:
1
A:log¥zlog— 2.1

De acuerdo con la ley de Beer, la absorbancia se relaciona linealmente con la
concentracion de la especie absorbente (c¢) y con la longitud de la trayectoria (b) de la

radiacion en el medio absorbente. Es decir:
A=¢-b-c (2.2)

donde & es la constante de proporcionalidad denominada absortividad molar que tiene
unidades de L-cm™mol”. La intensidad de la absorcion de una transicion electrénica a

cualquier longitud de onda, esta determinado por la probabilidad de que ocurra dicha
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transicion y el tamafio de la molécula o especie absorbente. La absorcion maxima de una
banda corresponde a la transicion mas probable en la region de absorcion [2]. La ley de Beer
es una ley limite y se aplica cuando la energia radiante absorbida por la especie se pierde en
forma de calor y en sistemas homogéneos y continuos como son las disoluciones verdaderas,
por lo que existen un gran niimero de deviaciones tanto reales como aparentes que deberan
ser tenidas en cuenta en el empleo de los sensores de un solo uso estudiados en esta

Memoria.

1.1.1. Método de medida

La medida de absorcion de radiacion por parte de las membranas se ha realizado con
dos tipos de espectrofotometros. Por una parte un espectrofotometro de tipo secuencial, el
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 2 y por otro uno de tipo simultaneo, el espectrofo-
tometro de diodos en fila HP 8453 ChemStation. Para poder medir las membranas de un solo
uso, estas se situan una vez tratadas con la disolucién problema en un portamuestras
adecuado en el compartimento de medida del espectrofotometro, donde se mide la sefial
analitica que nos permite cuantificar el analito presente. Se han utilizado dos tipos de
portamuestras de disefio propio que permiten

situar la tira reactiva y que se adaptan al

%>

o
B

compartimento de cubetas de cada uno de los
espectrofotometros aqui empleados. Dichos
portamuestras estan fabricados en hierro y

pintados de negro (Figura 2.1). Cuando la tira

reactiva es introducida en uno de ellos, el orificio

que presentan coincide con la zona activa del A
sensor, de forma que el haz de radiacion la Figura 2.1. Tipos de soportes
adaptadores utilizados para

atraviesa por la zona central. En todos los casos diferentes  espectrofotometros  (A)

HP8453. (B) Perkin Elmer Lambda

el diametro del orificio del soporte es ligeramente 5

inferior al de la zona activa de la tira reactiva,
aumentandose asi la reproducibilidad de las medidas. De esta manera se evita que la
radiacion atraviese los bordes del sensor, pues es la zona de la membrana que esta sujeta a

mayores variaciones en funciéon de cdmo haya tenido lugar el secado de la zona activa.
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1.2. Luminiscencia

La luminiscencia se define como la intensidad de luz emitida por parte de atomos o
moléculas excitados electronicamente. Para producir la excitacion electronica es necesario
aportar energia, y en funcion del tipo de energia aportada se pueden distinguir varios tipos de
luminiscencia  (electroluminiscencia,  quimioluminiscencia, termoluminiscencia 'y
fotoluminiscencia). En el caso de la fotoluminiscencia (fluorescencia y fosforescencia) la

excitacion se lleva a cabo utilizando una fuente de radiacion infrarroja, visible o ultravioleta.

La interaccion entre materia y radiacion luminiscente puede explicarse siguiendo dos
diferentes modelos: uno que considera la radiacion luminiscente como una sucesion de ondas
y otro que la considera como un conjunto de particulas discretas. Este ultimo es el modelo de
Planck, que implica que la energia radiante solo puede ser absorbida en forma de cuantos de

energia. La energia de un cuanto vendria definida por la siguiente expresion:
c
E:h-U:h~I (2.3)

en la que v es la frecuencia, h es la constante de Planck (6,626-10* J-s), A es la longitud de

onda y c es la velocidad de la luz en el vacio (2,998:10° m's™).

El conocido diagrama de Jablonski (Figura 2.2) representa la absorcion y emision de
radiacion luminiscente entre los niveles de energia parcial de una molécula luminiscente
tipica. De acuerdo con la distribucion de Boltzman, a temperatura ambiente los electrones se
encuentran en el nivel vibracional mas bajo (v=0) del estado electréonico fundamental. La
transicion de estos electrones desde el estado fundamental (nivel 0 de Sy) hasta niveles de
energia mas altos requiere de la absorcion de energia luminiscente (a). El principio de
Franck-Condon establece que no habra cambio en la posicion nuclear ni en la orientacion
espin debido a que la absorcion de radiacion ocurre a velocidades muy altas, requiriendo del
orden de 10" s. Las moléculas excitadas hasta un nivel vibracional superior de cualquier
estado excitado pierden el exceso de energia vibracional por colision con las moléculas de
disolvente volviendo asi al estado vibracional mas bajo. Las moléculas que han alcanzado los

estados excitados superiores (S,, Ss, ...) se relajan por conversion interna (IC) hasta el estado
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excitado singlete mas bajo (S;) sin emitir radiacion. La transicion desde este nivel (S;) hasta

niveles vibracionales mas bajos puede conllevar la emision de fotones (f).

v
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Figura 2.2. Diagrama de Jablonski

Por otro lado, algunas de las moléculas excitadas pueden volver al estado fundamental
por medio de otros mecanismos, tales como transferencia electronica, colision, cruzamiento
entre sistemas (ISC), conversion interna o mediante una reaccion quimica. La emision de
fluorescencia ocurre espontaneamente, estando el tiempo de vida del estado excitado
comprendido entre 10” s (transiciones espin permitidas (n* m)) y 10 s (transiciones menos

probables (1* n)).

Las moléculas que se encuentran en el estado excitado singlete mas bajo (S;) pueden

relajarse hasta el primer estado triplete (T;) mediante cruzamiento entre sistemas (ISC). Este
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proceso compite con la fluorescencia, aunque las transiciones entre estados de diferente
mutiplicidad tienen una baja probabilidad de suceder. La emision producida por la
desactivacion desde el primer estado triplete (T;) hasta el estado fundamental se denomina
fosforescencia, y normalmente implica mayores longitudes de onda que la fluorescencia. El

tiempo de vida caracteristico de este proceso se encuentra entre los 107y 107 s.

1.2.1. Tiempo de vida

El tiempo de vida de una determinada especie luminiscente se define como el valor
medio de tiempo durante el cual un grupo de moléculas permanece en el estado excitado
antes de volver al estado fundamental [3-4]. En el caso de un decaimiento monoexponencial,
el tiempo de vida (t) puede definirse como aquel durante el cual un 1/e (37 %) de las

moléculas excitadas inicialmente no se han desactivado todavia (Figura 2.3).

La intensidad de luminiscencia I(t) a un tiempo t se relaciona con el tiempo de vida

medio de decaimiento del estado excitado (t) por medio de la siguiente expresion:
I(t)=1,-e"'" (2.4)

donde Ij es la intensidad de luminiscencia maxima durante la excitaciéon y t es el tiempo

transcurrido después de apagar la fuente de excitacion.

1.2.2. Rendimiento cuantico

El rendimiento cuantico @, de una disolucion acuosa se calcula aplicando la ecuacion
(2.5) [5-6], nosotros aplicamos esta misma expresion para el calculo del rendimiento
cuantico de una especie fluorescente en membrana habiendo obteniendo buenos resultados.
Se utiliza el espectro de emision corregido porque el fotomultiplicador no es igual de

sensible en todo el rango de longitudes de onda.

2.5)
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100 j=—--I

[=]

I(%)

T tiempo

Figura 2.3. Esquema de decaimiento monoexponencial. T es el
tiempo de vida medio de decaimiento del estado excitado.

donde A(M) es la absorbancia de la membrana o bien de la disolucidon de referencia a la
longitud de onda de excitacion A, I(A) es la intensidad relativa de la fuente de excitacion a la
longitud de onda A, n es el indice de refraccion medio de la membrana y de la disoluciéon de
referencia y D es el area integrada bajo el espectro de emision corregido. Los subindices x y
R hacen referencia a la especie fluorescente en membrana y en disolucion (disolucion de

referencia), respectivamente.

Debido a la similitud existente entre los espectros de emision de la muestra y de la
referencia, no es necesaria la conversion de longitudes de onda a frecuencia para el calculo
del rendimiento cuantico. Tanto la membrana como la disoluciéon de referencia fueron
excitadas a la misma longitud de onda. Puesto que el voltaje del detector se mantiene

constante durante todas las medidas puede considerarse que I(Ag) =~ I(Ay).
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El indice de refraccion de la membrana se calcula como promedio de los indices de
refraccion de los dos componentes principales en la membrana y el indice de refraccion de la

disolucion de referencia es el del disolvente.

Por lo tanto, la ecuacion 2.5 podria simplificarse a :

o, =021 —RERI “x  “x (2.6)
Ax (}"x ) I12R DR
1.2.3. Transferencia de energia de resonancia (RET)

La transferencia de energia de resonancia implica un proceso de transferencia de
energia desde un donor en estado excitado hasta un aceptor [4,6-8]. El proceso RET supone
el acoplamiento de la emision del donor con la excitacion del aceptor y depende de la

distancia existente entre donor y aceptor.

La energia de excitacion puede transferirse a un fluor6foro vecino mediante un
proceso no radiativo siempre que la diferencia entre sus niveles de energia corresponda al
cuanto de energia de excitacion. En este proceso, cuando el cuanto de energia es transferido,
se produce la excitacion electronica del aceptor pasando éste a un estado excitado de mayor
energia, simultaneamente el donor vuelve al estado fundamental. Para que tenga lugar este
mecanismo es necesario que se de la interaccion de resonancia entre donor y aceptor a
distancias superiores a las interatomicas. Una de las condiciones necesarias para que el
proceso RET tenga lugar es que el espectro de emision del donor solape con el espectro de
absorcion del aceptor. También, las orientaciones dipolo de donor y aceptor deben ser
aproximadamente paralelas. La probabilidad de que ocurra la transferencia de energia de
resonancia es inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia existente entre
donor y aceptor (ec. 2.7). Este proceso permite medir distancias en el rango de los 10-100 A
(1-10 nm) y puede detectar cambios incluso en el rango de los 1-2 A, lo que permite

utilizarlo para la medida de cambios conformacionales.

La energia recibida por el aceptor es inferior a la energia cedida por el donor. La

diferencia de energia se degrada y se distribuye en el ambiente. El aceptor puede ser una
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especie fluorescente o una no-fluorescente. Si el aceptor es una especie fluorescente, la
energia transferida serd posteriormente emitida por el aceptor. Si el aceptor no es

fluorescente, la energia se pierde mediante interacciones con el disolvente.

Cuando donor y aceptor son diferentes, el proceso RET puede detectarse mediante la
emision de luminiscencia por parte del aceptor o mediante la atenuacion de luminiscencia del
donor. Cuando donor y aceptor son iguales, el proceso RET puede detectarse mediante la
despolarizacion fluorescente resultante. La transferencia energia de resonancia puede
detectarse midiendo la emision del aceptor fluorescente habiéndo sido éste previamente
excitado con la energia transferida desde el donor. En general el solapamiento entre la
longitud de onda de emision del donor y la longitud de onda de absorcion del aceptor no
produciria la emision luminiscente del aceptor, pero si se produce si existe transferencia de
energia de resonancia. Como comentamos anteriormente, el proceso RET también puede
detectarse midiendo el descenso en la intensidad de luminiscencia del donor en presencia del

aceptor. El aceptor atentia la emisién de luminiscencia del donor.

Donor y aceptor no tienen que encontrarse necesariamente formando parte de la
misma molécula. El proceso de transferencia de energia puede tener lugar entre moléculas en

disolucién que se encuentren a una distancia intermolecular de 50-60 A [9].
1.2.3.1. Calculo de parametros RET

La teoria cuantitativa del proceso de transferencia de energia de resonancia fue
desarrollada por Forster, y considera que la transferencia de energia tiene lugar gracias a las
interacciones dipolo-dipolo entre donor y aceptor [10]. Para obtener informacion estructural
util de la transferencia de energia de resonancia, la eficiencia del proceso debe relacionarse
con la distancia existente entre donor y aceptor. A diferencia de la teoria desarrollada por
Dexter para RET, que considera las llamadas transiciones prohibidas, la teoria de Forster

solo considera transiciones permitidas [11].

La velocidad del proceso de transferencia de energia depende de varios factores: 1)
del grado de solapamiento entre el espectro de emision del donor y el espectro de absorcion

del aceptor, 2) de la orientacion relativa de los dipolos de transicion de donor y aceptor y 3)
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de la distancia entre donor y aceptor. Forster desarrolld una expresion para cuantificar la
velocidad del proceso de transferencia de energia (Kr), expresada en términos de parametros

accesibles experimentalmente (ec 2.7):
6
R
K = L(_Oj (2.7)

En la que 1p es el tiempo de vida del donor en ausencia del aceptor, r es la distancia
entre donor y aceptor y Ry es la distancia de Forster, definida como la distancia a la que el
proceso RET presenta una eficiencia del 50%. En otras palabras, Ry es la distancia a la cual el
50% de las moléculas de donor excitadas se desactivan por RET. La magnitud de R, depende
de las propiedades espectrales del donor y del aceptor y puede calcularse aplicando la ec 2.8,

obteniéndose el resultado en nm:

1 1
002115 -4y 308
R, = %
n

2.8)

donde k es el factor de orientacion, al que normalmente se le da un valor de
vJ2/3 para una distribucion al azar de moléculas de donor y aceptor, ®p, es el rendimiento

cuantico del donor en ausencia del aceptor, J(A) es la integral de solapamiento que representa
el grado de solapamiento entre el espectro de emision del donor y el espectro de absorcion

del aceptor (ec 2.9) y n es el indice de refraccion del medio.

o0

jFD (L) £, (1) 2 -da
10)=2 2.9)

donde Fp(A) es la intensidad de fluorescencia corregida del donor en el intervalo de

longitudes de onda donde tiene lugar el solapamiento utilizando el espectro de emision
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normalizado a la unidad y €s(A) es la absortividad molar del aceptor en el intervalo de

longitudes de onda del solapamiento.

A partir de Ry puede calcularse la concentracion critica de aceptor [A], segin la

ecuacion 2.10 en la que N es el nimero de Avogadro.

1/3
4TCN|:A]1/2

La concentracion critica de aceptor se interpreta como la concentracion de aceptor

necesaria para situar una molécula del mismo a una distancia Ry del donor.

1.2.4. Atenuacion de luminiscencia

La atenuacion de luminiscencia puede ser consecuencia de cualquier proceso capaz de
disminuir la intensidad de luminiscencia de una determinada especie. Numerosas
interacciones moleculares originan atenuacion, tales como, reacciones en estado excitado,
reorganizaciones moleculares, procesos de transferencia de energia, formacion de complejos
en estado fundamental y atenuacion colisional [4]. La atenuacion dindmica o colisional se
origina como consecuencia del choque entre las moléculas de la especie luminiscente y de la
especie atenuadora, y la atenuacion estatica se origina como consecuencia de la formacion de
un complejo no luminiscente entre la especie luminiscente y el atenuador. La atenuacion

dinamica viene descrita por la siguiente ecuacion de Stern-Volmer:

F?°:1+KqTO[Q]:1+KD[Q] (2.11)

En esta ecuacion, Fy y F son las intensidades de luminiscencia del lumindforo en
ausencia y en presencia del atenuador, respectivamente, K, es la constante de atenuacion
bimolecular, 1y es el tiempo de vida del luminoforo en ausencia del atenuador, y [Q] es la
concentracion del atenuador. La constante de Stern-Volmer viene dada por K19 Si el
proceso de atenuacion es puramente dinamico, la constante de Stern-Volmer serd la

., .o, . -1 .,
constante de atenuacion dinamica Kp. Kp™ representa la concentracion de atenuador a la que
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se cumple que la intensidad de luminiscencia del luminéforo ha disminuido al 50% de la

intensidad de luminiscencia inicial.

La atenuacion estatica puede describirse por una funcion de Stern-Volmer también
lineal. Las atenuaciones estatica y dinamica se diferencian por su dependencia con la
temperatura y la viscosidad, aunque preferiblemente se utilizan las medidas de tiempos de
vida para discernir entre ellas. La caracteristica mas importante de la atenuacion dindmica es
que ademas de producirse disminucion en la intensidad de luminiscencia se produce

disminucion en el tiempo de vida:

Fy 1o
0 _ 20 2.12
P (2.12)
Por lo tanto:
T
T°:1+KqTO[Q]:1+KD[Q] (2.13)

En el caso de atenuacion estitica no disminuye el tiempo de vida de la especie
luminiscente ya que en la medida de tiempos de vida solo se tienen en cuenta las especies
luminiscentes, que en este caso serian las moléculas de luminéforo no complejadas que
tendrian el mismo tiempo de vida inicial ty. El complejo formado absorberia energia pero
volveria al estado elemental sin emitir energia. En el caso de la atenuacion estatica la
variacion en la intensidad de luminiscencia se relaciona con la concentracion de atenuador

por medio de la siguiente expresion:
Fy
?=1+KS[Q] (2.14)

La dependencia de Fo/F con la [Q] es lineal e idéntica a la observada para la
atenuacion dinamica con la diferencia de que la constante de atenuacidon en este caso es la

constante de formacion del complejo.
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La medida de tiempos de vida es la mejor opcion para discernir entre atenuacion
estatica y dinamica ya que se cumple que para la atenuacion estatica to/t=1. En muchos
casos la atenuacion puede ser dinamica y estatica a la vez, para esta situacion el grafico de
Stern-Volmer presenta una ligera curvatura hacia el eje de ordenadas. Y la variacion en la
intensidad de fluorescencia con respecto a la concentracion de atenuador vendria dada por la

siguiente expresion:

- 1+ Koo+ Ks[o] 215)

Multiplicando los términos entre paréntesis:

F?O:l+(KD +Ks QI+ KpK[Qf =1+K,,,[Q]  (2.16)

Donde:

Kapp = (F?”—l]ﬁ = (Kp +Ks)+ KpKs[Q] @17

Representando graficamente K,,, frente a [Q] obtendriamos una linea recta de
ordenada en el origen KptKg y pendiente KpKg. Los valores para cada una de las constantes
se calculan a partir de la ecuacion de segundo grado obtenida. La porcion dinamica del
proceso de atenuacion global podria determinarse por medida de tiempos de vida y

basandonos en la expresion t/t=1+Kp[Q] podriamos estimar el valor de Kp,.

1.2.5. Métodos de medida

En este apartado tenemos que distinguir los distintos métodos de medida utilizados

para medir intensidad de luminiscencia y tiempos de vida en membrana y en disolucion.
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Para medir la intensidad de luminiscencia y tiempo de vida en membrana se han utili-
zado dos tipos de espectrofluorimetros. Por una parte el espectrofluorimetro Cary Eclipse de
Varian para llevar a cabo las medidas de intensidad de luminiscencia y por otro lado el es-
pectrofluorimetro OB 920 basado en la técnica “time correlated single photon counting” de
Edinburgh Instruments provisto de una lampara de nanosegundos nF 900-HP y de un foto-
multiplicador de foton unico S 900 como sistema de deteccion, para llevar a cabo las medi-
das de tiempo de vida. Para poder medir las membranas de un solo uso, estas se situan en un
portamuestras adecuado en el compartimento de medida del espectrofluorimetro, donde se
mide la sefial analitica que nos permite
cuantificar o caracterizar el analito presen-
te. Se ha utilizado un portamuestras de
disefio propio que permite situar la tira
reactiva y que se adapta al compartimento

de cubetas de cada uno de los

espectrofluorimetros  aqui  empleados.

Dicho portamuestras esta fabricado en

hierro y pintado de negro (Figura 2.4) y
Figura 2.4. Soporte adaptador utilizado para
el espectrofluorimetro Cary Eclipse y el
esnectrofluorimetro OB 920. de didmetro y una apertura diagonal de 1

presenta dos orificios ortogonales de 5 mm

mm de espesor donde se introduce la tira reactiva, los orificios estan dispuestos de forma que
los haces de excitacion y emision formen un angulo de 45° con el plano del sensor. Cuando
la tira reactiva es introducida en el portamuestras, los orificios que presenta coinciden con la
zona activa del sensor, de forma que el haz de excitacion la atraviesa por la zona central. En
todos los casos el diametro del orificio del soporte es ligeramente inferior al de la zona activa

de la tira reactiva, aumentandose asi la reproducibilidad de las medidas.

Para medir la intensidad de luminiscencia y tiempo de vida en disolucion se ha
utilizado un lector de microplacas Tecan Genios Plus, una cimara CCD Imagex-Tgi y el
espectrofluorimetro comentado anteriormente OB 920 de Edinburgh Instruments equipado
en este caso con una lampara de microsegundos pF 900-HP. Para llevar a cabo las medidas
de intensidad de luminiscencia con el lector de microplacas y con la camara CCD, las

disoluciones se disponian en los diferentes pocillos de una microplaca. Y en el caso de las
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medidas de tiempo de vida con el espectrofluorimetro OB 920, las disoluciones se disponian
en una cubeta de cuarzo que se introducia en el compartimento de cubetas de dicho

fluorimetro.

2. Método de preparacion de los sensores de un solo uso

2.1. Caracteristicas fisicas

Las caracteristicas fisicas de los sensores de un solo uso desarrollados en esta
Memoria de Doctorado son comunes para los distintos modelos propuestos, por ello en este
apartado se van describir los sensores asi como la metodologia utilizada para el desarrollo de
los mismos y su posterior uso. Del mismo modo, se indicaran cuales son las principales

variables a la hora de su construccion que influyen notablemente en su comportamiento.

Los sensores de un solo uso propuestos para la determinacion de iones metalicos en
disoluciones acuosas, estan constituidos por una lamina transparente de poliéster cuyas

dimensiones son 40 mm de largo por 14 mm de ancho y 0,25 mm de espesor.

En una de las caras de la ldmina (véase la Figura 2.5) se encuentra la zona activa del
sensor, que es la encargada de reconocer al analito y originar una respuesta analitica
reproducible susceptible de ser medida. En los sensores construidos y estudiados en esta
Memoria de Doctorado, la zona activa es transparente y de color variable, dependiendo del
sensor, y las sefiales analiticas empleadas han sido, la absorbancia medida por transmision a
una determinada longitud de onda, la intensidad de fluorescencia y el tiempo de vida

medidos por trasmision a la longitud de onda de emision maxima.

2.1.1. Preparacion de los sensores.

De las diversas metodologias descritas para la preparacion de sensores en general y de
tiras reactivas en particular, se ha elegido por la sencillez de preparacion y los buenos

resultados que proporciona, la de disolucion de los componentes reactivos junto con los que
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originan membrana, en un disolvente que por evaporacion controlada, origina una membrana

con las caracteristicas deseadas.

Figura 2.5. Tira reactiva

Para la preparacion de los sensores hay que distinguir claramente dos etapas, como
son la preparacion y optimizacion de la disolucién que contiene los reactivos, a la que
habitualmente 1lamaremos coéctel, y la posterior preparacion del sensor propiamente dicha,

utilizando el coctel anterior.

La primera de las etapas serda abordada especificamente en los capitulos proximos
para cada uno de los sensores desarrollados, aqui solo diremos que en todos los casos se trata
de una disolucion de un nimero determinado de componentes en un disolvente organico muy
volatil; sin embargo, la optimizacion de concentraciones y proporciones del coctel requiere
estrategias muy diferentes segin las caracteristicas del sensor. De modo que ahora nos

centraremos en la preparacion del sensor a partir del coctel.

La preparacion de los sensores de un solo uso de realizé mediante un sistema rotatorio
de velocidad de giro variable[12]. Este dispositivo (Figura 2.6) consta de un motor que hace

girar un plato con una muesca superficial que tiene las mismas dimensiones que la tira
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reactiva y es donde se encaja la lamina de poliéster. Todo este mecanismo va cerrado con
una tapa superior metalica que presenta un orificio en el que encaja una pieza de teflon
expresamente realizada de forma que una vez cerrada dicha tapa queda a una altura y
posicion adecuadas, para que con ayuda de una micropipeta se puedan depositar un cierto
volumen del coctel en la lamina de poliéster que se encuentra girando a una velocidad dada.
De esta forma, el volumen de coctel depositado se expandira de forma homogénea sobre el
poliéster debido a la accion de la fuerza centrifuga. A continuacion, se deja reposar la lamina
en un recipiente cerrado conteniendo el mismo disolvente. Una vez evaporado el disolvente
del coéctel, nos resulta una zona circular sobre la ldmina donde se encuentran los
componentes necesarios para reconocer al analito y producir la sefial analitica, y es a esa

zona lo que denominamos la zona activa del sensor o zona sensora.

Orificio de inyeccion coctel
tapa /
[

— Plato giratorio

0o
O — ™  Motor

B 0n/ Off:

Figura 2.6. Sistema centrifugo de preparacion de membranas

Para calcular el espesor de la zona activa, se la ha considerado como un cilindro, por
lo que aplicando la ecuacion 2.18 podemos calcular la altura de dicho cilindro, es decir, el

espesor de la membrana:

V=mn-r’h (2.18)
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donde r es el radio de la zona sensora, h es el espesor y V es el volumen que ocupan todos
los componentes de esa zona. Teniendo en cuenta que el componente mayoritario(=70%) de
la zona activa es el plastificante y este es un liquido de densidad conocida se puede
aproximar la densidad de la zona activa a la densidad de dicho componente. Por lo que el
volumen lo podemos calcular considerando que m es la masa de cada uno de los

componentes de la zona sensora y d es la densidad de la membrana:

V:Z% (2.19)
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DETERMINACION DE COBRE EN PLASMA MEDIANTE UN
SENSOR OPTICO DE UN SOLO USO

Resumen

En este capitulo se propone un nuevo procedimiento para la determinacion de cobre
en plasma basado en el desarrollo de una tira reactiva irreversible de un solo uso. La zona
sensora de la tira reactiva estd formada por dos capas: una capa sensible a cobre y otra capa
de dialisis. Consta de una lamina de poliéster conteniendo en un area circular de 10 mm de
didmetro y 16 um de espesor todos los reactivos necesarios para producir una respuesta
rapida y selectiva a cobre. Este area, denominada zona activa o zona sensora, esta constituida
por Nafion como polimero formador de membrana, batocuproina (BC), como agente
cromogénico y p-anisidina como agente reductor. Para determinar cobre en plasma es
necesario depositar otra capa externa formada por el hidrogel D-6 cuya mision es eliminar
las interferencias producidas por las proteinas. Cuando el sensor se introduce en una muestra
problema durante 60 minutos, la zona sensora se pone de color naranja y la absorbancia
medida a 475 nm puede utilizarse como sefial analitica. La tira reactiva responde linealmente
en el rango de concentraciones que va desde 0,05 a 1,00 mg-L". Su reproducibilidad
calculada para una concentracion de 3,0 mg-L" en cobre es del 7,8%. El procedimiento fue
aplicado a diferentes muestras de plasma y los resultados obtenidos se contrastaron con el
método Boehringer Mannheim como referencia. El método aqui propuesto es sencillo,

barato, selectivo y sensible.
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1. Introduccion

Una de las tendencias actuales en Quimica Analitica es el desarrollo de metodologia
analitica que pueda ser usada donde se precise por parte del usuario o cliente, sin necesidad
de una cuidadosa toma de muestra, conservacion, transporte y ejecucion del analisis en el

laboratorio analitico por parte de personal entrenado.

El uso de métodos rapidos de analisis [1] permite llevar a cabo los analisis quimicos
de forma rapida, simple y econdémica y sin necesidad de personal especializado, toma y
tratamiento de muestras y desplazamiento de las mismas hasta los laboratorios

convencionales de analisis y uso de instrumentacion de laboratorio mas o menos sofisticada
(2].

Estos ensayos rapidos se basan habitualmente en el empleo de reacciones (quimicas,
bioquimicas o inmunoldgicas) y procesos en condiciones tales que den lugar a un efecto
observable visualmente (color desarrollado, longitud de una zona coloreada, nimero de
elementos reaccionados) o facilmente medible (colorimetria, fotometria, reflectometria,

fluorescencia, volumetria, etc.).

De los diferentes ensayos rapidos de andlisis, aquellos que utilizan una matriz sélida
como soporte (celulosa, polimeros sintéticos, vidrio, materiales ceramicos, etc) son los mas
interesantes desde el punto de vista practico (tiras reactivas, papeles reactivos, sensores de
gota plana o sensores de un solo uso). En ellos, los reactivos son inmovilizados en la
superficie o en el seno del soporte solido por medio de procedimientos fisicos (evaporacion,
adsorcion, etc) o procedimentos quimicos (enlace covalente). La sefial analitica se desarrolla
cuando el sensor -tira reactiva- se pone en contacto con la disolucion a analizar. Existen un
gran numero de ensayos rapidos, algunos de los cuales estan disponibles comercialmente,
para la determinacion de compuestos de interés analitico o clinico (Dry Reagent Chemistries

[3]), tales como glucosa, proteinas, enzimas o metales [4-7] entre otros.

El analisis de la cantidad total de iones metalicos presentes en una muestra de tipo
bioldgico conlleva dos grandes problemas: en primer lugar, la baja concentraciéon de los
mismos en la muestra y su distribucion en forma de distintas especies, y en segundo lugar las

posibles interferencias debidas al resto de iones metalicos presentes en la muestra.
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El uso de reactivos cromogénicos convencionales puede ser una buena alternativa a la
hora de preparar tiras reactivas o sensores de gota plana. Sin embargo, su uso no es muy
adecuado para sensores de flujo porque es frecuente que den lugar a reacciones irreversibles
debido a las altas constantes de estabilidad de los complejos que forman. Sin embargo,
cuando se usan en formato tira reactiva, dado que estos reactivos provocan una gran
variacion en la energia libre del sistema en reaccion y desplazan el equilibrio, se produce un
efecto de preconcentracion que proporcionara la sensibilidad necesaria para la determinacion

del analito en muestras poco concentradas.

El problema de las interferencias se podria resolver mediante un disefio multicapa de
la tira reactiva de manera que permitiera llevar a cabo distintos procesos analiticos tales
como exclusion por tamafio, exclusion por carga, polaridad [8]. Ademas existen distintos
tipos de capas que se pueden estructurar de manera diferente en cada caso. Las mas
habituales son las siguientes: capa reflectante, capa opacificante, capa distribuidora, capa de
reactivos, capa de reactivos inestables, capa de recepcidon, capa de ecliminacion de

interferencias y capa de separacion [9].

La mayoria de las tiras reactivas comercializadas se basan en la medida de
reflectancia difusa sobre una zona opaca en la que se encuentran los diferentes reactivos en
peliculas delgadas, matrices celuldsicas u otros materiales sintéticos dispuestos sobre un
sustrato opaco [10-12]. Por otro lado, se han intentado preparar tiras reactivas transparentes
que fueran capaces de absorber liquidos a partir de polimeros formadores de membrana y de
componentes que se hinchan con el agua [13]. Sin embargo, en los sensores Opticos es

posible depositar una membrana sobre un soporte transparente [14].

En nuestro caso hemos utilizado la metodologia de sensores [15] para desarrollar una
tira reactiva desechable y transparente. En trabajos previos, nuestro grupo de investigacion
ha desarrollado una serie de métodos cuantitativos basados en el uso de tiras reactivas para la
determinacion de cinc [16], hierro [17], calcio [18], nitrito [19], acido nalixidico [20] o el

pesticida morestan [21].

En este capitulo hemos desarrollado una tira reactiva multicapa transparente para la
determinacion de la cantidad total de cobre en plasma. El cobre es un elemento necesario

para el funcionamiento normal del cuerpo humano, estando presente en plasma en un rango
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de concentraciones que va desde 1,0 a 1,5 mg-L™" [22]. Si la concentracién supera los 1,5
mg-L" empezaria a ser toxico y por encima de 5,4 mg-L"' puede provocar dafios renales
irreversibles, intestinales y hepaticos que pueden producir la muerte si la cantidad ingerida
supera 1,0 g [23]. Por lo tanto, es importante desarrollar métodos analiticos rapidos y

selectivos para la determinacion de cobre en plasma.

El sensor responde a la concentracion total de cobre ((I) y (II)) en la muestra. Se trata
de una tira reactiva Optica de un solo uso que trabaja en modo discontinuo y que esta
formada por una lamina de poliéster con una zona sensora que va a contener todos los

reactivos necesarios para responder selectivamente a cobre cambiando su color.

Para el desarrollo de la tira reactiva se ha utilizado el reactivo cromogénico
convencional batocuproina, que es mas selectivo que otros reactivos para cobre [24,25]. Este
reactivo forma un complejo catidénico con el i6n Cu (I) en un rango de pH que va desde 4 a
8, y puede extraerse con alcoholes pentilicos o n-hexanol (absorptividad molar en alcohol

isoamilico 1,42-10* L'mol™ -em™ y 1,39:10* L-mol™" -cm™ en agua [26]).

El procedimiento que utiliza la tira reactiva propuesta se basa en la medida de
absorbancia sobre la propia tira tras haber tenido lugar las siguientes reacciones: 1) reduccion
del i6n Cu (II) mediante p-anisidina presente en membrana y 2) complejacion del Cu(l)
originado mediante batocuproina. Se estudian la influencia de las diferentes variables
experimentales que podian influir en la respuesta y las interferencias debidas a las proteinas
presentes en el plasma se eliminaron mediante el uso de una membrana de didlisis situada
sobre la membrana sensible a cobre. El método propuesto para la determinacioén de cobre en

plasma es rapido, barato, selectivo y sensible y utiliza instrumentacion convencional.

Como precedente, podemos citar el método propuesto por T. Saito [27] para la
determinacion de Cu (II) mediante el uso de una membrana de PVC que contiene a la
batocuproina y al plastificante NPOE, pero que necesita adicionar previamente disolucion de
sulfato de hidroxilamonio como reductor y picrato como contraion, a la disoluciéon que
contiene el analito. La batocuproina inmovilizada en el polimero Nafion se ha utilizado para
desarrollar una tira reactiva para la determinacion semicuantitativa de Cu (I) en aguas de mar
[28] y también para la determinacion de Cu (I) utilizando un sensor de flujo que contiene

batocuproina inmovilizada en una membrana de Nafion [29].
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2. Experimental

2.1. Instrumentacion y software

Para llevar a cabo las medidas de absorbancia se utilizé un espectrofotometro Perkin-
Elmer Lambda-2 (Nortwalk, CT, USA) conectado a un ordenador IBM SX-486. La recogida
y tratamiento de los espectros UV-Vis fue llevada a cabo con el PECSS Software
proporcionado por Perkin-Elmer. Las medidas de absorbancia se realizaron utilizando el
soporte de la Figura 3.1 anteriormente descrito en el capitulo de Bases fisicoquimicas. Este
soporte esta construido en un bloque de hierro pintado de negro y presenta un orificio de 4
mm de didmetro que delimita la superficie del haz de luz y evita las posibles refracciones en

el borde de la zona sensora.

i

hv

Figura 3.1. Soporte utilizado para medir la absorbancia de la tira reactiva.

Otros aparatos y material de laboratorio utilizados fueron: un sistema rotatorio de
velocidad de giro variable[30], comentado anteriormente en el capitulo segundo de esta
Memoria de Doctorado, un pH-metro digital provisto de electrodo combinado de vidrio y
cloruro de plata (Crison, Barcelona, Espafia). El programa utilizado para el tratamiento
estadistico de los datos fue: Statgraphics Version 6.0, STSC. Inc., de Statistical Graphics
Corp., USA, 1993.
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2.2.  Reactivos y materiales

La disolucién madre de cobre (1.000 mg-L™") se prepard por pesada exacta de nitrato
de cobre trihidratado, disuelto en la minima cantidad de acido nitrico concentrado y posterior
dilucién con agua. Las disoluciones mas diluidas se prepararon a partir de la disolucion
madre de cobre por dilucion con agua. Los reactivos batocuproina (2,9-dimetil-4,7-difenil-
1,10-fenantrolina); Nafion 5% p/p disuelto en una mezcla de alcoholes alifaticos; p-anisidina,
y etanol absoluto fueron proporcionados por Sigma (Sigma Aldrich Quimica S. A, Madrid).
Como soporte solido de las membranas sensoras se utilizaron laminas de poliéster tipo Mylar
(Goodfellow, Cambridge, UK). El hidrogel D-6 se compr6 a la casa comercial Tyndall-
Plains-Hunter Ltd (Ringo, New Jersey, USA). También se utilizaron disoluciones estandar
de Fe (III), Sr (II) y Ba (II) como nitratos, Mg (II) y Zn (II) como cloruros, SO,~, ClO,,
HCOs5 y CI" como sales sodicas y NO;™ como sal potésica, todas ellas proporcionados por
Merck. Todos los reactivos utilizados eran de grado analitico y el agua utilizada procedia de
un equipo de 6smosis inversa (Milli-Ro 12 acoplado a un equipo Milli Q de Millipore Co.

(Bedford, MA, USA).
2.3.  Preparacion de la membrana

Como ya comentamos anteriormente, la membrana sensora estd formada por dos
capas: una capa interna sensible a cobre y otra externa de dialisis. Las disoluciones
empleadas para la fabricacion de las capas del sensor desechable fueron preparadas de la
siguiente forma: a) Para la capa interna sensible a cobre se pesan 2,00 mg (8,2 % p/p) de
batocuproina y 0,60 mg (2,5 % p/p) de p-anisidina en un vial de vidrio y se disuelven todos
los componentes en 0,5 mL de Nafion (89,4 % p/p). b) Para la capa externa de dialisis se
pesan 0,214 g de hidrogel D6 que se disuelven en 4 mL de una mezcla etanol:agua (9:1).
Mediante un sistema centrifugo [30] y una micropipeta, se depositan 20 puL de la primera
disolucion sobre una lamina de poliéster de dimensiones 14 mm x 40 mm x 0,5 mm. Después
de treinta segundos, se detiene la rotacion y se deja la membrana en un recipiente
herméticamente cerrado en presencia de una atmosfera saturada de los vapores del disolvente
durante tres minutos a temperatura ambiente. Una vez seca esta capa, se depositan 20 puL de

la segunda disolucion sobre la primera capa. Después de treinta segundos, se detiene la
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rotacion y se deja la membrana en un recipiente herméticamente cerrado hasta su completo
secado. Las caracteristicas fisicas del sensor obtenido eran las siguientes: pelicula circular
solida y homogénea, transparente e incolora, bien adherida al soporte solido y con unas
dimensiones de 10 mm de diametro y aproximadamente 15 um de espesor la capa interna y 1

pm la capa externa.
2.4. Medida de la absorbancia

El pardmetro analitico utilizado fue la medida de la absorbancia de la tira reactiva a la
longitud de onda de 475 nm frente a un blanco, que era una membrana que habia sido
equilibrada con todos los reactivos excepto con cobre. Las medidas de absorbancia se
realizan usando el soporte anteriormente descrito, con el que se mejora la reproducibilidad de
las mismas, ya que al medir en una zona de diametro constante (4 mm) e inferior al diametro
de la zona activa del sensor, se evitan las irregularidades producidas en los bordes de la zona

sensora como consecuencia del secado.
2.5. Procedimiento propuesto para muestras y patrones

Se coloca una alicuota de una disolucion patron conteniendo entre 0,05 y 1,00 mg-L!
de cobre en una matraz de 50 mL y se le afiaden 0,25 mL de una disolucion reguladora 1 M
de acido acético/acetato sodico de pH 4,5. En el caso de las muestras se toma 1 mL de
plasma sanguineo y se diluye hasta 50 mL de la misma forma que en las disoluciones patron.
Posteriormente se pone la disolucion en una botella de 100 mL conteniendo la tira reactiva y
se agita durante 60 minutos en el agitador vibratorio a temperatura ambiente. A continuacion,
la membrana se saca de la disolucion y se sacude para eliminar las gotas de disolucion que la
puedan mojar; tras lo cual se mide la absorbancia a 475 nm en la forma anteriormente
descrita. Todas las medidas se realizan a temperatura ambiente y no es necesario

acondicionar las membranas antes de su uso.
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3. Resultados y discusion

Parametros experimentales

Los parametros que influyen en la respuesta de la tira reactiva pueden clasificarse en
dos grupos: a) Parametros relacionados con la composicion de la membrana (naturaleza y
proporcion de los componentes del coctel, volumen de coctel y condiciones de preparacion
de la membrana), b) Pardmetros relacionados con el proceso de equilibracion entre la

muestra y la membrana (pH, fuerza idnica y tiempo de contacto).
3.1.  Composicion de la membrana

El primer aspecto considerado en la preparacion de la tira reactiva fue la seleccion de
los reactivos mas adecuados para la construccion de las dos capas de la membrana sensora.
La primera capa debia contener un reactivo capaz de reducir los iones Cu (II) a Cu (I), un
reactivo cromogénico capaz de complejar al Cu(I) originado y una matriz polimérica capaz
de retener al complejo de cobre formado. La segunda capa debia contener un componente
capaz de retener las proteinas presentes en el plasma y que podrian interferir en la formacion

del complejo de cobre.

Como reactivo cromogénico se ensayaron diversos reactivos que a priori mostraban
buenas caracteristicas para cobre, en concreto ditizona (difeniltiocarbazona), cuprizona (bis
ciclohexanonadioxaldihidrazona), 2,2’-biquinolina,  neocuproina  (2,9-dimetil-1,10-
fenantrolina) y batocuproina (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolina, seleccionandose
batocuproina (BC) por sus buenas caracteristicas en membrana (estabilidad, intensidad de
color, velocidad de formacion, blancos de membrana). La batocuproina forma un complejo
altamente coloreado con cobre que posee una gran reactividad, sensibilidad y selectividad
hacia este i6n [26]. Como el cobre en el complejo es univalente y su estequiometria es 1:2,
[CuL,]", su extraccion como complejo cargado positivamente en la membrana requerira la
presencia en ella de aniones lipofilicos discretos, o bien, el uso de un polimero cargado
negativamente que retenga el complejo como par idnico. La primera estrategia, uso de
aniones lipofilicos, no dio buenos resultados porque los componentes de la membrana tenian

tendencia a lixiviar a la disolucion, lo que se traducia en una baja reproducibilidad. Asi que
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finalmente se optd por la segunda estrategia y se selecciondé un polimero formador de

membrana cargado negativamente como es el Nafion [31].

HaC CHj

Figura 3.2. Estructura de la batocuproina
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Figura 3.3. Estructura del Nafion

Puesto que el estado de oxidacion del cobre en el complejo es univalente y en el
plasma se encuentra como Cu (II) formando diferentes tipos de compuestos: ceruloplasmina,
transcupreina, albiimina, citocromo C oxidasa, lisil oxidasa, Cu-Zn dismutasa [32], se hace
necesario reducir el cobre (II) antes de formar el complejo. Para llevar a cabo esta reduccion
ensayamos la incorporacion de diversos reductores en membrana, tales como p-anisidina,
acido ascorbico, sulfato hidracinio, glutation, glucosa, sacarosa, metol y acido urico. De
todos ellos, la p-anisidina fue el Gnico capaz de ser incorporado en la membrana y de reducir

al Cu (II) en nuestras condiciones experimentales.
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NH,

OCH,

Figura 3.4. Estructura de la p-anisidina

Para la preparacion de la segunda capa de dialisis se seleccioné el hidrogel D-6 tras
probar otros polimeros tales como polivinilacetato, chitosan, acetato de celulosa e hidrogel
D-4, porque era el que mejores resultados ofrecia en la eliminacion de las interferencias

producidas por las proteinas.

Para optimizar la proporcion de los componentes de la membrana interna (BC, p-
anisidina y Nafion) se prepararon diferentes sensores en los que se varid la cantidad de los
distintos componentes excepto la de Nafion, que se mantuvo constante. De este Gltimo se
emplearon en todos los casos 0,5 mL, ya que se comprobd que la cantidad de polimero no
influia en el desarrollo de la sefal analitica. Ademas de que si queriamos que la tira reactiva
fuese viable desde el punto de vista comercial, era preciso utilizar la minima cantidad de
Nafion para disolver en él al resto de los componentes, ya que dicho polimero es el que
presenta un coste de adquisicion mas elevado y encarece el precio final del sensor. Se
prepararon diferentes cocteles o disoluciones conteniendo cantidades de p-anisidina entre 0,5
y 5,0 mg, y cantidades de BC entre 1,0 y 4,0 mg. Se observd que cuando la cantidad de BC
en el coctel era superior a 2,5 mg y/o la cantidad de p-anisidina era superior a 3,0 mg, la
membrana sensora preparada se volvia opaca al secarse y no servia para su uso como tira
reactiva. Las membranas preparadas con los diferentes cocteles preparados fueron ensayadas
frente a disoluciones patron con 2 mg-L"' de Cu (II), y segin puede observarse en la figura
3.5 se obtienen las sefiales maximas utilizando tiras reactivas preparadas con cocteles
conteniendo 0,6 mg de p-anisidina y 2 mg de BC (relaciéon molar p-anisidina:BC 1:1,1).

Estas fueron, por tanto, las composiciones empleadas de ahora en adelante.
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Absorbancia

Reactivos, mg

Figura 3.5. Optimizacion de la cantidad de p-anisidina (A) y de batocuproina (B).

En el caso de la capa externa se comprobod que la proporcion en la que habitualmente
se utiliza el hidrogel de poliuretano D-6 para la preparacion de membranas es la que da

mejor resultado (0,214 g de hidrogel D-6 en 4 mL de etanol:agua (9:1)) [40].

Otros parametros relacionados con la preparacion de la tira que también pueden
influir en la respuesta de la misma son el volumen de céctel depositado sobre el soporte
solido y el tiempo de secado. Seleccionamos como volumen de coctel 20 pL para cada una
de las capas, pues era la cantidad maxima permitida por el soporte y como tiempo de secado

se necesitaron 30 minutos a temperatura ambiente.

3.2.  Parametros relacionados con el proceso de equilibrio

En presencia de cobre, la membrana sensora transparente cambia su color de
incoloro a naranja debido a la formacioén de un complejo con maximo de absorcion a 475 nm.

Los valores de maximos de absorcion para este complejo referenciados en bibliografia son
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similares, 479 nm en alcohol isoamilico [26] y 480 nm formando un par idnico con picrato

en una membrana de PVC [27].

Los pardmetros experimentales relacionados con el proceso de equilibracion que
pueden influir sobre la respuesta del sensor son el pH, la fuerza iénica, el volumen de
muestra, el tiempo de contacto entre la tira reactiva y la disolucion problema y la velocidad

de agitacion.

La influencia del pH encontrada es similar a la encontrada por T. Saito en su estudio
de membranas de PVC para retener el mismo complejo como par idénico con picrato [27].
Existe una zona independiente del pH entre 4 y 8 donde la sefial se mantiene constante, y
cae por debajo de 4 y por encima de 8 (figura 3.6). Asi que para evitar la influencia del pH
en la respuesta del sensor decidimos trabajar a un pH de 4,5 el cual fue ajustado con una

disolucion reguladora acido acético/acetato sodico 1 M.
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Figura 3.6. Efecto del pH ajustado con HCI y NaOH sobre
la respuesta del sensor.

La influencia de la fuerza idnica sobre la respuesta de la membrana fue estudiada
adicionando cantidades crecientes de NaCl a la disolucion problema. Se observa que su

influencia es muy pequefia hasta una concentracion 0,02 M de NaCl, pues la sefial analitica
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solo decrece un 2,8 % con respecto a la sefial obtenida sin NaCl. Sin embrago, a una

concentracion 0,1 M de NacCl la sefal decrece hasta un 17,4 %.

Para estudiar la influencia del volumen de muestra sobre la sefal analitica, se
probaron volimenes comprendidos entre 5 y 500 mL de disolucion de 3 mg-L" de Cu(Il). Se
observd un aumento de un 30% en la sefial analitica cuando el volumen se incrementaba
desde 5,0 a 50,0 mL. Desde 50,0 a 500,0 mL el incremento fue muy pequefio, del orden de
un 7%. Por ello, se seleccionaron 50 mL como volumen de trabajo. Sin embargo, el uso de
diferentes volumenes haria posible adaptar el procedimiento a un amplio rango de
concentraciones, ya que la sensibilidad varia segun el volumen de muestra utilizado,

caracteristica propia de este tipo de tiras reactiva.

En trabajos previos [17,19-21] se ha observado que en este tipo de tiras reactivas, el
tiempo de equilibracion necesario para el desarrollo de la sefial analitica, depende de la
concentracion de analito presente en la muestra. Para establecer el tiempo de equilibracion
necesario entre la tira reactiva y la disolucion problema, se hizo un estudio cinético variando
la concentracion de cobre entre 0,5 y 15,0 mg-L". En la Figura 3.7 se observa que la
velocidad aumenta a medida que aumenta la concentracion de cobre. Un aumento en el
tiempo de reaccion produce un aumento de sefial, lo que implica que aumentando el tiempo

de contacto podriamos determinar menores concentraciones de cobre.

Para obtener la respuesta del sensor en un intervalo adecuado de tiempo se observo
que era necesario agitar la disolucion con la tira reactiva. Se probaron diferentes tipos de
sistemas de agitacion (agitacion magnética, agitacion rotatoria y agitacion vibratoria), y los
mejores resultados en cuanto a coloracion mas homogénea de la membrana se obtuvieron

con agitacion vibratoria, operando a 700 oscilaciones por minuto.
3.3. Influencia de la concentracion de cobre.

Se ha observado que para determinar concentraciones de analito mayores de 5 mg-L™
el tiempo de equilibracion necesario puede ser tan pequefio como 5 minutos, mientras que si
queremos determinar concentraciones de cobre del orden de 30 pg-L™, se necesita 1h de
equilibracion o incluso mas tiempo. Esto pone de manifiesto que ambas variables

experimentales, concentracion y tiempo de equilibracion, estan estrechamente relacionadas y
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que la optimizaciéon del rango analitico y del tiempo de equilibracion debe llevarse a cabo

simultaneamente.
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Figura 3.7. Influencia del tiempo de equilibracion sobre la respuesta de

la membrana para diferentes concentraciones de cobre: A) 15 mg-L™'; B)
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la figura 3.7, la sefial analitica puede
expresarse como funcion de dos variables: A=f(C, t), donde A es la absorbancia, y es una
funcioén continua y estrictamente creciente para cada una de las dos variables de las que
depende C que es la concentracion de analito en la disolucidon y t que es el tiempo de
equilibracion. Obteniendo esta funcion de calibrado f(C, t), podriamos seleccionar el tiempo
de equilibracion 6ptimo para determinar con la maxima sensibilidad posible la concentracion
de analito en la muestra. Para simplificar el procedimiento matematico necesario para
obtener esta funcion de calibrado, admitiremos que la funcion f(C, t) puede considerarse una
funcion spline s(C, t), que es una funcion formada por segmentos polinomiales unidos
mediante ciertas condiciones de suavizado [33]. En cada subintervalo C;<SC<Ciyyy y <t <
ti11 el spline interpolante puede obtenerse aplicando la siguiente ecuacion 3.1 [34] a los datos

experimentales Ajj, Ajjri, Air1;y Aisrjr1 contenidos en la tabla 3.1:



Determinacion de cobre mediante complejacion convencional 57

i+1)(t_tj+]) LA (C_CH—I)(t_tj)
i+l )(tj _tj+1) R (el )(thrl _tj)
(C—Ci)(t_tj+1) (C—Ci)(t—tj)

)

i+ + A
- (Cm -C; (tj _tj+1) o (Ciu _Ci)(tjﬂ _tj)

J’_

3.1

Siendo i en esta expresion cualquier valor comprendido entre 1 y n, j cualquier valor

entre 1 y m, y Ajj es el valor experimental de la absorbancia correspondiente a C = Cjy t =t;.

Tabla 3.1. Absorbancia como funcion de la concentracion de cobre y del tiempo de

equilibracion.
[Cu] pgmL"
T(‘;‘ESO 0,5 1,0 2,0 4,0 5,0 10,0
5 0,0000 0,0500  0,0625  0,1437  0,2375 02378
10 0,0375  0,0930  0,1562 03125 04437  0,4687
15 0,0625 0,1437 02500 04250  0,6312  0,6562
30 0,1000  0,2000  0,3750 04564  0,6562  0,7300
60 0,1950 0,2625  0,4562  0,5000  0,6687  0,7375
90 02375 0,2625  0,4562  0,5000  0,6750  0,7375

120 0,2375  0,2625 0,4562 0,5000 0,6751  0,7374

La distribucion espacial de la funcion spline obtenida de la interpolacion de los datos

experimentales de la tabla 3.1 viene representada en la figura 3.8.

Con el objeto de seleccionar el tiempo de equilibraciéon Optimo para estimar la
concentracion de analito en la muestra, asumimos que este tiempo seria aquel que produce
un mayor incremento en la sefial analitica como consecuencia de un determinado incremento
en la concentracion de analito, o lo que es lo mismo, cuando la derivada numérica de la
funcion s(C,tj) como funciéon de C, presente un méaximo. Para calcular esta derivada numérica
aplicamos la siguiente expresion de derivacion (ec. 3.2) que nos va a permitir obtener por
aproximacion la derivada g’(a) de una funcién g(x) en un punto x = a, cuando conocemos los

valores de los puntos cercanos a x = a.
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g(a + h) _ g(a) (32)

g@= W

En esta ec. 3.2. h#£0 y g(ath) son valores de la funciéon en el punto ath [33].

Aplicando esta expresion a los datos de la tabla 3.1, obtenemos los datos de la tabla 3.2.

[Cu (ID)]
mgL! . )
Tiempo, min

Figura 3.8. Representacion grafica de la funcion spline s(C, t) correspondiente a los datos
experimentales de la tabla 3.1.

Para estimar la concentracion de analito (C;) en una muestra real, tendriamos que
seleccionar a priori el tiempo de equilibracion 6ptimo t;, para la concentracion intermedia del
rango lineal de concentraciones, luego mediriamos la absorbancia de la muestra A=A(C;, t;)
al tiempo t; seleccionado. Finalmente localizariamos el valor de i para el que se cumpla A;; <
A < Ajyy; y sustituyendo este valor en la expresion de la funcion s(C, t), obtendriamos un

valor aproximado de C,.

As(ci -Cig )+ AiiCiy — A iG
C, = VY (3.3)
ij

i+l,j

Si el tiempo t; previamente seleccionado resulta no ser el mas adecuado para medir la

absorbancia de la tira reactiva, usaremos el valor de C; calculado para seleccionar el nuevo
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tiempo Optimo, entonces volveriamos a medir la sefial analitica a ese tiempo de equilibracion

y operariamos de igual forma que antes.

Tabla 3.2. Valores de la derivada numérica de s (C, t) como funcion de la

concentracion.
Intervalos [Cu] pgrmL™
T(‘Iflrﬁg" 05-1,0  1,02,0 2,040 4,0-50  5,0-10,0

5 0,100 0,012 0,041 0,094 0,000
10 0,111 0,063 0,078 0,131 0,005
15 0,162 0,106 0,087 0,206 0,005
30 0,200 0,175 0,041 0,199 0,015
60 0,135 0,194 0,022 0,169 0,014
90 0,050 0,194 0,022 0,175 0,012
120 0,050 0,194 0,022 0,175 0,012

34. Parametros analiticos

Las funciones de calibrado se obtuvieron preparando series de 7 patrones con tres
réplicas cada uno, que cubrian el rango de concentraciones comprendido entre 0,005 y 30,0
mg-L™". Estos patrones fueron equilibrados con distintas tiras reactivas preparadas como se ha
indicado anteriormente a diferentes tiempos de equilibracion, 5, 15, 30 y 60 minutos. La
linealidad de estas funciones de calibrado se comprobd mediante la aplicacion de un test de

fallo de ajuste, como recomienda el Analytical Methods Committee [35].

La funciones lineales obtenidas para los distintos tiempos de equilibracion utilizando
tiras reactivas que sélo llevaban la capa sensible a cobre fueron: para 5 minutos A = 0,0086 +
0,0285 C; para 15 minutos A = 0,0085 + 0,1110 C; para 30 minutos A = 0,0190 + 0,1986 C;
para 60 minutos A = 0,0618 + 0,2410 C. En el caso tiras reactivas que llevaban la doble capa
sensible a cobre y de dialisis las funciones lineales para los distintos tiempos de equilibracion
fueron: para 15 minutos A = 0,037 + 0,067 C; para 30 minutos A = 0,075 + 0,074 C; para 60
minutos A = 0,017 + 0,298 C. En todos los casos A representa la absorbancia, expresada
como diferencia entre la absorbancia de la muestra o patron y la absorbancia del blanco a la

misma longitud de onda, y C la concentracion de cobre en la muestra o patron expresada en
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-1 : < . g
mg-L~. Como era de esperar la ubicacion de una nueva membrana dializadora sobre la
membrana sensora supone una reduccion de la sensibilidad, aunque un aumento de

selectividad como se indica mas adelante.

La precision expresada como desviacion estandar relativa (DER) se evalud para los
distintos tiempos de equilibracion (5, 15, 30 y 60 minutos). Para ello, en cada caso se eligid
un nivel de concentracion intermedio en el rango dinamico lineal, y se midieron 10 réplicas
del mismo con diferentes membranas. Los limites de deteccion y cuantificacion, calculados
segun la IUPAC, se determinaron a partir de diez blancos [36-38]. La tabla 3.3 nos muestra

estos y otros parametros analiticos.

Tabla 3.3. Parametros analiticos a diferentes tiempos de equilibracion.

Tira reactiva monocapa Tira reactiva bicapa

Pardmetros Unidades 5 min 15 min 30 min 60 min 15 min 30 min 60 min

Ordenada en
el origen

Pendiente mg 'L 0,0285 0,111 0,1986 0,2410 0,067 0,074 0,298

- 8,65x10°  8,9x10°  0,0190 0,0618 0,037 0,075 0,017

Test de fallo % 15,75 13,53 93,24 43,99 29,16 7,51 40,37
de ajuste
. Rango mgL!  0,3-50 007-4,0 0,04-2,0 0,03-2,0 044-50 0,27-50 0,05-1,0
dinamico lineal
Limite de mgL' 0059 0,020 0011 0009 0,134 0080 0,015
deteccion
Limitede 70 0263 0067 0,037 0,031 0447 0270 0,050
cuantificacion
DER’ % 43 4,8 5,1 42 6,41 5,82 7,80

Ademas de estos parametros se calculd el tiempo de vida de la tira, que era de 1 mes,
aunque puede ser aumentado mediante el uso de un sistema de preservacion adecuado que la
mantenga alejada de la luz y de las altas temperaturas. Se hizo un calculo aproximado del

coste de la tira, que salié de 0,09 €/tira.
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3.5. Selectividad

Con el fin de examinar los efectos producidos por posibles especies interferentes en la
respuesta del sensor, se probaron una serie de iones alcalinos, alcalinotérreos, otros iones
metalicos y aniones que pudieran estar presentes en las muestras de plasma. La tinica especie
interferente encontrada fue el hierro en sus dos estados de oxidacion, como Fe (II) y Fe (III).
Cuando éste se encuentra a un nivel tres veces superior al nivel de cobre en la muestra, las
membranas se ponen de color violeta y no cambian en presencia de cobre. También hay que
tener en cuenta la interferencia debida a las proteinas, ya que por encima de 10 gL '

impiden totalmente la reaccion con cobre y la membrana no se colorea.

Aplicacion a suero humano

Para eliminar la interferencia debida a las proteinas presentes en el suero humano a
concentraciones entre 60 y 78 gL —1[39], sin necesidad de desproteinizar se cubri6 la capa
sensible a cobre con un polimero utilizado como membrana de didlisis. Se ensayaron
diferentes tipos de polimeros para formar la capa externa del sensor. De todos los polimeros
ensayados (acetato de polivinilo, chitosan, acetato de celulosa y diferentes tipos de
hidrogeles de poliuretano) solo el hidrogel de poliuretano D6 dio buenos resultados. Para
seleccionar la cantidad adecuada de disolucion de hidrogel D6, se prepararon tiras reactivas
con la membrana sensible a cobre antes comentada y con una capa dializadora variando entre
5y 30 puL el volumen de disolucion 5,35% de hidrogel. Se observa que la respuesta de las
tiras reactivas en presencia de una cantidad constante de Cu(Il) y de proteina aumenta hasta
15 pL. Por ello, se prepararon las tiras reactivas utilizando 20 pL de disolucién de hidrogel
de manera que la capa inferior quedaba recubierta y el conjunto era Opticamente
transparente. Empleando la tira reactiva bicapa descrita, es posible eliminar la interferencia
de proteinas a niveles de concentracién inferiores a 2,6 g-L™" (Figura 3.9).

En la Tabla 3.3 puede observarse que el limite de deteccion disminuye a medida que
el tiempo de contacto aumenta. Ademas, la sensibilidad y la reproducibilidad disminuyen en

la membrana bicapa con respecto a las tiras reactivas de tipo monocapa.
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0,21

0,1

0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Cantidad de proteina (g-L")

Figura 3.9. Influencia de la cantidad de proteinas en la determinacion
de 1 mgL ™" de cobre.

3.6.  Aplicaciones y validacion

Con el objetivo de comprobar la utilidad y validez del procedimiento propuesto se
aplico este a diferentes muestras de plasma humano. El método no puede aplicarse cuando
haya ocurrido hemolisis en la muestra. En la Tabla 3.4 observamos los resultados obtenidos
por el procedimiento propuesto y por el de referencia, que fue el método Boehringer
Mannheim para la determinacion de cobre en plasma (MPR1) que usa disulfonato de
batocuproina como reactivo después de desproteinizar la muestra de suero. Los valores
reflejados en dicha tabla corresponden a la media de tres réplicas de cada muestra para cada
uno de los métodos. También estd incluida la desviacion estandar de estas réplicas, el valor
experimental de la t-student asi como el valor P del test de comparacion de medias, que nos
indica que en ningun caso existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos
utilizando la tira reactiva desarrollada y los resultados obtenidos mediante el método de

referencia, pues siempre el valor Py,,>5% en todos los casos.
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Tabla 3.4. Determinacion de cobre en diferentes muestras de plasma sanguineo usando MPR1 como
método de referencia

Meétodo propuesto Método de referencia 0
(mg-L) (mg'L™ Top  PuC0)
Plasma 1,00+0,07 1,01+0,03 023 8329
pool-1
Plasma 1,470.02 1,45+0,04 077 49,79
pool-2
Plasma 1,19£0.09 1,16+0,02 0,05 95,67
pool-3
Plasma 0,79+0.07 0,96+0,05 046 69,06
pool-4
Plasma 1,24+0.05 1,23+0,04 0,03 9788
pool-5

4. Conclusiones

Se ha desarrollado una tira reactiva para la determinacion de cobre en plasma. La tira
reactiva propuesta es de tipo Optico, en la que se mide la absorbancia por transmision y
ofrece buena repetibilidad, un tiempo de respuesta que no es excesivamente largo, pudiendo

considerarse como una alternativa barata para obtener informacion analitica.

La tira reactiva propuesta permite la determinacion de cobre en muestras de plasma
humano y ademas ofrece la ventaja de no requerir la eliminacion de las proteinas presentes
en el plasma; siendo el Unico tratamiento necesario una simple dilucion de la muestra de
plasma. Los resultados obtenidos usando esta tira reactiva presentan buena exactitud y
precision, lo que afiadido a su bajo costo, la hacen potencialmente util para su utilizacion en
analisis rutinarios utilizando instrumentacion portatil. Su uso es compatible con un LED azul

y podria utilizarse también en analisis semicuantitativos utilizando una carta de color.

Debe sefialarse que el método propuesto presenta el inconveniente de que la tira
reactiva presenta un tiempo de vida limitado, un mes, lo que podria mejorarse mediante el

empleo de algun sistema de conservacion (ausencia de luz y baja temperatura).



64 Capitulo 3

Agradecimientos

Al Ministerio de Educacion y Cultura, Direccion General de Ensefianza Superior

(Proyecto N° PB98-1302) por su financiacion.
Bibliografia
[1] M. Unger-Heumann, Fresenius J. Anal. Chem., 354, 803 (1996).
[2]1Y. Zolotov, Ann. Chim., 87, 285 (1997).
[3]1 B. Walter, Anal. Chem., 55, 498A (1983).

[4] W. Poppe, R. van Rijokevorsel, U. Riippender y H. Mache, U.S. Pat. No.
4,592,893 (1986).

[5] S. Luo, P. Lo, H.P. Groger y R.J. Churchill, U.S. Pat. No. 6,051,437 (2000).
[6] D. Kutter, Clin. Chim. Acta, 297, 297 (2000).

[7] H. Starp, N. Buschmann and K. Cammann, Fresenius J. Anal. Chem., 368, 203
(2000).

[8] J. Wang, in P.G. Edelman y J. Wang (editors), Biosensors and Chemical Sensors,
American Chemical Society, Washington, DC, pp. 125 (1992).

[9] J.M. Gleisner, US Pat., No. 5,128,171 (1992).

[10] E.P. Przybylowicz and A.G. Millikan, US Pat., No. 3,992,158 (1976).
[11] E.C. Adams, R.R. Smeby, US Pat. No. 3,092,465 (1963).

[12] S.C. Charlton and B. Walter, US Pat No. 4,776,904 (1988).

[13] K. Hildenbrand, H.H. von D&hren, H. Perrey y K. Wehling, U.S. Patent No.,
4,824,640 (1989).

[14] C. Krause, T. Werner y O. Wolfbeis, Anal. Sci., 14, 163 (1998).

[15] 1. Oehme y O. Wolfbeis, Mikrochim. Acta, 126, 177 (1997).



Determinacion de cobre mediante complejacion convencional 65

[16] L.F. Capitan-Vallvey, R. Avidad Castaneda, M.D. Fernandez Ramos, P. Alvarez
de Cienfuegos y A. Ariza Avidad, Oficina Espafiola de Patentes y Marcas, Patent pending,
No. P9900718 (1999).

[17] L.F. Capitan-Vallvey, E. Arroyo, C. Berenguer, M.D. Ferndndez Ramos y R.
Avidad Castafieda, Fresenius J. Anal. Chem., 369,139 (2001).

[18] L.F. Capitan-Vallvey, P. Alvarez de Cienfuegos-Galvez, M.D. Fernandez Ramos
y R. Avidad Castafeda, Sens. Actuators B, 71, 140 (2000).

[19] L.F. Capitan Vallvey, R. Avidad Castaiieda, M.D. Fernandez Ramos y A. Ariza
Avidad, Oficina Espafiola de Patentes y Marcas, Patent pending, No. P200002623 (2000).

[20] L.F. Capitan-Vallvey, Osama M.A. Al-Barbarawi, M.D. Fernandez Ramos, R.
Avidad Castaiieda y V. Ramirez Gonzalez, Analyst, 125, 2000 (2000).

[21] L.F. Capitan-Vallvey; M.D. Fernandez Ramos, R. Avidad Castafieda y M. K.A.
Deheidel, Anal. Chim. Acta, 40, 131 (2001).

[22] R. Cornelis, B. Heinzow, F.R.M. Herber, J. Molin Christensen, O.M. Poulsen, E.
Sabbioni, D.M. Templeton, Y. Thomassen, M. Vahter and O. Vesterberg, Pure Appl.Chem.,
67, 1575 (1995).

[23] A. Goth, Farmacologia Médica, Doyma, Barcelona, p. 685 (1984).
[24] N. Malgik, P. Caglar y R. Narayanaswamy, Quim. Anal., 19, 94 (2000).

[25] I. Oehme, B. Prokes, I. Murkovic, T. Werner, I. Klimant y O.S. Wolfbesis,
Fresenius J. Anal. Chem., 350, 563 (1994).

[26] Z. Marczenko, Separation and Spectrophotometric Determination of Elements,

Ellis Horwood Pub., pp. 262 (1986).
[27] T. Saito, Talanta, 41, 811(1994).

[28] J.W. Fohrster, K. Ewing, A. Ervin y L. Lamontagne, WIPO PCT Patent No. WO
99/47917 (1999).

[29] AM. Ervin, K.J. Ewing, G. Nau, D.A. Rowley, R.A. Lamontagne y 1D.
Aggarwal, Sens. Actuators B, 53, 104 (1998).



66 Capitulo 3

[30] K. Seiler, y W. Simon, Aral. Chim. Acta, 266, 73 (1992).
[31] WM. Banick y G.F. Smith, Anal. Chim. Acta,16, 464 (1957).
[32] R. Cornelis, Ann. Clin. Lab. Sci., 26,252 (1996).

[33] W. Cheney y D. Kincaid, Numerical Mathematics and Computing, Book/Cole,
100 (1980).

[34] E. Isaacson y H. B. Keller, Analisis of Numerical Methods. John Wiley & Sons,
295 (1966).

[35] Analytical Methods Committee, Analyst, 119, 2363 (1994).
[36] Analytical Methods Committee, Analyst, 113, 1469 (1988).
[37] Guidelines for data acquisition, Anal. Chem., 52, 2242 (1980).

[38] Nomenclature, symbols, units and their usage in spectrochemical analysis,

Spectrochim. Acta (B), 33B, 242 (1978).

[39] J.B. Henry (Editor), Chemical Diagnostics Menagement by Laboratory Methods,
19 ed., Sanders, (1996).

[40] O. S. Wolfbeis, I. Klimant, T. Werner, C. Huber, U. Kosch, C. Krause, G.
Neurauter, A. Diirkop, Sensors and Actuators B, 51, 17 (1998).



CAPITULO 4

DETERMINACION DE COBRE EN
AGUA MEDIANTE UN SENSOR
OPTICO DE UN SOLO USO
BASADO EN TRANSFERENCIA DE
ENERGIA DE RESONANCIA






Determinacion de cobre mediante RET 69

DETERMINACION DE COBRE EN AGUA MEDIANTE UN SENSOR
OPTICO DE UN SOLO USO BASADO EN TRANSFERENCIA DE
ENERGIA DE RESONANCIA

Resumen

En este capitulo se desarrolla un sensor optico de un solo uso para la determinacion de
Cu (II) en agua, basado en la medida de los cambios de intensidad de fluorescencia de la
porfirazina 2,7,12,17-tetra-tert-butil-5,10,15,20-tetraaza-2 1H,23H-porfirina (TP). El sensor
fue construido sobre un soporte de poliéster depositando sobre el mismo una disolucion de
PVC que contenia TP, un plastificante, el agente quelante Zincon y cloruro de bencetonio
para formar un par iénico con Zincon. El principio de medida se basa en la transferencia de
energia de resonancia (RET) entre la TP inmovilizada en la membrana, actuando ésta como
donor, y el complejo Zincon-Cu (II), que actia como aceptor. El espectro de absorcion del
complejo Zincon-Cu (II) solapa con el espectro de emision de la TP, condicién necesaria

para que tenga lugar el proceso RET.

El sensor responde irreversiblemente a cobre (II) en el rango de concentraciones que

va desde 0,039 a 14 pumol-L™" (2,5 — 890 pg-L™"), presentando una reproducibilidad del 1,9%

(DER) expresada en términos de log a para una concentracion intermedia en el rango

Cu2+ >
dinamico lineal y un tiempo de equilibracion de 10 minutos. El procedimiento fue aplicado a
una serie de muestras de agua de diversa procedencia (de rio, pozo, manantial y piscina), y

los resultados obtenidos fueron contrastados con un método de referencia.
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1. Introduccion

La determinacion de cantidades traza de iones metalicos presenta un gran interés en
campos como el andlisis medioambiental y el control de procesos industriales y reacciones
quimicas. Tradicionalmente, se han utilizado la espectroscopia de masas y la espectroscopia
de absorcion atdomica o molecular como técnicas para llevar a cabo el analisis de iones
metalicos. Aunque estas técnicas son extremadamente sensibles, llegando a alcanzar niveles
de concentracién subnanomolares, presentan los inconvenientes de que son técnicas dificiles
de usar y que no son utiles para llevar a cabo andlisis in sifu. En este sentido, teniendo en
cuenta la gran cantidad de muestras de agua que diariamente se analizan y que en realidad no
estan contaminadas con metales de transicion, el desarrollo de sistemas de screening rapidos

y sencillos es de gran importancia para seleccionar a priori las muestras a analizar.

Una de las posibles soluciones al respecto es el desarrollo de sensores de un solo uso,
que se pueden considerar idealmente como dispositivos analiticos autocontenidos que
responden a la presencia o concentracion de un determinado analito o analitos, basados
normalmente en el uso de una reaccion quimica o bioquimica. Los reactivos necesarios para
las reacciones y procesos que daran lugar a la respuesta analitica buscada se encuentran
incorporados en el dispositivo, normalmente en formato seco, de manera que no sea
necesario prepararlos ni mezclarlos, ni llevar a cabo operaciones de extraccion, precipitacion,
dialisis, etc. Diferentes sensores de un solo uso han sido disefiados para la determinacion de
iones metalicos especialmente en el campo del analisis medioambiental basados
principalmente en la medida de propiedades Opticas o eléctricas [1-3]. El principal
inconveniente que presentan estos sensores es una sensibilidad baja, no llegando en muchos
casos a los niveles requeridos, lo que junto a una selectividad insuficiente frente a otros iones

metalicos y a una baja exactitud, hace que nos lleven a conclusiones semicuantitativas.

El disefio de los sensores de un solo uso pasa por la eleccion de un mecanismo de
transduccion adecuado que transforme la reaccion de reconocimiento del analito en una
propiedad analitica medible. Se han propuesto bastantes mecanismos de transduccion, entre
ellos, mecanismos de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (RET) que

implican atenuacion de fluorescencia via dipolo-dipolo [4]. En ellos, el aumento de
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selectividad viene dado por el requerimiento del solapamiento entre el espectro de emision

del donor y el espectro de absorcion del aceptor para que tenga lugar el proceso RET [5].

La transferencia de energia tipo Forster se ha utilizado en la construccion de
diferentes sensores para la determinacion de elementos tales como yodo [6], aniones como
cloruro [7] o fluoruro [8], compuestos organicos como acido picrico [9] y gases como CO,
[10] o NH; [11], pudiendo utilizarse incluso para la determinacion de analitos

immunogenicos y haptenos [12] y analitos con afinidad por ADN [13].

Diferentes estrategias basadas en RET han sido utilizadas para la determinacion de
iones metalicos, bien utilizando medidas de intensidad luminiscente [14] o bien utilizando
medidas de tiempo de vida [15]: i) Uno de los esquemas mas simples que podemos encontrar
es aquel que implica el uso de acuocomplejos de iones metalicos de transicion, que debido a
transiciones d-d dan lugar a absorciones en el ultravioleta, en el visible y en el infrarrojo
cercano pudiendo actuar como aceptores de diferentes donores embebidos en membranas de
Nafion, como es el caso de un sensor descrito para Co (II) que utiliza perileno como donor
[15], o de un sensor para Cu (II) basado en lumogen orange como donor [5] o del sensor para
Cu (I) que utiliza como donor Rodamina 800 [16,17]; ii) También se han utilizado como
aceptores reactivos cromogénicos convencionales capaces de complejar iones metalicos en
conjuncioén con indicadores fluorescentes utilizados como donores. Dentro de este tipo
podemos citar un sensor para Cu (II) basado en el uso de N,N,N' N'-tetra-metiletilendiamina
y Rojo Texas X como donor [17], o un sensor para Cu (I) basado en batocuproina junto con
perileno que actia como donor [18]. Alternativamente, se pueden utilizar como donores
complejos fosforescentes, este es el caso del complejo Al-Ferron utilizado en conjuncién con
ditizona para el screening de iones metalicos de transicion [19]; iii) una tercera estrategia
supone el reconocimiento del i6on metalico mediante el uso de un ionéforo acoplado a una
reaccion indicadora que implica a su vez el uso de un cromoiondéforo como aceptor y un
luminéforo como donor, este es el caso del uso de membranas de PVC para determinar
potasio conteniendo valinomicina y el par i6nico rutenio (II) tris-4,4’-difenil-2,2’-bipiridil
azul de bromotimol [20]; iv) una cuarta estrategia se basa en el uso de un apoenzima
marcado fluorescentemente, tal como la anhidrasa carbonica para Co (II) y Cu (II), y el
solapamiento de su espectro de emision fluorescente con las bandas de absorcion d-d del i6n

metalico en cuestion [21]; v) esta siguiente estrategia supone la utilizacion de cambios
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conformacionales inducidos por iones metalicos, tales como a-polipéptidos arrollados
helicoidalmente conteniendo tanto grupos histidina para la uniéon de Ni(II) como grupos
donores/aceptores de energia [14]; vi) una ultima estrategia descrita supone un proceso RET
intramolecular, que combina en una misma molécula la existencia de un donor fluorescente
dependiente del analito y un aceptor fluorescente. Este es el caso de un sistema
supramolecular que contiene un derivado del triazol con gran afinidad hacia Al (III),
conectado por medio de un espaciador etileno a una cumarina 343 [22] o el caso de un sensor
para sodio basado en el uso de un calix[4]areno conteniendo pireno como donor y un

antroiloxi derivado como aceptor [23].

El uso de mecanismos de transduccion tipo RET en el disefio de sensores de un solo
uso puede proporcionar un aumento de sensibilidad y selectividad con respecto al uso de
reactivos cromogénicos convencionales, especialmente si medimos intensidad de
fluorescencia, no suponiendo en este caso un problema la irreversibilidad del sistema

observada en ocasiones.

En este capitulo desarrollamos un sensor 6ptico de un solo uso sensible y selectivo a
Cu (IT) basado en el uso de transferencia de energia de resonancia (RET) entre el complejo
del reactivo cromogénico Zincon (aceptor) y una porfirazina fluorescente como es la
2,7,12,17-tetra-tert-butil-5,10,15,20-tetraaza-2 1H,23H-porfirina  utilizada como donor,
ambos contenidos en una membrana de PVC. De esta manera se consiguen mejorar las
caracteristicas analiticas respecto a tiras reactivas que utilizan reactivos convencionales y que

normalmente generan una respuesta en el rango de los mg-L™.

2. Experimental

2.1. Instrumentacion y software

Para llevar a cabo las medidas de absorbancia se utilizd un espectrofotometro
Hewlett-Packard HP-8453 de diodos en fila conectado a un ordenador personal Pentium
MMX 200 y para llevar a cabo las medidas de fluorescencia se utiliz6 un espectrofluorimetro
Cary Eclipse (Varian Australia Pty Ltd.) conectado a un ordenador personal Pentium 4 2.40

GHz. Las medidas de tiempo de vida se llevaron a cabo utilizando un espectrofluorimetro
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OB 920 (Edinburgh Instruments Ltd, Livingston, UK) basado en la técnica “time correlated
single photon counting”, con una lampara de nanosegundos 900-HP y un fotomultiplicador
de foton tnico S900 como sistema de deteccion, conectado a un ordenador personal AMD
Athlon™ XP 2400+ 2.00 GHz. La recogida y tratamiento de los datos de tiempo de vida fue
llevada a cabo utilizando el F900 Single Photon Fluorescence Spectrometer Software

proporcionado por Edinburgh Instruments.

Las medidas de absorbancia y luminiscencia se realizaron utilizando los soportes
anteriormente descritos en el capitulo de bases fisico-quimicas, construidos en un bloque de
hierro pintado de negro y con las dimensiones adecuadas para ser utilizados en cada uno de
los compartimentos de cubetas de los espectrofotdmetros anteriormente citados. Las medidas
de absorbancia se llevaron a cabo en un soporte con un orificio de 5 mm didmetro y una
rendija perpendicular de 1 mm de espesor, donde se introduce la tira reactiva para su medida
[24]. Las medidas de luminiscencia se llevaron a cabo por transmisién en un soporte con dos
orificios ortogonales de 5 mm de diametro y una rendija diagonal de 1 mm de espesor, de
forma que los haces de excitacion y emision formen un angulo de 45° con el plano del sensor

[25].

El rendimiento cuéntico se determiné utilizando un espectrofotometro Cary 50 Bio
UV-Vis (Varian Australia Pty Ltd.), un espectrofotometro Lambda UV P14 (Perkin Elmer
Ltd., Beaconsfield, Buckinghamshire, UK) y un espectrofluorimetro Aminco-Bowman
Series 2 (SLM-Aminco, Rochester, NY, US) equipado con una lampara de xenon de onda

continua de 150-w como fuente de excitacion.

Las medidas de pH se llevaron a cabo utilizando un pH-metro digital provisto de
electrodo combinado de vidrio y cloruro de plata (Crison, Barcelona, Espana) calibrado a
20£2°C con disoluciones tampo6n de pH 7,00 y 4,00 (Merck). Los sensores se prepararon
utilizando un sistema rotatorio de velocidad de giro variable disefiado por nosotros de

acuerdo con [26].

Los programas utilizados para el tratamiento de datos fueron: Statgraphics Plus
Version 6.0, STSC. Inc., de Statistical Graphics Corp., USA, 1993, GraphMatica para Win32
v1.60d, 1998 editado por K. Hertzer y adaptado por J. Garrido y PhotochemCAD HDI1.1
desarrollado por H. Du, R.A. Fuh y J.S. Lindsey, 1998.
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2.2. Reactivos y materiales

Todos los reactivos utilizados eran de grado analitico y el agua utilizada para preparar
las disoluciones procedia de un equipo de 6smosis inversa Milli-Ro 12 acoplado a un equipo

Milli Q de Millipore Corp, Bedford, MA.

Las disoluciones madre (1000 mg-L"') se prepararon en agua a partir de los
correspondientes nitratos de cobre, cadmio (Panreac, Barcelona, Spain), mercurio(II) (Probus,
Barcelona, Spain), niquel, plomo, y aluminio (Merck, Darmstadt, Germany), a partir de los
correspondientes sulfatos de cinc y manganeso (Merck), y a partir de los correspondientes
cloruros de hierro(IIl), calcio (Panreac) y magnesio (Merck). Las distintas disoluciones
fueron estandarizadas mediante valoracion o utilizando espectrometria de absorcion atémica.
La disolucion reguladora de pH 7,0 2 M fue preparada a partir de cloruro amoénico y

amoniaco (ambos de Panreac).

Para preparar las membranas sensoras se utilizaron los siguientes reactivos: cloruro de
polivinilo (PVC; de alto peso molecular), 2, 7, 12, 17-tetra-tert-butil-5, 10, 15, 20-tetraaza-21
H, 23 H porfirina (TP), 2-carboxi-2’-hidroxi-5’-sulfoformazilbenzeno (Zincon),
tributilfosfato (TBP), 2-nitrofeniloctileter (NPOE), bis(2-ctilhexil)sebacato (DOS),
dioctilftalato (DOP), tris(2-etilhexil)fosfato (TEHP), bromuro de tetrabutilamonio (TBAB),
cloruro de tridodecilmetilamonio (TDMAC), bromuro de tetradeciltrimetilamonio
(TDTMAB), bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMAB), cloruro de bencetonio (BC)
y tetrahidrofurano (THF), todos ellos proporcionados por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica S.
A., Madrid). Como soporte s6lido de las membranas sensoras se utilizaron laminas de

poliéster tipo Mylar (Goodfellow, Cambridge, UK).
2.3.  Preparacion de la membrana sensora y sistema de medida

La disolucién a partir de la cual vamos a preparar las membranas se obtiene pesando
30,0 mg (31,06 % p/p) de PVC, 64,0 mg (66,26 % p/p) de TBP, 0,50 mg (0,52 % p/p) de TP,
0,43 mg (0,45 % p/p) de Zincon y 1,66 mg (1,72 % p/p) de BC en un vial de vidrio y
disolviéndolos en 1,0 ml de tetrahidrofurano recién destilado. Se depositan 15 uL de ese

coctel sobre una lamina de poliéster de 14 mm x 40 mm x 0,5 mm de espesor, con ayuda del
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sistema centrifugo de preparacion de membranas [26] girando a 180 rpm. Tras dejar la
membrana girando durante 30 segundos, se deja estar en un recipiente hermético con
atmosfera saturada de tetrahidrofurano durante 3 minutos a temperatura ambiente y luego se
almacena en un lugar protegido de la luz hasta su posterior uso. La zona sensora obtenida de
este modo es una pelicula circular solida, homogénea, adherida al soporte soélido,
transparente, de color rojo-violaceo, de 12 mm de didmetro y aproximadamente 13 um de
espesor. Las concentraciones de Zincon, TP y BC en la membrana sensora una vez seca son

9,63 mmol‘kg']; 9,61 mmol-kg'l y 38,35 mmol'kg'], respectivamente.

La respuesta de los diferentes sensores asi preparados se evalud disponiendo 25 mL
de una disolucion patron conteniendo entre 0,039 y 14 uM (en concentraciones) de Cu (I1I) y
2,5 mL de disolucion reguladora cloruro amdnico/amoniaco de pH 7,0 y concentracion 2 M,
en un frasco de vidrio topacio de 30 mL de volumen. A continuacién, se equilibra la
membrana durante diez minutos en un agitador vibratorio a 800 oscilaciones por minuto, y
tras la equilibracion se extrae la membrana, se sacude para eliminar las gotas de disolucion
que la puedan mojar, y se mide su intensidad de fluorescencia excitando a 335 nm y
registrando la emision a 630 nm, utilizando rendijas de 5 nm tanto en excitacion como en
emision. El soporte de Mylar no es fluorescente en estas condiciones de medida, por lo que
no es necesario sustraer la sefial del blanco. Todas las medidas se llevaron a cabo a
temperatura ambiente (20 + 3 °C) y no fue necesario preacondicionar las membranas antes de

usarlas.
2.4. Calculos

El valor de intensidad de fluorescencia maximo (F;) corresponde al agente
complejante Zincon totalmente libre y se mide para cada sensor antes de usarlo con objeto de
calcular posteriormente los valores de a. El valor de intensidad de fluorescencia minimo (Fy)
corresponde al Zincon totalmente complejado obtenido después de poner en contacto al
sensor con una disolucién 10* M de Cu (II). Las actividades se calcularon utilizando la
aproximacion de Debye-Hiickel [27]. La constante de extraccion K, se calculd de acuerdo
con la referencia [28], utilizando los valores de la zona de maxima pendiente de la funcion

respuesta a cobre, lo que proporciona menos error.
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El rendimiento cuantico de la porfirazina TP en membrana (®p) fue estimado
utilizando la siguiente expresion:
2
AR(XR) np Dy

¢D:¢Rm'n_2'_ 4.1)

o

El rendimiento cuantico de referencia (®g) utilizado fue el de la misma especie
fluorescente pero en cloroformo (®r = 0,21 [29]) pues ese valor esta descrito en bibliografia.
Ap(Ap) es la absorbancia de la tira reactiva a la longitud de onda de excitacion (335 nm), y
Agr(Ar) es la absorbancia de la disolucion de referencia preparada con una concentracion de
especie fluorescente tal que el valor de absorbancia fuera similar a Ap(Ap). El indice de
refraccion de la membrana (np) se calculé como una media ponderada a partir de los indices
de refraccion de los dos componentes principales en la membrana (TBP y PVC),
obteniéndose un valor de 1,46. Como indice de refraccion de referencia (ng) se utilizo el del
cloroformo (1,44). El area bajo el espectro de emision corregido de la membrana (Dp) y de la

disolucion (Dg) se obtuvieron excitando en ambos casos a 335 nm (Dp=53,06; Dx=350,90).

Los valores de absortividad molar del aceptor €5(A) en la membrana se calcularon
para el rango de longitudes de onda comprendido entre 590 y 750 nm (zona de solapamiento)
utilizando la ley de Lambert-Beer para un camino dptico (espesor de la membrana) de 0,0013
cm y una concentracién de Zincon en membrana de 0,00967 mol-Kg™', habiendo equilibrado

previamente la membrana con una disolucion de Cu (IT) 1,0-10° M.

3. Resultados y discusion

3.1. Esquema de sensado

El esquema de sensado utilizado en el sensor aqui desarrollado se basa en un proceso
de extraccion entre la membrana de PVC y la disolucién problema conteniendo al analito
[30]. En este mecanismo la unién entre cobre y agente quelante se pone de manifiesto por
transferencia de energia de resonancia (RET) midiendo la intensidad de fluorescencia de un

donor fluorescente presente en la membrana.



Determinacion de cobre mediante RET 77

La transferencia de energia de resonancia (RET) puede definirse como un proceso de
atenuacion de fluorescencia bimolecular que tiene lugar entre el estado excitado de una
especie donora fluorescente y el estado fundamental de un especie aceptora, transfiriéndose
la energia por un proceso no radiativo de acoplamiento dipolo-dipolo [31]. Este proceso
supone una via extra de relajacion del estado excitado de la especie donora ademas del
habitual proceso de emision de fluorescencia intrinseca y de otros procesos no radiativos, y
modifica la ley de decaimiento de intensidad de fluorescencia del donor. Para que tenga lugar
el proceso RET es necesario que ocurra solapamiento entre el espectro de emision del donor
y el espectro de absorcion del aceptor, dependiendo la eficiencia del proceso en gran medida
del grado de solapamiento que tenga lugar y de la distancia entre donor y aceptor, segun la

teoria de Forster [4].

La tira reactiva aqui desarrollada requiere de la presencia de dos reactivos distribuidos
homogéneamente en la membrana, uno de ellos actia como reactivo sensible a cobre y
origina la especie aceptora del proceso RET y el otro reactivo actiia como donor del proceso
RET y su emision viene modulada por las variaciones en la concentracion de Cu (II). Los
requerimientos tenidos en cuenta a la hora de desarrollar esta tira reactiva han sido los
siguientes: 1) seleccion de un reactivo sensible y selectivo al analito, en nuestro caso cobre,
teniendo en cuenta que la reversibilidad no es una condicion esencial para desarrollar un
sensor de un solo uso; 2) que exista un significante cambio en el espectro de absorcion del
reactivo sensible a cobre tras su reaccion con el metal; 3) que el solapamiento entre el
espectro de absorcion de la especie aceptora y una de las bandas de emision del espectro del
donor sea considerable; 4) que el solapamiento entre el espectro de absorcion del reactivo
sensible a cobre libre y el espectro de emision del donor sea insignificante; 5) que la emision
del donor sea independiente de la concentracion de analito; 6) que la distancia entre donor y
aceptor no exceda de los 100 A; 7) que el donor presente un alto rendimiento cuantico; 8)
que tanto donor como aceptor sean solubles en la membrana hidrofébica; 9) que tanto donor

como aceptor sean altamente lipofilicos para mantenerlos en la membrana sin que lixivien.

Como reactivo sensible a cobre se seleccioné Zincon (2-carboxi-2’-hidroxi-5’-
sulfoformazilbenceno), que es un reactivo complejante de tipo O,N donor que ha sido
ampliamente utilizado para la determinaciéon de cinc y cobre [33]; [32]; [34]. Fue

seleccionado debido al desplazamiento batocromico que mostraba tras su complejacion con



78 Capitulo 4

cobre; asi como por la buena selectividad que presentaba hacia cobre a valores de pH entorno
a 7; por otra parte, presentaba poca dependencia del pH y era posible inmovilizarlo en la

membrana por formacion de un par ionico a través de su grupo sulfonico.

Como donor seleccionamos una porfirazina, que se diferencia de las porfirinas en que
presenta cuatro atomos de nitrégeno en posicion meso en vez de los cuatro grupos metino del
anillo central. Estos compuestos se caracterizan por poseer una alta simetria, planaridad y
deslocalizacion electronica. La porfirazina seleccionada fue la 2,7,12,17-tetra-tert-butil-
5,10,15,20-tetraaza-21 H,23 H porfirina, que no es atenuada por oxigeno y que no reacciona
con cobre, ademas de que presenta un espectro de emision y un rendimiento cuantico (0,21
en CL;CH [29], 0,11 en benceno [35]) adecuados para su uso en el desarrollo de este sensor

desechable.

El espectro de absorcion de la membrana de PVC conteniendo solo Zincon presenta
un maximo a 540 nm, que se desplaza a 630 nm tras la complejaciéon con cobre, hecho que
contrasta con lo encontrado en bibliografia para disolucion a pH 6, donde se encuentra un
maximo a 465 nm que se desplaza a 600 nm tras la complejaciéon con cobre (¢ = 1,9-10*

L-mol™"-cm™) [34].

El espectro de absorcion de la porfirazina seleccionada presenta un desdoblamiento de
la banda Q debido a la baja simetria del orbital D, lo que elimina la degeneracion del orbital
molecular mas bajo desocupado (LUMO) [36], con bandas principales a 550 y 621nm y una
banda B a 335 nm. El espectro de emision esta formado por dos bandas, una a 630 nm, que
obviamente solapa con la banda de absorcion del complejo Zincon-Cu (II), y otra mas
pequeiia a 690 nm [35] (Figura 4.1). Cuando ponemos en contacto al sensor con una
disolucion de cobre tiene lugar el transporte del mismo hacia la membrana donde se origina
el complejo con Zincon y, como consecuencia de la complejacion, disminuye la intensidad

de la banda de emision de la porfirazina a 630 nm excitando a 335 nm.

En presencia de cobre tanto la intensidad de fluorescencia como el tiempo de vida del
sensor disminuyen, lo que indica que hay transferencia de energia de Forster. Tras introducir
una membrana sensora en una disolucion 1,0-10° M de Cu (II) a pH 7,0, su tiempo de vida
medio decrece desde 1,9 ns a 0,8 ns (Figura 4.2). Los tiempos de vida de la membrana

sensora antes y después de haber estado en contacto con la disolucion de cobre anteriormente
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mencionada, se adaptan a un modelo de decaimiento biexponencial [antes de la reaccion: T,
1,2 ns (95%), 1, 16,7 (5%), XZ 1,264; después de la reaccion: t; 0,4 ns (96%), 1, 10,5 (4%),
x* 1,189].
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Figura 4.1. Espectros de absorciéon normalizados del
complejo Zincon-Cu (II) (b) y de la TP (a) y espectro de
emision normalizado de la TP (c), todos ellos en membrana
de PVC.

Con objeto de caracterizar el proceso RET, se calculd la distancia de Forster a partir
de las caracteristicas espectrales del donor y del aceptor y a partir del rendimiento cuantico

del donor utilizando la siguiente expresion:

0.0211-x”> - -J(OA
n

En la que k es el factor de orientacion, para el que aceptamos un valor de
/2/3 suponiendo que tiene lugar una rotacion libre de las moléculas de donor y aceptor; @p,

es el rendimiento cuantico del donor en la membrana y para el que se obtuvo un valor de

0,15; y n es el indice de refraccion de la membrana para el que calculamos un valor de 1,46,
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ambos calculados como comentamos en el apartado 2.4 de este capitulo. J(A), es la integral
de solapamiento, que indica el grado de solapamiento entre el espectro de emision del donor

y el espectro de absorcion del aceptor y que se calcula de acuerdo con la ecuacion 4.3:

750nm
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Figura 4.2. Perfiles de decaimiento de tiempo de vida en
ausencia (a) y en presencia (b) de cobre. [Cu(I)]=1,0-10° M

Fp(A) es la intensidad de fluorescencia corregida del donor en el intervalo de
longitudes de onda donde tiene lugar el solapamiento utilizando el espectro de emision
normalizado a la unidad y €5(A) es la absortividad molar del aceptor en la membrana en el
intervalo de longitudes de onda del solapamiento. Sustituyendo en la ecuacion 4.3 se obtiene

un valor para J(A) de 5,76:10"° nm* Kg - moles™” - cm™. Para R, se obtiene un valor de 47,2
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A, que corresponde a la concentracion critica de aceptor [A],, de 7,6:10* M calculada de

acuerdo con la ecuacion 4.4 en la que N es el nimero de Avogadro.

113
R, = _ 3000 4.4
4nN[A]

La concentracion critica de aceptor se interpreta como la concentracion de aceptor
necesaria para situar una molécula de aceptor a una distancia R, del donor. La distancia de
Forster Ry calculada, interpretada como la distancia entre donor y aceptor a la que se cumple
que la eficiencia del proceso RET es del 50%, se encuentra comprendida en el intervalo de
valores habituales de este parametro (20-60 A). Todo esto nos indica que el proceso de
transferencia de energia de resonancia es el proceso dominante en la interaccion entre el

complejo Zincon-Cu (II) y la TP y que la membrana de PVC proporciona un medio adecuado

para llevar a cabo la determinacion de Cu (II) en disolucién acuosa.

Teniendo en cuenta que el Zincon (R'H;L") s6lo reacciona con los iones Cu (II) en

membrana, se puede proponer el siguiente equilibrio de reaccion:

Cu®* +pH;L > Cul,, L4m12F 1 p(3_m)H* 4.5)

en el que las especies barradas se encuentran en la membrana y las demas especies se
encuentran en disolucion acuosa. La sal de cation lipofilico encargada de mantener la
electroneutralidad en la membrana no se incluye en la anterior ecuacion. Los procesos

fotofisicos implicados en el sensor son los siguientes:

A+hv—>A" (excitacion del donor)
A+ CuHmL%((“_m)"z)_ —> A+ CuHmL%((“_m% 2- (atenuacion del donor)
A* 5> A+h (emisién del donor)

La descripcion de las caracteristicas del sensor se hace a través del parametro de
intensidad de fluorescencia relativa a que se define como el cociente entre la concentracion

de Zincon libre y la concentracion total de Zincon en la membrana (Cp). Este parametro
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viene dado por la siguiente expresion que relaciona concentraciones de Zincon e intensidades

de fluorescencia de TP teniendo en cuenta el proceso RET:

_|H;L| F-F

o =
CL Fl _FO

(4.6)

En esta expresion, Fy y F; son los valores de intensidad de fluorescencia limite del
donor TP para a=0 (complejacion total entre Zincon y Cu (II) y maximo proceso RET) y

para o=1 (ausencia de Cu (II) y ausencia de proceso RET), respectivamente.

El valor de o se relaciona con la constante de extraccion Ke, la concentracion

analitica del ligando Cp y las actividades de cobre y protones en disolucion acuosa a través

de la siguiente funcion respuesta:

H+
= 4.7
-1
I-o p-K,-C{" -a
Ajustando el pH con una disolucion reguladora adecuada es posible determinar la

actividad de cobre en disolucion llevando a cabo medidas de intensidad de fluorescencia.
3.2. Optimizacion de la respuesta del sensor

Los parametros que hay que tener en cuenta a la hora de optimizar la respuesta del
sensor pueden dividirse en dos grupos: 1) parametros relacionados con la composicion de la
membrana (proporciones de los componentes del coctel y condiciones de preparacion de la
membrana) y 2) pardmetros relacionados con el proceso de equilibracion entre muestra y

sensor (pH, tiempo de contacto y actividad de analito).
3.2.1.  Composicion de la membrana

La porfirazina TP (Figura 4.3) elegida como donor es soluble en THF y en el
polimero de membrana PVC, no asi el reactivo Zincon (figura 4.3) que se encuentra en forma

de sal sddica.



Determinacion de cobre mediante RET 83

CHg
H3C——C——CHg3 OH
CHj,
N OH G
=
\\ \ \ C—CH3 o
NH N=— CHa
NaO3S N HN
{ b, L
N /N
GHa N HN &
H3C—C \
P /
[N
CH3
H3C——C——CH3
CHs
a b

Figura 4.3. Estructura de la 2, 7, 12, 17-tetra-tert-butil-5, 10, 15, 20-tetraaza-
21 H, 23 H porfirna (TP) (a) y del 2-carboxi-2’-hidroxi-5’-
sulfoformazilbenzeno (Zincon) (b).

Para inmovilizar al Zincon en el interior de la membrana de PVC es necesario formar
un par idnico con un contraion lipofilico [37], aunque no es necesario sintetizar el par iénico
previamente, basta con afadir la sal lipofilica al coctel, ya que de esta forma se consigue la
disolucidn total del Zincon. Otra funcion de la sal lipofilica es mantener a la especie cargada
Zincon-Cu (II) en el interior de la membrana sin que lixivie. La sal lipofilica se seleccion6
tras ensayar una serie de aminas cuaternarias, tales como: bromuro de tetrabutilamonio
(TBAB), cloruro de tridodecilmetilamonio (TDMAC), bromuro de tetradeciltrimetilamonio
(TDTMAB), bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMAB) y cloruro de bencetonio
(BC). Para llevar a cabo este experimento se prepard una disolucion 1,0-10° M de Cu (II) a
pH 7,0, y se evaluo la respuesta encontrada para las diferentes membranas conteniendo las
distintas sales lipofilicas. En el caso de las membranas que contenian TBAB o TDTMARB se
observo lixiviacion del complejo Zincon-Cu (II) desde la membrana hacia la disolucion; las
membranas que contenian HDTMAB no lixiviaban pero el equilibrio se alcanzaba muy
lentamente (30 min); finalmente, las membranas que contenian TDMAC o BC originaban

una respuesta intensa a los 10 minutos de reaccion sin producir lixiviacion. En ambos casos
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la respuesta encontrada era muy similar, pero en el caso del BC la zona sensora era mas
homogénea que en el caso del TDMAC, por lo que BC fue seleccionado como sal lipofilica

para formar el par idnico con Zincon y llevar a cabo los demdas experimentos.

La influencia de la relacion molar Zincon:BC se estudio preparando distintos cocteles
con las siguientes relaciones molares: 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6 y 1:10, observandose que
para las relaciones 1:1 y 1:2 el complejo azul Zincon-Cu (II) lixiviaba desde la membrana
hacia la disolucion, mientras que para el resto de relaciones ensayadas se observaba la misma
respuesta a cobre. Finalmente se eligio la relacion 1:4 como optima porque era la primera
relacion que permitia solubilizar al Zincon con facilidad. Estos resultados corroboran que el

complejo formado entre Zincon y Cu (II) esta cargado negativamente.

Se construyeron diferentes sensores en los que se vario la cantidad de TP entre un 0,3
y un 0,7 %. Los resultados obtenidos (Figura 4.4) muestran que la sefial analitica aumenta
hasta un 0,5 %, cantidad que fue seleccionada como 6ptima ya que cantidades superiores a
esta originaban atenuacion de fluorescencia debido a la alta concentracion de especie

fluorescente en la membrana.

Se prepararon una serie de membranas con distintas relaciones molares Zincon: TP
(0,5:1; 1:1; 2:1 y 4:1) y se evaluo su respuesta frente a Cu (II); la respuesta obtenida para las
membranas con relaciones molares 1:1 y 2:1 fue parecida (Figura 4.4), pero la intensidad de
fluorescencia inicial decrecia conforme aumentaba la relacion molar de acuerdo con la
siguiente secuencia 1:0,65:0,46:0,21 debido a la absorcion de radiacion por parte del Zincon
libre. Finalmente, se eligio la relacion molar 1:1 como optima por su mayor intensidad de

fluorescencia inicial y por la respuesta analitica proporcionada.

Se probaron distintos plastificantes tales como TBP, TEHP, NPOE, DOS, DOP, y se
prepararon membranas con cada uno de ellos, manteniendo una composicion fija del resto de
los componentes de la membrana. Posteriormente se evalud su respuesta frente a una
disolucién 1,0-10° M de Cu (II). DOP y DOS no daban respuesta alguna; TEHP daba una
respuesta pequefla (10%) pero el proceso era muy lento; TBP (100%) y NPOE (84%)
originaban sefiales altas con menor tiempo de respuesta. Finalmente, TBP fue seleccionado

para los siguientes experimentos.
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Figura 4.4. Influencia del porcentaje de TP y de la
relacion molar Zincon:TP en la composicion de la
membrana.

El estudio de la proporcion optima de plastificante tributilfosfato (TBP) se llevo a
cabo observando como se modifican tanto las propiedades fisicas de la membrana, como el
tiempo de respuesta. El tiempo de respuesta necesario para alcanzar el equilibrio (tose,) se
calculd disponiendo las diferentes membranas en la diagonal de una cubeta de cuarzo de 10
mm de espesor llena con una disolucién 1,0-10° M de Cu (II) registrando la disminucién de
intensidad de fluorescencia en el tiempo. Los resultados obtenidos fueron: 26 minutos para
un 50% de TBP; 14 minutos para un 60%; 13 minutos para un 66%; 17 minutos ara un 70%
y 18 minutos para un 80%. Para porcentajes mayores al 70% las propiedades fisicas de las
membranas empeoraban debido a que eran menos homogéneas y el tiempo de secado

aumentaba. Un 66% de TBP fue elegido como valor de compromiso.

Las membranas se prepararon depositando un cierto volumen de coctel sobre el
soporte inerte Mylar con la ayuda de un sistema centrifugo de preparacion de membranas. De
esta forma se obtienen membranas con buenas caracteristicas Opticas y mecanicas. El
volumen de coctel depositado debe ser tal que se originen membranas de diametro y espesor
adecuados, esto es que el diametro de la zona sensora sea ligeramente inferior al ancho de la

tira de poliéster y superior al haz de radiacion del espectrofotometro de luminiscencia. Se
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selecciona finalmente un volumen de 15 pL de coctel. La reproducibilidad en la preparacion
de las membranas calculada a partir de los valores de intensidad de fluorescencia inicial fue

del 3% (n=45).
3.2.2.  Parametros relacionados con el proceso de equilibrio

Los factores relacionados con el proceso de equilibrio son pH, fuerza ionica, tiempo
de reaccion, volumen de muestra y concentracion de cobre. El pH de la disolucion no afecta
a la intensidad de fluorescencia del donor TP y modifica ligeramente la absorbancia del
reactivo Zincon debido a su equilibrio acido-base en membrana (Figura 4.5). El reactivo
Zincon se encuentra formando un par idénico de relacion molar 1:1 con el cation amonio
cuaternario bencetonio [38]. Cuando se pone en contacto con disoluciones de valores de pH
crecientes su absorbancia a 540 nm aumenta, probablemente debido a la disociacion del
hidrégeno carboxilico (H,L*), manteniéndose constante este valor de absorbancia en el
rango de pH desde 6 a 9, y decreciendo por encima de pH 9 probablemente debido a la
disociacién del hidrogeno fenolico (HL*), desplazandose entonces el maximo de absorcion a
510 nm [39]. Estos resultados difieren de los encontrados por Ochme et al. [40] en un estudio
previo referido al desarrollo de membranas sensibles a cobre (II) basadas en Ia
inmovilizacion de Zincon por diferentes métodos, en cuyo caso no encuentran disociacion
alguna en el rango de valores de pH comprendido entre 2 y 12. Esta diferencia en los
resultados encontrados puede atribuirse al hecho de que en nuestro caso tenemos un exceso
de cloruro de bencetonio en la membrana, mientras que Oehme et al. utilizan procedimientos
que no permiten la presencia de especies disociadas de Zincon en membrana, procedimientos
tales como entrapamiento fisico del par idnico sintetizado Zincon-tetraoctilamonio o el uso
de Zincon sin el grupo sulfénico, inmovilizacion electrostatica de Zincon en una resina

intercambiadora de aniones o inmovilizacion covalente en celulosa.

La reaccion entre el sensor desechable propuesto y Cu (II) empieza darse a partir de
pH 3, alcanzandose una zona de respuesta constante entre pH 6 y 9, la cual decrece por
encima y por debajo de estos valores. El descenso de la sefial fluorescente a valores de pH
por encima de 9 puede atribuirse a la formacion de hidroxocomplejos (Figura 4.6). Los

resultados obtenidos son similares a los encontrados por Oehme et al. [37] en su estudio
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sobre el desarrollo de una tira reactiva para Cu (II) basada en el uso de Zincon inmovilizado
en una membrana de hidrogel. También se estudio la influencia del pH en la reaccion entre el
sensor propuesto y cinc, encontrandose que dicha reaccion tiene lugar a partir de pH 8, hecho
similar a lo encontrado en bibliografia [37]; [41]. Para evitar la interferencia debida a cinc se
selecciono el pH de 7 como pH de trabajo. Como disolucion reguladora se utilizé un tampon

cloruro aménico/amoniaco de pH 7,0 y concentracion 0,2 M.

0,5 500
0,4 - b + 400
0,3 - + 300
A —> F
0,2 1 a “— - 200
0,1 - 100
0 T T T T T O
2 4 6 8 10 12 14
pH

Figura 4.5. Influencia del pH en membranas conteniendo
solo TP (a) y en membranas conteniendo solo Zincon (b).

La fuerza ionica apenas influye en la respuesta del sensor, pues aumentando la
concentracion de NaCl hasta 1,2 M, la sefial analitica decrece solo un 2% desde 0,2 a 1,2 M.
La influencia del volumen de muestra se estudid probando diferentes voliimenes
comprendidos entre 10 y 100 mL (a un nivel de concentracion de 5,0-10° M de cobre). Se
observo un aumento del 30% en la sefial analitica cuando aumentaba el volumen desde 10 a
25 mL, y se observo una disminucion del 15% cuando se aumentaba desde 25 a 100 mL. Por
lo tanto, se eligié un volumen de muestra de 25 mL por la mayor respuesta proporcionada
debida al fendmeno de preconcentracion y por su mayor reproducibilidad (10 mL, 45%

DER; 25 mL, 1,6%; 50 mL, 4,5%; 100 mL 2,7%; n = 3 en todos los casos).
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Figura 4.6. Efecto del pH en la respuesta del sensor: a) 1,0-10° M
Cu(II); b) 1,0-10° M Zn(II)

Como la respuesta del sensor desechable propuesto es irreversible debido a la alta
constante de estabilidad del complejo Zincon-Cu (IT) (logK 7,5+0,1 en agua [33]), es posible
preconcentrar cobre en la zona sensora no solo aumentando el volumen de muestra, sino
aumentando el tiempo de contacto entre la disolucion problema y la tira reactiva. Se observo
que el tiempo de equilibracion necesario para el desarrollo de la sefial analitica dependia del
nivel de concentracion de analito presente en la muestra, fendmeno anteriormente observado
en otros trabajos basados en reacciones irreversibles [25]; [43]; [42] asi como en el sensor
desechable estudiado en el capitulo anterior. Por lo tanto, aumentando el tiempo de reaccion
se podia disminuir el limite de deteccion. Con objeto de obtener la respuesta analitica en un
intervalo de tiempo adecuado, se probo a agitar la disolucion para de esta forma eliminar o
reducir la etapa de conveccion difusiva, que es la etapa limitante de la velocidad global del
proceso. Se probaron dos tipos de agitacion (agitacion magnética y vibratoria) encontrandose
en ambos casos que 10 minutos eran suficientes para alcanzar la respuesta maxima, pero
aplicando agitacion vibratoria a 800 oscilaciones por minuto se conseguia una coloracion
mas homogénea de la membrana y por lo tanto se selecciond esta para llevar a cabo los

demads experimentos.
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La respuesta de la tira reactiva para actividades comprendidas entre 9,3:10"* M y
9,2:10° M (1,0-10"" M y 1,0:10* M en concentraciones) a pH 7,0 se muestra en la Figura
4.7, asi como el ajuste del modelo tedrico propuesto en la ecuacion 4.7 a los puntos
experimentales. Para la estequiometria del complejo Zincon:cobre se ensayaron valores de
p=1 y p=2, encontrandose que variando el valor de p se variaba la pendiente de la funcién
teorica. Se observa en la Figura 4.7 que suponiendo una estequiometria 1:1 la funcién teoérica

se ajusta mejor a los puntos experimentales.
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Figura 4.7. Funcion respuesta. La linea solida es el modelo tedrico suponiendo una
estequiometria 1:1 (L:M) y la linea punteada suponiendo una estequiometria 2:1.
Gréfico insertado: funcion de calibrado.

La estequiometria 1:1 sugerida esta de acuerdo con lo encontrado en bibliografia para
el complejo Zincon:cobre en agua [33]; [32]. Ademas, se demuestra por experimentos de
intercambio i6nico que ese complejo en agua esta cargado negativamente [41]; [44]; [33], lo
que supone una pérdida de los protones carboxilico y fendlico del Zincon y la formacion de

un complejo con una carga negativa. Nosotros suponemos el mismo comportamiento en la
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membrana de PVC, lo que implica un valor de m=1 en la ecuacion 4.7, lo cual es acorde con
los resultados [40] encontrados para membranas de hidrogel y de sol-gel que contienen
Zincon sin el grupo sulfonico y que van a originar un complejo neutro con Cu (II) debido a la
pérdida de los dos protones anteriormente comentados. El ajuste por minimos cuadrados de
los datos experimentales de la zona de maxima pendiente de la funcion respuesta (8 niveles
de concentracion y 3 réplicas de cada uno de ellos) con respecto a la curva tedrica, nos
permite calcular el valor de log K.=7,9+0,1. Se observa que para concentraciones altas de
cobre los puntos experimentales se alejan del comportamiento tedrico, los valores de a son
mayores de lo que deberian ser, lo que segun la ecuacion 4.6 significa que la fraccion de
Zincon libre es mayor que la predicha por la teoria. Este comportamiento anémalo podria
explicarse asumiendo que a altas concentraciones de cobre el reactivo Zincon debe estar
totalmente complejado y el proceso RET debe ser maximo, ya que la relacion molar
Zincon:TP es 1:1, pero que la eficiencia del proceso estimada a partir de los tiempos de vida
del donor en ausencia y en presencia del aceptor no es muy alta (0,58). Esto justificaria la
existencia de un valor de fluorescencia de fondo que daria lugar a valores de oo mayores de

los esperados.
3.3. Parametros analiticos

Para caracterizar el sensor propuesto, hemos utilizado un ajuste a un modelo lineal en
la zona central de la funcion sigmoidal aplicando un test de fallo de ajuste, y calculando el
limite de deteccion como la interseccion entre esta funcion lineal y una funcion lineal
ajustada en la zona de minima pendiente [28]. Para definir el rango de medida se prepararon
dos series de patrones, una serie en la zona de maxima pendiente formada por ocho
estandares y tres réplicas de cada uno, utilizando una tira diferente para cada una de las
réplicas; entre 4,6:10° y 4,6 10 en actividades (5,0 107 y 5,0 10° M in concentraciones); la
otra serie se establece en la zona de minima pendiente de valores de actividad bajos y esta
formada por 3 estandares y 3 réplicas de cada uno, utilizando otra vez tiras reactivas
diferentes para cada una de las réplicas; entre 9,3-10"% y 9,3-10” en actividades (1,0-10™"" y
1,0:10® M in concentraciones). La linealidad de cada serie se prueba aplicando un test de

fallo de ajuste obteniéndose las siguientes funciones lineales: 1) en la zona de maxima
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pendiente: o = -1,955 — 0,401 logaCup ; 2) en la zona de minima pendiente: o = 1,143 —

0,015loga El limite de deteccion se calcula de la interseccion de ambas funciones,

Cu2+ .

obteniéndose un limite de deteccién de 0,039 uM (2,5 ug-L™") (en concentracion).

El limite superior, que viene definido por el punto de corte entre la funcion lineal de
maxima pendiente y el eje de abscisas, muestra un valor de 14 uM. Por ello, el rango de

medida estaria comprendido entre 0,039 y 14 uM (en concentraciones).

Para evaluar la precision del procedimiento propuesto (expresada como la desviacion
estandar relativa) se realizo un estudio a tres niveles de actividad de Cu (II) comprendidos
dentro del rango dinamico lineal, 0,093 uM, 1,9 uM y 3,7 uM en actividades (0,1, 2,0 y 4,0
UM en concentraciones) y n= 8, utilizando una tira reactiva diferente para cada una de las

réplicas. Los valores de DER obtenidos fueron 2,5, 1,9 y 1,7 % expresados en términos de

loga . El sensor no puede ser reutilizado debido a su caracter irreversible. Para

Cu’*
determinar la estabilidad del sensor propuesto se prepar6é un conjunto de tiras reactiva, que
fueron adecuadamente almacenadas protegiéndolas de la luz y de la humedad excesiva, y se
evalud su respuesta en el tiempo para una concentracion de Cu (II) situada en la mitad del
rango dindmico lineal, de esta forma se comprobd que las tiras eran estables al menos

durante 1 mes. La Tabla 4.1 nos muestra éstos y otros parametros analiticos.

Con el fin de examinar los efectos producidos por posibles especies interferentes en la
respuesta del sensor se escogio una concentracion 1 uM de Cu (II) y se probaron una serie de
iones metalicos a tres niveles de concentracion diferentes: 1, 10 y 50 uM. Para el estudio de
cada uno de ellos se prepararon seis membranas, tres de las cuales se hacian reaccionar con
la disolucién que contenia solamente Cu (II) y las otras tres se hacian reaccionar con la
disolucion conteniendo ademas de cobre la especie interferente, posteriormente los
resultados obtenidos se comparaban estadisticamente (P-value). De todas las especies
estudiadas (Zn (II), Ni (II), Fe (1II), Cd (1I), Hg (II), Mn (II), y Pb (II)) solo Zn (II) producia
interferencia cuando su concentracion era 50 veces superior a la de cobre. También se
estudio la posible interferencia debida a Ca (II) a un nivel de concentracion de 3000 uM y
debida a Mg (II) a un nivel de concentracion de 1740 puM, asi como la originada por una

mezcla de cloruro, sulfato y nitrato a un nivel de concentracion de 1000 uM cada uno, no
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encontrandose interferencia en ninguno de los casos. Es importante destacar que el anion
cloruro no origina interferencia a niveles de concentraciéon de hasta 1,2 M, lo que nos

permitiria utilizar el sensor en el analisis de muestras con alto contenido salino.

Tabla 4.1. Parametros analiticos.

Parametro Valor, S
Ordenada en el origen -1,955; 0,103
Pendiente -0,401; 0,016
Nivel de probabilidad % (lack-of-fit test) 10,74
Limite inferior (uM) 0,039
Rango lineal (uM) 0,039 -14
2.5 (0,093 uM")
DER (%)" 1.9 (1.9 uM®)
1.7 (3,7 uM")
Tiempo de respuesta 10 min
Tiempo de vida 1 mes
Coste 0,003 €/tira

a: DER en términos de log a , b: actividades

Cu2+

Las caracteristicas analiticas del sensor propuesto son mejores que las de otros
sensores que utilizan el mismo u otros reactivos cromogénicos [2]. Por ejemplo, la
determinacion de Cu (II) en flujo utilizando una membrana de hidrogel conteniendo Zincon
inmovilizado trabaja en un rango de concentraciones comprendido entre 1 y 100 uM [37].
Comparando nuestro procedimiento con otros procedimientos también basados en RET,
encontramos un limite de deteccion de 12,9 uM de Cu (II) para un método en disolucion
basado en el uso de Fluorescence Red, Eosin Y y 1,10 fenantrolina [45]. Se ha comprobado
que con el uso de membranas sensoras se puede mejorar el limite de deteccion, como es el
caso del sensor propuesto por Rolinski et al. basado en el uso de Rojo de Texas X y
N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina inmovilizados en Nafion, con el que se alcanza un limite

de deteccion de 0,031 uM de Cu (II) [46] o el caso de un sensor basado en el uso de
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batocuproina y perileno inmovilizados en Nafion o en resina Amberlita para Ia
determinacion de Cu (I) y que alcanza un limite de deteccion de 0,002 uM [18]. Sin

embargo, en ninguno de los ejemplos comentados se desarrolla el procedimiento analitico.

3.4.  Aplicaciones y validacion

La aplicabilidad del método propuesto fue ensayada para diferentes tipos de muestras
de agua de diversa procedencia (rio, manantial, pozo, piscina y urbana procedente de casas
con tuberias de cobre antiguas). En la Tabla 4.2 observamos los resultados obtenidos por el
procedimiento propuesto y por el de referencia, que es el de espectroscopia de absorcion
atomica. Los valores reflejados en dicha tabla corresponden a la media de tres réplicas de
cada muestra para cada uno de los métodos. También estd incluida la desviacion estandar de
estas réplicas asi como el valor P del test de comparacion de medias, que nos indica que en
ningn caso existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos mediante el sensor
desechable desarrollado y los obtenidos mediante el método de referencia, pues siempre el

valor Py,>5%.

Tabla 4.2. Determinacion de cobre en diferentes tipos de agua usando AAS como método de referencia

Muestra regclﬁlva S (pll(t/[Agu) S Pya (%)
(UM Cu)
Agua de manantial (La Peza, Granada) 0,6 0,15 0,746 0,009 12,79
Agua urbana (Ogijares, Granada) 0,8 0,18 1,009 0,003 9,12
Agua urbana (San José, Almeria) 0,8 0,10 0,913 0,003 19,45
Agua de pozo (Otura, Granada) 1,0 0,35 1,138 0,006 46,04
Agua de pozo (La Linea, Cadiz) 1,0 0,23 1,111 0,003 34,84
Agua de piscina (Peligros, Granada) 0,6 0,14 0,72 0,010 12,06

Agua de rio (Granada) 2,0 0,17 1,938 0,003 59,11
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4. Conclusiones

Hemos desarrollado una tira reactiva para la determinacion de Cu (II) en agua a pH
neutro basada en el uso de transferencia de energia de resonancia. La membrana sensora se
construye facilmente por inmovilizacion del donor fluorescente 2,7,12,17-tetra-tert-butil-
5,10,15,20-tetraaza-21H,23H-porfirina y del reactivo cromogénico convencional Zincon en
una membrana de PVC. El reactivo Zincon se encuentra formando un par idnico con el
cation bencetonio. Tras seleccionar el reactivo cromogénico adecuado para Cu (II), el donor
fluorescente, la composicion de la membrana y las condiciones de reaccion, construimos un
sensor optico de un solo uso mas sensible y selectivo que otros optodos propuestos para la
determinacion de cobre. El tiempo de respuesta no es muy alto, siendo de 10 minutos
aplicando agitacion y de 13 minutos sin agitar. El sensor origina una respuesta irreversible
que puede ser evaluada mediante el uso de un fluorimetro convencional. Todos los reactivos
necesarios para la determinacion de cobre estan contenidos en la zona sensora, lo que implica
que solo sera necesario tamponar la muestra a analizar. La tira reactiva aqui propuesta ofrece
buenos resultados en términos de exactitud, precision y coste, lo que la hace apta para llevar

a cabo analisis rutinarios.
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DETERMINACION DE MERCURIO EN AGUA MEDIANTE UN
SENSOR OPTICO IRREVERSIBLE BASADO EN EL USO DE UN
IONOFORO NEUTRO

Resumen

En este capitulo se describe el desarrollo de una tira reactiva para determinar mercurio
en agua. Esta tira reactiva estd formada por una zona sensora circular que contiene todos los
reactivos necesarios para proporcionar una respuesta selectiva a mercurio, su componente
principal es un polimero formador de membrana (PVC) que va a contener al ion6foro neutro
selectivo a cationes 1,4,7,10-tetraazaciclododecano, al cromoionéforo 9-dimetilamino—5-[4-
(15-butil-1,13-dioxo-2,14-dioxanonadecil)fenilimino]benzo[a]fenoxazina y a la sal lipofilica
tetrafenilborato de tetrabutilamonio. El sensor se basa en un mecanismo de intercambio
i6nico. Cuando éste se introduce en una disolucion que contenga mercurio a pH 4,7 durante
un tiempo determinado que va a depender de la concentracion de mercurio presente en la
disolucion, tendra lugar un cambio de color de la zona sensora de azul a rojo, que nos
permite utilizar el valor de absorbancia de la tira reactiva a 670 nm como sefial analitica. Se
estudiaron todas las variables experimentales que influian en la respuesta de la tira reactiva,
especialmente en términos de selectividad y tiempo de respuesta. El sensor responde
linealmente a mercurio en el rango de concentraciones que va desde 0,3 a 5,1 pM,
presentando un valor de reproducibilidad del 1,6% expresado como desviacion estandar
relativa (DER) para una concentracion intermedia en el rango dinamico lineal y un tiempo de
agitacion de 60 minutos. Del mismo modo, responde linealmente a un rango de
concentraciones comprendido entre 7,9 y 108 uM de Hg(II) con una DER del 1,8% para una
concentracion intermedia en este rango y un tiempo de reaccion de 5 minutos sin agitacion.
El procedimiento fue aplicado a diferentes tipos de agua (urbanas, minerales y naturales), y

los resultados obtenidos fueron contrastados con un método de referencia.
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1. Introduccion

La determinacion de metales pesados en cantidades traza tiene especial importancia
en campos como la medicina, la biologia, el medioambiente y el control de procesos. El
mercurio es un elemento particularmente toxico, de gran interés medioambiental ya que se
encuentra presente en la litosfera y en el agua [1,2]. En las tltimas décadas se han hecho
progresos considerables en la metodologia analitica utilizada para la determinacion de
mercurio, destacando el uso de la absorcion atomica o espectrometria de emision, la
espectrometria de masas y la voltamperometria. Para el andlisis de niveles traza de las
diferentes especies de mercurio, se han utilizado sobre todo métodos cromatograficos con
detectores espectrométricos [3,4]. Aunque estos métodos son sensibles y precisos, la mayoria
de ellos requieren un pretratamiento de la muestra tedioso y sofisticado haciendo necesario el
uso de equipamiento caro para llevarlo a cabo; ademas, ninguno de ellos puede utilizarse

para realizar andlisis in-situ en aquellos lugares donde se precise la informacion analitica.

Actualmente, existe un gran interés por desarrollar sistemas rapidos de analisis. Entre
estos sistemas cabe destacar el desarrollo de tiras reactivas basadas en la llamada “quimica
seca”, las cuales han sido ampliamente utilizadas en analisis clinicos [5-7]. Las tiras reactivas
pueden describirse como sistemas integrales de analisis que van a contener todos los
reactivos necesarios para realizar el analisis, distribuidos uniformemente en forma seca
dentro de almohadillas o de peliculas [8] y con esas zonas reactivas adheridas a la parte
inferior de pequeiias tiras de plastico. Para utilizar estos sistemas, la zona sensora de la tira
reactiva se pone en contacto con la disolucion problema, ya sea por adicion de un pequefio
volumen de la disolucion problema sobre la zona sensora o bien, por introduccién de la tira
reactiva en un cierto volumen de la mencionada disoluciéon. Una vez llevada a cabo la
reaccion, se mide una propiedad Optica (absorbancia [9], reflectancia difusa [10],

luminiscencia [11]) o electroquimica [12] del derivado originado sobre el propio dispositivo.

A la hora de desarrollar sensores Opticos para determinar mercurio se han seguido
diferentes estrategias, de las cuales podemos destacar la basada en la inhibicion provocada
por el mercurio sobre la enzima ureasa y la medida del tiempo transcurrido hasta la
desaparicion del color de un indicador de pH presente; este sensor se ha utilizado para

determinar mercurio en agua y presenta un limite de deteccion de 0,2 ng-mL™ [10]; otra
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estrategia se basa en el uso de reactivos convencionales como por ejemplo la tirodina, un
analogo de la rodanina, retenida en una membrana de policaproamida, utilizada para
determinar mercurio en muestras de origen industrial con limites de deteccion de hasta 5 ng-

mL™" [13].

La tira reactiva desarrollada en este capitulo se basa en el uso de sistemas ion6foro-
cromoionéforo, que ha sido ampliamente utilizado en el desarrollo de tiras reactivas para la
determinacion rapida de iones, fundamentalmente alcalinos y alcalinotérreos en muestras de
origen clinico. El método mas cominmente utilizado se basa en el intercambio i6nico entre
la fase hidrofoba y la disolucion acuosa. La fase hidrofoba va a contener al iondforo neutro,
habitualmente un coronano, criptandano o podano, capaz de enlazar al i6n metalico desde la
disolucioén acuosa, y un cromoiono6foro selectivo de protones que cambia su color o su
fluorescencia como consecuencia de la pérdida de protones debida a la entrada del i6n
metalico en la membrana hidréfoba. La magnitud del cambio producido en la
correspondiente sefial Optica es proporcional a la concentracion de i6n metalico en la

disolucion [14].

Este tipo de tiras reactivas se han llevado a la practica en dos tipos de formatos
diferentes: monocapa y multicapa. Los formatos monocapa se pueden clasificar en
membranas homogéneas [15,16] y membranas heterogéneas. En este ultimo caso, la tira
reactiva estd compartimentalizada para separar etapas secuenciales particulares de la
reaccion analitica global, con el objeto principalmente de reducir el tiempo de reaccion.
Existen diferentes enfoques: a) particulas solidas impregnadas [17-19]; b) uso de una matriz
porosa impregnada con una fase hidrofoba conteniendo el plastificante, ion6foro y
cromoionéforo [20,21]; ¢) el uso de emulsiones en ambas fases, en las que un polimero
hidrofilico conteniendo un tampdn se distribuye en un polimero hidrofébico formador de

membrana que contiene los reactivos restantes [22].

En este capitulo, estudiamos el desarrollo de una nueva tira reactiva para determinar
mercurio basada en una membrana homogénea que contiene todos los reactivos necesarios
para responder a mercurio de forma selectiva y cuantitativa a través de la modificacion del
color de la zona sensora. La tira reactiva propuesta para mercurio se basa en el empleo de un

ion6foro y un cromoiondforo y funciona mediante un mecanismo de intercambio idnico de
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tipo irreversible. Se han estudiado distintos iondforos, seleccionando finalmente el 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano porque es suficientemente selectivo para la aplicacion pretendida, la

determinacion de mercurio en aguas.
2. Esquema de sensado

Como hemos comentado anteriormente el sensor propuesto en este capitulo se basa en
un mecanismo de intercambio i6nico entre la disolucion acuosa y la membrana sensora. La
membrana contiene un ion6foro L y un cromoiondforo C ambos neutros, y ademads requiere
de la presencia de aniones lipofilicos R™ que proporcionan a la membrana propiedades de

cambio i6nico (Figura 5.1).

I" —4=1L" R L Figura 5.1. Esquema general de
sensado para cationes por
H* L~ HC* R- C intercambio i6nico.

El equilibrio global que tiene lugar entre la muestra y la tira reactiva sera:

I +pL+2zHC" > IL% +2C+zH*

en el que no se han incluido los aniones lipofilicos ya que no intervienen en el intercambio

de cargas, solo lo permiten. Ese equilibrio viene gobernado por la constante KLL"

i g [F ]

e G

En ella las concentraciones en fase organica vienen dadas en molalidades (moles-kg™)
y sus coeficientes de actividad se denotan por y. En fase acuosa las actividades se denotan

por a.
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IL . . .,
Esta constante K. ® sera funcién de la constante de complejacion, de la constante de

acidez del cromoionoéforo y de las lipofilicidades relativas del analito K . y del proton K ;. .

La constante de complejacion se refiere al equilibrio:

z+ T z+
I +pL e IL)

a -zt
le

z+ = .
P a a]ﬁ

y viene dada por S

La constante de acidez del cromoiondforo, por su parte, responde al equilibrio:

HC* & H'+C

ayac

y viene dada por K, =

aHC*

Las lipofilicidades relativas del analito K ..y del proton K. se pueden

mediante a los equilibrios:

— Y=

H* o HY K. = H

a.

I 17 K, = U
IZ+ a

describir

(5.2)

(5.3)

Si sustituimos actividades por las correspondientes concentraciones y coeficientes de

.. . IL
actividad en las cuatro constantes que acabamos de definir y, a su vez, operamos en la K.

(ec. 5.1) resulta que la constante de intercambio se relaciona con las constantes de formacion

del complejo, de acidez del cromoiondforo y las lipofilicidades de los iones principal y de

referencia, asi como con los coeficientes de actividad en fase membrana, segln:
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V4
KIZ*BIL‘;Ka

IL
P
Ke

Yhct ’ (YL)Z (54)
Klzri* Yc ylL‘rf

Como vemos las actividades de todas las especies involucradas controlan el
equilibrio, pero solo la concentracion del cromoiondforo sera accesible a través de medidas
opticas. En consecuencia, es esencial que los coeficientes de actividad permanezcan
constantes en todo el rango de medida. Para una membrana dada del tipo que estamos
considerando, la fuerza idnica dentro de ella se mantiene virtualmente constante, pues esta
definida por la concentracion de sal lipofilica, lo que, de acuerdo con la teoria de Debye-
Hiickel, debe originar un coeficiente de actividad medio constante en fase membrana. En una
primera aproximacion, los coeficientes de actividad de las especies cargadas seran
despreciables y el cambio en los coeficientes de actividad de las especies neutras se supone
que sera relativamente pequefio dentro del rango de calibracion, si su concentracion total se
mantiene baja. Cuando la cantidad de alguno se incrementa, asi de iono6foro por razones de

selectividad, se observa un cambio en el coeficiente de actividad y, por tanto, en la constante

. IL . . -~
de equilibrio K_7[23]. Eso significa que las concentraciones en fase organica son

proporcionales a las actividades. En resumen, la expresion anterior queda reducida a:

z
KIZ*BIL’;Ka
= z
K

IL
P
Ke

(5.5)

IL

Para expresar la constante de equilibrio K. en funcion de pardmetros

experimentales, realizaremos un balance de cargas en la membrana, llamando Cr a la

concentracion analitica de anion lipofilico:
Cy = [HC [+ 2|7 | (5.6)

y los correspondientes balances de masas respecto a ionoforo (Cp concentracion analitica de

ion6foro) y cromoionéforo (Ce concentracion analitica de cromoiono6foro):

Cp =[L]+pliz | (5.7)
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Cc =[c]+ [HC*J (5.8)

Asi mismo, definiremos la fraccion de cromoionoforo o como el cociente de forma no

protonada a total:
[c]=ac (5.9)
luego

[HC+J: (1-a)Ce (5.10)

Como el cromoionodforo es la tnica especie detectable en la membrana, si medimos a
una longitud de onda caracteristica de la especie desprotonada, podemos definir una
absorbancia normalizada, que sera la misma fraccion o anterior, como parametro analitico,
de manera que si o = 1 no habra cromoiondforo protonado y le correspondera una
absorbancia A; y si o = 0 todo el cromoionéforo estara protonado y su absorbancia
correspondiente serd A,. La forma habitual de establecer A; consiste en tratar la membrana
con una disolucion 0,1 M de NaOH lo que obliga a que todo el cromoionoforo esté en forma
basica. En el caso de A, se trata con HC1 0,1 M con lo que el cromoionéforo se encontrara en

forma acida.

Sustituyendo resulta:

— [C] _ AO_A
S v (5.11)

Si combinamos las ecuaciones 5.5, 5.6, 5.7, 5.8 y 5.11 obtendremos la funcion

respuesta de la membrana sensora para el i6n I*':

CR_(I_G)CC (512)
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L (ae0)  Cp-li-ak
= {er-Rlen-t-ake)] o

Dado que la membrana sensora esta en equilibrio quimico con la muestra conteniendo
analito, lo que mediremos no seran concentraciones, sino el cociente de actividades entre el
ion de referencia y el analito. Si se mantiene constante la actividad del i6n de referencia

podemos despejar la actividad del analito (ec. 5.13).

En este caso concreto, cuando una disolucion conteniendo mercurio se pone en
contacto con la tira reactiva, tiene lugar la siguiente reaccion de intercambio idnico
caracterizada por una constante Ke y suponiendo una estequiometria 1:1 para el complejo

ion6foro-Hg (11):

L+ 2HCY +$?+Hg2+—> 2C + HgL2+ +2R—‘+2HJr

La ecuacion general 5.13 queda reducida en esta ocasion a:

e -{j‘jz J {CKL% [EZRR_((:_: );zﬁp (5.14)

z

En nuestro caso, la reaccion con el i6n Hg (1) esta muy desplazada hacia la derecha y
se puede considerar irreversible, pero la forma de la funcién respuesta coincide con la
ecuacion 5.13 utilizando concentraciones en vez de actividades y datos experimentales para z
y p. Por esta razon, usaremos esta funcion para propoésitos de calibracion pero no para

explicar el modelo tedrico.

Para calcular el valor de la constante Ke necesario para obtener el ajuste optimo de los
datos experimentales se siguid el procedimiento descrito en la referencia [16], segin el cual
se toman valores en la zona de maxima pendiente de la funcién de calibrado para un

determinado tiempo de equilibracion.
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3. Experimental

3.1. Instrumentacion y software

Para realizar las medidas de absorbancia se utilizd un espectrofotometro Hewlett-
Packard HP-8453 de diodos en fila conectado a un ordenador personal Pentium MMX 200.
La recogida y tratamiento de los espectros UV-Vis fue llevada a cabo utilizando el software
UV HP ChemStation Software (modo de cinética incluido) proporcionado por HP. Las
medidas de absorbancia se realizaron utilizando el soporte anteriormente descrito en el
capitulo de Bases Fisico-Quimicas, de 44 mm de altura y 12 mm” de base construido en un
bloque de hierro pintado de negro. El diametro del orificio de medida es de 5 mm y se sitia a
11,5 mm de la base. El soporte presenta una rendija de 1 mm de espesor, donde se introduce

la tira reactiva para su medida [24].

Se utilizaron también otros aparatos y material de laboratorio tales como: un sistema
rotatorio de velocidad de giro variable para la preparacion de las membranas [25], una
micropipeta de 50 uL de la casa comercial Brand GmbH (Wertheim/Main, Alemania), un
pH-metro digital provisto de electrodo combinado de vidrio y cloruro de plata (Crison,
Barcelona, Espafia), un bafio de ultrasonidos de la casa Branson y un agitador de tubos
Vibromatic (Selecta, Barcelona, Espaiia).

Los programas utilizados para las representaciones graficas y el tratamiento de datos fueron:
Statgraphics Plus Version 6.0, STSC. Inc., de Statistical Graphics Corp., USA, 1993 y
GraphMatica para Win32 v1.60d, 1998 editado por K. Hertzer y adaptado por J. Garrido.

3.2. Reactivos y materiales

La disolucién madre de mercurio (10 M) se preparé por pesada exacta de nitrato de
mercurio monohidratado (Probus, Barcelona) y posterior disolucién con una disolucion
reguladora 0,01 M acido acético/acetato potasico de pH 4,7. Las disoluciones mas diluidas se
prepararon a partir de la disolucion madre diluyendo ésta con la misma disolucion
reguladora. También se prepararon disoluciones madre de otros iones metalicos: Pb (1) 0,1
M preparada a partir del correspondiente nitrato (Probus), Fe (III) 5-10° M a partir del
cloruro hexahidratado (Panreac), Ni (II) 0,1 M a partir del nitrato hexahidratado (Merck,
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Darmstadt, Alemania), K (I) 0,1 M a partir de su nitrato (Panreac), Mg (II) 0,1 M a partir del
cloruro hexahidratado (Merck), Ca (II) 0,1 M a partir del cloruro dihidratado, Na (I) 0,1 M a
partir de su cloruro, Cu (II) 0,01 M a partir del nitrato trihidratado, Cd (II) 0,1 M a partir del
nitrato tetrahidrato y Zn (II) 0,1 M a partir del sulfato monohidratado (todos de Panreac).
Todas las disoluciones fueron preparadas disolviendo las correspondientes sales en la
disolucioén reguladora 0,01 M 4cido acético/acetato potasico de pH 4,7, preparada a partir de

acido acético e hidroxido potasico (ambos de Panreac).

Para preparar las membranas sensoras se utilizaron los siguientes reactivos: cloruro de
polivinilo (PVC; de alto peso molecular), tributilfosfato (TBP), 2-nitrofeniloctileter (NPOE),
bis(2-etilhexil)sebacato (DOS), dioctilftalato (DOP), tris(2-etilhexil)fosfato (TEHP) y
tetrahidrofurano (THF), todos ellos proporcionados por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica S.
A., Madrid). También se utilizaron los ionoforos: 1,4,7,10,13,16-hexatiociclooctadecano,
1,4,7,10,13,16-hexaazaciclooctadecano, 1,4,8,12-tetraazaciclopentadecano, 1,4,8,11-
tetraazaciclotetradecano, 1,4,7,10-tetraazaciclododecano, 1,4,7-triazaciclononano y 1,4,7-
tritiociclodecano, todos ellos proporcionados por Fluka (Madrid); el cromoiondforo 9-
dimetilamino—5-[4-(15-butil-1,13-dioxo-2,14-dioxanonadecil)fenilimino]benzo[a]fenoxazina
también proporcionado por Fluka y posteriormente sintetizado segun reza el Anexo I. Como
sales lipofilicas se utilizaron: tetrafenilborato de tetrabutilamonio, tetrakis (4-
clorofenil)borato  potéasico, tetrafenilborato de tetraheptilamonio y tetrakis (4-
clorofenil)borato de tetradodecilamonio, todas ellas proporcionadas por Fluka. Como soporte
solido de las membranas sensoras se utilizaron laminas de poliéster tipo Mylar (Goodfellow,
Cambridge, UK). Todos los reactivos utilizados eran de grado analitico y el agua utilizada
era proporcionada por un equipo de ésmosis inversa (Milli-Ro 12 acoplado a un equipo Milli

Q de Millipore Corp).

3.3. Preparacion de la membrana

La disolucion a partir de la cual vamos a preparar las membranas se obtiene pesando
26,00 mg (28,4 % p/p) de PVC, 64,10 mg (70,0 % p/p) de tributilfosfato, 0,12 mg (0,13 %
p/p) del 1,4,7,10-tetraazaciclododecano, 1,00 mg (1,09 % p/p) de 9-dimetilamino-5-[4-(15-
butil-1,13-dioxo-2,14-dioxanonadecil)fenilimino]benzo[a]fenoxazina (ETH 5418) y 0,39 mg

(0,43 % p/p) de tetrafenilborato de tetrabutilamonio en un vial de vidrio y disolviéndolos en
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1,0 ml de tetrahidrofurano recién destilado. Se depositan 15 pl de ese cdctel sobre una
lamina de poliéster de 14 mm x 40 mm x 0,25 mm de espesor, con ayuda del dispositivo
centrifugo de preparacion de membranas. Tras dejar la membrana girando a temperatura
ambiente durante 30 segundos, se deja estar en un recipiente hermético con atmosfera
saturada de tetrahidrofurano, obteniéndose de este modo una pelicula circular solida,

homogénea, adherida al soporte solido, transparente y de color rojo.

Las dimensiones de la zona sensora son de 10 mm de diametro y 12 um de espesor.
La concentracion de iondforo, cromoiondforo y anién lipofilico en el sensor una vez

preparado son 7,60; 15,16;y 7,58 mmol'kg'l, respectivamente.
34. Medida de absorbancia

El parametro analitico utilizado ha sido la medida de la absorbancia de la tira reactiva
a la longitud de onda de 670 nm frente a una lamina de poliéster Mylar. Las medidas de
absorbancia se realizan usando el soporte anteriormente descrito, con el que se mejora la
reproducibilidad de las mismas, ya que se mide en una zona con diametro constante (5 mm) e
inferior al didmetro de la zona activa del sensor. De esta manera, obviamos la variabilidad de

tamafio de dicha zona entre diferentes membranas asi como el grosor variable de los bordes.

3.5. Procedimiento propuesto para muestras y patrones

3.5.1 Procedimiento para 5 minutos de equilibracion

Se toma una alicuota (10 mL) de una disolucion patron conteniendo entre 7,9 y 107,8
uM de mercurio (II) y se introduce en un tubo de polietileno de 10x1,5 cm junto con la tira
reactiva anteriormente preparada durante cinco minutos sin agitacion. A continuacion, se
extrae la membrana, se sacude para eliminar las gotas de disolucion que la puedan mojar, y

se mide la absorbancia a 670 nm como se ha descrito en el apartado 3.4.
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3.5.2. Procedimiento para 60 minutos de equilibracion

Se toma una alicuota (10 mL) de una disolucion patron conteniendo entre 0,3 y 5,1
UM de mercurio (I) y se introduce en un tubo de polictileno de 10x1,5 cm junto con la tira
reactiva anteriormente preparada. A continuacion, se equilibra la membrana durante sesenta
minutos en un agitador vibratorio a 600 oscilaciones por minuto. Tras la equilibracion se

procede de igual forma que en el procedimiento para cinco minutos.

Todas las medidas se llevan a cabo a temperatura ambiente y no es necesario

preacondicionar las membranas antes de usarlas.

En el caso de las muestras de agua, se introduce 1 mL de muestra en un tubo de
polietileno junto con 9 mL de tampodn acido acético/acetato potasico 0,01 M de pH 4,7, se
elige el tiempo de equilibracion adecuado dependiendo de la concentracion de mercurio en la

muestra y se opera igual que antes.

4. Resultados y discusion

4.1. Composicion de la membrana

Para desarrollar una tira reactiva de un solo uso es necesario tener en cuenta varios
aspectos a la hora de seleccionar los reactivos implicados en su construccion; aspectos como,
extension de la reaccion en fase solida, velocidad de respuesta, selectividad y coste. Nuestra
tira reactiva esta formada por una membrana que contiene todos los reactivos necesarios para
la extraccion y reconocimiento de mercurio (II), reactivos que estan disueltos en un polimero
formador de membrana plastificado [26]. El proceso huésped-anfitrion de reconocimiento de
mercurio por el ionéforo L va acoplada al intercambio de un i6n de referencia, un proton,
que es reversiblemente complejado por el cromoionéforo C, y actlia como transductor del
proceso de reconocimiento. También es necesaria la presencia de una sal de anion lipofilico

que le aporta a la membrana la capacidad de cambio ionico.

El problema fundamental de los sistemas basados en el uso de ionoforos, que
generalmente son éteres corona, es el intenso efecto interferente de los iones alcalinos y

alcalinotérreos. Para superar este problema mediante la disminucion de la constante de
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formacion de los complejos con iones alcalinos y alcalinotérreos, se probaron como
ionoforos distintos éteres corona comerciales aza- y tio-sustituidos de tamafio de anillo
comprendido entre 9 y 18 atomos; en concreto: 1,4,7,10,13,16- hexaazaciclooctadecano
(C18No), 1,4,7,10,13,16-hexatiociclooctadecano(C18S6), 1,4,8,12- tetraazaciclopentadecano
(C15N4), 1,4,8,11- tetraazaciclotetradecano (C14N4), 1,4,7- tritiociclododecano (C10S3) y
1,4,7- triazaciclononano (CON3).

Como cromoiondforo se eligio el 9-dimetilamino-5-[4-(15-butil-1,13-dioxo-2,14-
dioxanonadecil)fenilimino]benzo[a]fenoxazina, también conocido como ETH 5418, ya que

presenta un pKa de 6.8 [27] compatible con el pH de trabajo de los metales pesados.

N
\O
HaC, [I ‘
N
0

CH,
(@)

>—(CH2)100

CH[(CH;)3CHjs],

0]

Figura 5.2. Estructura del cromoion6foro ETH 5418

Como sales lipofilicas se probaron las siguientes: tetrakis(4-clorofenil)borato
potasico, tetrafenilborato de tetrabutilamonio, tetrafenilborato de tetraheptilamonio y
tetrakis(4-clorofenil)borato de tetradodecilamonio, observando que las dos ultimas no dieron
practicamente respuesta y las dos primeras dieron una respuesta parecida. Finalmente se
selecciond el tetrafenilborato de tetrabutilamonio porque originaba membranas con mejores
propiedades fisicas que el tetrakis(4-clorofenil)borato potédsico. Ya que la influencia del
plastificante tiene especial importancia en la selectividad y en la velocidad de respuesta del

sensor, se probaron distintos plastificantes tales como TBP, TEHP, NPOE, DOP y DOS.
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Se prepararon hasta 35 cocteles diferentes, cada uno de los cuales contenia uno de los
siete ionoforos estudiados, el cromoionoforo (ETH 5418) y la sal lipofilica (tetrabutilamonio
tetrafenilborato) en relacion molar 2:1:1, PVC y uno de los diferentes plastificantes
estudiados. Las membranas con ellos preparados fueron ensayadas frente a disoluciones
0,001 M de Ca (II), Mg (II), Mn (1I), Fe (11I), Ni (II), Ag (I), Zn (1I), Cd (1I), Hg (II), Cu (II),
Pb (II) y Al (III), a pH 4,7, midiendo después de 5 minutos de reaccion y calculando 1-a
(Figura 5.3).

1,2
| | x Fe(lll)
| | SR SRR B B SRR R * A
: | i : X Zﬂl:":l
L oAt
os | ' P :"ﬂ " o Ni(ll)
) L E oo E + Pb(ll)
| s " s B = 5
1 I I &
3 o6 o . @ ,» L -~
IR I - (Il
" o By o Cu(lly
044 a f - =
= 2 - = Hg(ll)
) 1 I | i
co® m RS | . &1 Mn(ll)
021 *"u IR S R
LI . t Ca(lh
é al a0 E a Mg(I
0 : N i i b J
|345’34:‘|3345|.‘|45|3345'fﬁéilljdﬁplﬂstlfﬂscr
A B [ ()] F F [ innnnhares

Figura 5.3. Respuesta (1-0) para diferentes metales con distintos plastificantes e
ionoforos: (1) DOP; (2) DOS; (3) NPOE; (4) TEHP; (5) TBP. (A) C18S6; (B)
C18N6; (C) C15N4; (D) C14N4; (E) C12N4; (F) C10S3; (G) CIN3.

Utilizando TBP como plastificante, todas las membranas originan una respuesta a
mercurio con gran desplazamiento del equilibrio, como indican los bajos valores obtenidos
para 1-a, de acuerdo con la secuencia C18N6 > C12N4 > C14N4 > C15N4 = C18S6 =~ CON3
> C10S3. Por otro lado, los iones alcalinos y alcalinotérreos responden intensamente de
acuerdo con la secuencia: C18N6 = C15N4 = C14N4 > C18S6 >> C12N4 > C9N3 > C10S3,
como era de esperar debido a la selectividad proporcionada por el tamafio del macrociclo de

los distintos éteres corona y el tamafio de los diferentes iones. Utilizando TEHP como
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plastificante, el orden de respuesta de los distintos iondforos a Hg (IT) fue el mismo que con
el TBP, aunque el nivel de respuesta a Hg (II) fue menor en este caso. Cuando utilizamos
DOP como plastificante, el orden de respuesta de los distintos ion6foros a Hg (II) fue: CON3
> C18S6 = C10S3 > C15N4 = CI18N6 > C14N4 > CI12N4, y utilizando DOS: CI12N4 >
C10S3 > C18S6 > CION3 > C15N4 > C14N4 = C18N6. En el caso del NPOE, el orden de
respuesta a Hg (II) encontrado fue: C10S3 = CIN3 > C14N4 > C12N4 > C18N6 > C15N4 >
C18S6. Aunque DOS, DOP y NPOE proporcionaban una buena respuesta a mercurio con
todos los iono6foros estudiados, ninguno de ellos fue seleccionado como plastificante porque
la velocidad de respuesta se incrementaba segtn el siguiente orden: TBP >> DOS > DOP >
TEHP > NPOE. Por esta razon seleccionamos al TBP como plastificante y para este
plastificante el iondforo seleccionado fue el 1,4,7,10-tetraazaciclododecano (C12N4) por su

alto nivel de respuesta a Hg (II) y baja respuesta a iones alcalinos y alcalinotérreos.
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Figura 5.4. Ion6foro 1,4,7,10-tetraazaciclododecano

En experimentos previos se observo el caracter irreversible de la reaccion de
reconocimiento de mercurio en todas las membranas, ya que una vez que habia tenido lugar
la reaccion entre la membrana y los iones Hg (I1), ya no experimentaban cambios por adicion
de HCI o NaOH. El comportamiento irreversible de membranas basadas en ionéforos neutros
tras reaccionar con mercurio ha sido descrito anteriormente [28]. No obstante, la reaccion
con otros iones metalicos estudiados es reversible excepto para el caso del ion Ag (I). A
pesar de esto, seguimos con el estudio de esta membrana como tira reactiva para mercurio,
porque la reversibilidad no es una condicion indispensable para el desarrollo de una tira
reactiva de un solo uso. El caracter irreversible de la reaccion puede justificarse por la alta

constante de estabilidad Ky, del complejo formado con mercurio. El valor de esta constante,
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calculado a partir de datos polarograficos, para el complejo 1:1 de Hg (II) con el ionoforo
1,4,7,10-tetraazaciclododecano es 25,5 + 0,3 (expresado como log Ky,) [29]. En este caso el
ion Hg (II) (1,10 A) es encapsulado con dificultad en el anillo macrociclico, lo que reduce el
efecto macrociclo en comparacion con los correspondientes analogos de cadena abierta. La
similitud en el valor de log Ky, del complejo macrociclico con respecto al de cadena abierta
(24,5 + 0,3) se debe a la combinacion de dos factores, un valor menos favorable de AH (-
23,6 + 0,5 Kcal mol™) debido a la inusual tension conformacional o a la complejacion
incompleta debida al impedimento estérico, y un valor mas favorable de AS (37,7 cal K

mol ™) para el primero.

Para optimizar la proporcion de los componentes que forman la membrana sensora
estudiamos la influencia de la relacion molar anion lipofilico / iondforo y la influencia del
porcentaje de plastificante en la respuesta del sensor. La composiciéon oOptima de la
membrana fue establecida considerando la influencia modificadora de la selectividad de la

relacion anion lipofilico / ionéforo. Para hacer esto, se determind el coeficiente aparente de

selectividad Ki .. bara los iones Ca (IT), Mg (II), Mn (II), Fe (III), Ni (I), Ag (I), Zn (II), Cd
g

(1), Hg (1), Cu (II) y Pb (II), utilizando el método de las disoluciones separadas [30], para
diferentes membranas a un tiempo de equilibracion predeterminado (5 minutos); ya que se

observo que este tiempo era suficiente para obtener respuesta analitica en todos los casos.

La cantidad de cromoiondforo se mantuvo constante, en una cantidad necesaria para
minimizar el error fotométrico de las medidas de absorbancia, mientras que la proporcion

molar anion lipofilico:ionéforo se varié entre 1:1 y 2,5:1.

Puede observarse en la Figura 5.5 que la selectividad disminuye para todos los casos
cuando la relacion molar anién lipofilico:ionéforo pasa de 1:1 a 2:1 y que la mejor

selectividad se obtiene usando una relacion molar anion lipofilico:ionéforo de 1:1.La Tabla

5.1 muestra los valores de K! para esta relacion molar.
Hg

Para optimizar las cantidades de PVC vy plastificante TBP utilizados para la
preparacion de la membrana, se estudio el tiempo de respuesta del sensor preparando tiras
reactivas que contenian diferentes cantidades de TBP comprendidas entre un 50% y un 80%

con respecto a los demas componentes de la membrana. Las tiras reactivas preparadas se
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pusieron en contacto, sin agitacién, con una disoluciéon 1:10% M de Hg (II) y se calculé el
tiempo necesario para alcanzar una sefial de absorbancia estable para los distintos
porcentajes de plastificante estudiados. Los resultados obtenidos fueron: 2,3 minutos para el
50%, 1,2 minutos para el 60%, 48 segundos para el 70% y 55 segundos para el 80%. Para
porcentajes superiores al 70%, empeoran las propiedades fisicas de la membrana, pues son
menos homogéneas, de poco espesor y aumenta el tiempo de secado durante la preparacion.
Esta forma de trabajar se repitié6 con el PVC obteniéndose unos resultados coherentes que
ratifican un 70% TBP y un 28,4% de PVC, dejando un 1,65% en peso para componentes

minoritarios como son ionéforo, cromoionoéforo y sal lipofilica.

a Hg

j

log
o
|

50%  100%  150%  200%  250%  300%

% R/L molar ratio

Figura 5.5. Variacion de la selectividad del sensor
en funcion de la relacion molar anién

lipofilico/ionéforo.
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Tabla 5.1. Valores de los coeficientes de selectividad calculados por el método de las disoluciones
separadas para Hg(Il) a pH 4,7.

R/L -log -log -log -log -log -log -log -log -log -log
KHg,K KHg,Na I<Hg,Ca I<Hg,Mg KHg,Cd KHg,Zn KHg,Fe KHg,Pb I<Hg,Ni KHg,Cu
I:1 -5,04 -428 -294 419 -3,59 - -292  -391  -3,65 -

1,5:1 -3,58 -3,56 -128 2,65 -224 269 -3,18 -305 251 -2,92
2:1 340 2,19 041 -1,62 -1,47 -1,95 234 285 225 238
2,51 391 2770 -1,07 229 -195 221 231 272 236 234

4.2. Parametros relacionados con el proceso de equilibrio

La Figura 5.6 muestra la influencia del pH en la respuesta de la membrana,
destacando no solo el habitual desplazamiento horizontal [26], sino también un cambio en la
pendiente de la funcion, lo que puede atribuirse al complejo comportamiento que presenta
este i6n en disolucion, pudiendo formar hidroxo y acetato complejos de diferentes
estequiometrias, que son pH dependientes. Finalmente, seleccionamos el pH 4,7 como pH de
trabajo porque era el que presentaba un mayor rango de respuesta. Se probaron diferentes
disoluciones tampon de pH 4,7 y concentracion 1-107 M: 4cido acético/acetato sédico, acido
acético/acetato potasico, acido acético/acetato magnésico y acido acético/acetato de litio.
Seleccionamos el tampén 4cido acético/ acetato potasico 1:10% M de pH 4,7 como 6ptimo
porque originaba menos interferencias que el resto de los tampones, lo que era de esperar

segun los valores obtenidos para los coeficientes de selectividad aparentes.

El tiempo de respuesta de las membranas basadas en un sistema de dos componentes
no suele ser muy alto, normalmente del rango de unos minutos, siempre que la concentracion
de analito no sea muy baja [31]. En nuestro caso, por el contrario, encontramos un tiempo de
respuesta largo, debido a que la etapa que limita el tiempo de respuesta no es la difusion del
analito dentro de la fase organica plastificada, sino la extraccion convectiva de materia desde
el seno de la disolucion hasta la membrana. En este caso, el comportamiento irreversible de
la tira reactiva es debido a la alta constante de equilibrio del complejo metal-ionéforo, lo que
hace posible preconcentrar mercurio en la zona sensora si el tiempo de contacto entre la

disolucion y la membrana se aumenta. Por lo tanto, el tiempo de equilibracion necesario para
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el desarrollo de la sefal analitica es variable dependiendo de la concentracion de analito que
haya en la muestra. Al objeto de aumentar la velocidad de respuesta del método se decidio
agitar la disolucion con la tira reactiva para facilitar asi el transporte del mercurio desde la
disolucion hasta la superficie del sensor. Se ensayaron diferentes tipos de agitacion (agitador
magnético, agitador rotatorio y agitador vibratorio) y se encontr6 que los mejores resultados,
esto es una coloracion mas homogénea de la membrana, se lograron usando un agitador
vibratorio operando a 800 oscilaciones por minuto para un nivel de concentracion que

depende del tiempo de agitacion (Tabla 5.2).
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Figura 5.6. Influencia del pH en la respuesta
del sensor: a) pH 4,7; b) pH 4,4; c) pH 5,4; d)
pH 3,9; e) pH 5,9.

Tabla 5.2. Comparacion de la respuesta (1-a) frente al tiempo de
reaccion para una disolucion 1-10° M en Hg (II), con (agitacion
vibratoria a 800 oscilaciones min™) y sin agitacion.

1-a
Tiempo (min) Sin agitaciéon Con agitacion
5 0,956 0,868
15 0,921 0,663
30 0,902 0,448
60 0,810 0,320
120 0,705 0,315

Media de 3 réplicas en todos los casos
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4.3. Parametros analiticos

Como se ha discutido anteriormente [16], se ha usado como rango de medida la
relacion lineal establecida en la parte intermedia de la funcion respuesta sigmoidal definida
por medio de un test de fallo de ajuste y como limite de deteccion la interseccion de la
funcion de calibracion lineal que acabamos de indicar con la funcién lineal ajustada en la

zona de minima pendiente, tal como muestra la Figura 5.7.

Se caracterizoé la tira reactiva propuesta a dos tiempos de equilibracion diferentes: 5
minutos sin agitacion y 60 minutos con agitacion empleando dos serie de patrones cada vez,
la primera en la zona de maxima pendiente (cinco patrones, nueve replicas cada uno), entre
1:10° y 1-10* M para el tiempo de equilibracion de 5 minutos y (nueve patrones, ocho
réplicas cada uno) entre 1-10° y 1-10° M para 60 minutos. La segunda serie se establece en
la zona independiente de la concentracion (tres patrones, nueve réplicas de cada uno) entre
1:10% y 1-10° M para 5 minutos de equilibracion y (seis réplicas, ocho réplicas cada uno)
entre 1-10” y 1-10”7 M para 60 minutos de equilibracién. Cada réplica se mide con una tira

reactiva diferente debido al caracter irreversible de la misma.

La linealidad de cada serie se prueba aplicando el test de fallo de ajuste [30], para el

tiempo de equilibracion de 5 minutos las funciones lineales obtenidas fueron:
1-o=-3,3087 — 0,8335 log[Hg(1D)]
1-o= 0,8644 — 0,0155 log[Hg(ID)]
Y para el tiempo de equilibracion de 60 minutos:
1-o=-3,9341 - 0,7429 log[Hg(1D)]
l-a= 1,0557-0,0151 log[Hg(II)]

El limite de deteccion se calcula de la interseccion de ambas funciones, obteniéndose
un valor de 7,9 uM (1,6 mg-L™") para 5 minutos sin agitacién y de 0,3 uM (60,2 pg-L™") para

60 minutos con agitacion.

El limite superior del rango de medida fue obtenido a partir de la interseccion de la

funcion lineal de maxima pendiente con el eje de abscisas; el valor obtenido fue de 107,8 uM
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para el procedimiento de 5 min, y 5,1 pM para el procedimiento de 60 minutos. Por ello, el
rango de medida para mercurio seria 7,9 upM - 107,8 uM (1.6 — 21.6 mg-L™") para 5 minutos y
0,3-5,1 uM (60,2 — 1023 pg-L™") para 60 minutos.

=-0,0155x +0,8644
y =-0,8335x - 3,3087

y=0,0151x +1,0557

y =-0,7429x - 3,9341

log [Hg(ID]

Figura 5.7. Funciones de calibrado para Hg (II). A: 5 min de
agitacion; B: 60 minutos de agitacion.

Para evaluar la precision del procedimiento propuesto (expresada como la desviacion
estandar relativa, DER) se realizé un estudio a dos niveles de concentracién comprendidos
dentro del rango dinamico lineal, para el procedimiento de 5 minutos se estudiaron
disoluciones 10 y 50 uM de Hg (II), y 0,5 y 2,5 uM para el procedimiento de 60 minutos,
midiéndose 10 réplicas de cada nivel de concentracion. Los valores de DER obtenidos para
el procedimiento de 5 minutos fueron 1,1y 1,8 %, y 1,8 y 1,6 % para el procedimiento de 60

minutos en términos de log Cth. La Tabla 5.3 nos muestra estos y otros parametros

analiticos.
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Tabla 5.3. Parametros analiticos.

Parametro

Valor, S (5 min) Valor, S (60 min)

Ordenada en el origen

Pendiente

Nivel de probabilidad % (lack-of-fit test)
Limite inferior (uM)

Rango lineal (uM)

DER (%)*

Tiempo de vida

Coste

-3,3087;0,1403  -3,9341;0,1193
-0,8335;0,0311  -0,7429; 0,0199
6,26 5,04
7,9 0,3

7,9-107.8 0,3-5,1

1,1 (10 uM®) 1,8 (0,5 uM®)

1,8 (50 uM®) 1,6 (2,5 uM®)
1 mes

0,04 €/ tira

a: DER en términos de log [Hg (II)], b: concentraciones

4.4.  Aplicaciones y validacion

Con el objetivo de comprobar la utilidad y validez del procedimiento propuesto, se

aplico a muestras de agua de diversa procedencia (mineral, manantial, y aguas de

abastecimiento urbano). En todos los caso se realizaron estudios de recuperacion utilizando 1

ml de agua adicionada con 0,40 uM de Hg (II) mezclada con 9 ml de tampon acetato 0,01 M

de pH 4.7. La Tabla 5.4 muestra los resultados obtenidos por el procedimiento propuesto

comparados con los de espectroscopia de absorcidon atdmica de vapor frio usado como

método de referencia. Dicha tabla 5.4 también incluye los valores medios de tres

determinaciones para cada muestra y el valor de probabilidad (Py,) del test usado para

comparar las medidas obtenidas por cada uno de los métodos. Se puede observar que no

existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos mediante la tira reactiva

desarrollada y los obtenidos mediante el método de referencia, pues siempre el valor

Pvalue>5 % .
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Tabla 5.4. Determinacioén de mercurio en diferentes tipos de agua usando AAS como método de referencia

Tira

Muestra reactiva S (pi/IAlig) S Pya (%)
(uM Hg)
Agua de manantial (Durcal, Granada) 0,39 0,17 0,42 0,09 78,62
Agua mineral (Sierras de Jaén) 0,41 0,09 0,39 0,04 73,02
Agua mineral (Solan de cabras) 0,38 0,07 0,36 0,04 64,98
Agua mineral (Lanjar6n) 0,38 0,09 0,41 0,05 68,93
Agua mineral (Mondariz) 0,38 0,17 0,39 0,08 93,26
Agua mineral (Bonaqua) 0,43 0,06 0,43 0,06 97,75
Agua urbana (Granada) 0,35 0,09 0,38 0,04 89,54
Agua urbana (Carchuna, Granada) 0,34 0,09 0,40 0,06 40,50
Agua urbana (Huetor, Granada) 0,40 0,14 0,30 0,04 39,54

5. Conclusiones

Hemos desarrollado una tira reactiva para la determinacién de Hg (I) en agua. La tira
reactiva propuesta es irreversible, de tipo optico (medimos su absorbancia por transmision),
se basa en el uso del iondforo neutro 1,4,7,10-tetraazaciclododecano y presenta buena
selectividad hacia mercurio. El caracter irreversible de la reaccion entre mercurio y la zona
sensora que contiene al iondforo neutro, al cromoiondforo y a la sal aniénica lipofilica, no
imposibilita su uso en formato tira reactiva para la determinacion de mercurio. Un
incremento en el tiempo de reaccion permite detectar concentraciones mas bajas de mercurio,
pudiendo ajustar el procedimiento al problema en cuestion. Todos los reactivos necesarios
para la determinacion de mercurio estan contenidos en la zona sensora, lo que implica que
solo sera necesario tamponar la muestra antes del analisis. La tira reactiva aqui propuesta
ofrece buenos resultados en términos de exactitud, precision y coste, lo que la hace apta para
llevar a cabo analisis rutinarios y analisis in sifu que utilicen instrumentacion portatil sin

necesidad de una manipulacion previa de la muestra.



124 Capitulo 5

Agradecimientos

Agradecemos la financiacion al Ministerio de Educacion y Cultura, Direccion General

de Ensefianza Superior (Proyecto N° BQU2002-00353).
Bibliografia

[1] E. Merian, Metals and Their Compounds in the Environment, VCH, Weinheim,
(1991).

[2] R. P. Mason, J. R. Reinfelder, F. M. M. Morel, Water Air Soil Pollut., 80, 915
(1995).

[3] C. T. Cosrley, K. F. Mossop, J. R. Dean, L. M. Garden, J. Marshall y J. Carroll,
Anal. Chim. Acta, 405, 179 (2000).

[4] W. L. Clevenger, B. W. Smith y J. D. Winefordner, Crit. Rev. Anal. Chem., 27, 1
(1997).

[5] B. Walter, Anal. Chem., 55, 498A (1983).

[6] P. Vogel, D. Thym, M. Fritz y D.,Mosoiu, US Patent 5,302,346 (1994).
[7]J. H. Priest y E. M. Melson, US Patent 5,824,491 (1988).

[8] H. Lange, W. Rittersdorf y H. G. Rey, US Patent 3,897,214 (2001).

[9] L. F. Capitan-Vallvey, M. D. Fernandez-Ramos, P. Alvarez de Cienfuegos y F.
Satoyo-Gonzalez, Anal. Chim. Acta, 481, 139 (2003).

[10] G. Shi, y G. Jiang, Anal. Sci., 18, 1215 (2002).

[11] L. F. Capitan-Vallvey, O. M. A. Al-Barbarawi, M. D. Fernandez-Ramos, R.
Avidad-Castafieda, y V. Ramirez Gonzalez, Analyst, 125, 2000 (2000).

[12] M. A. T. Gilmartin, J. P. Hart, y D. T. Patton, Analyst, 120, 1973 (1995).

[13] R. F. Gur’evay S. B. Savvin, J. Anal. Chem., 58, 990 (2003).



Determinacion de mercurio mediante el ionéforo 1,4,7,10-tetraazaciclododecano 125

[14] L. F. Capitan-Vallvey, M. D. Fernandez-Ramos, Solid Phase spectrometric
assayas, in: S. Alegret (Ed.), Integrated Analytical Systems, Elsevier, Amsterdam, pp. 81-
159 (2003).

[15] H. Hisamoto, M. Miyashita, K. Watanabe, E. Nakagawa, N. Yamamoto y K.
Suzuki, Sens. Actuators B, 29, 378 (1995).

[16] L. F. Capitan-Vallvey, M. D. Fernandez-Ramos y P. Alvarez de Cienfuegos,
Anal. Chim. Acta, 451, 231 (2002).

[17] K. Y. Anand, L. Koon-Wah, EP 0141647 (1985).

[18] M. Fritz, D. Thym, P. Vogel y D. Mosoiu, US Patent 5,211,914 (1993).

[19] W. Rittersdorf, W. Guethlein, D. Thym y P. Vogel, US Patent 5,215,924 (1993).
[20] M. L. Gantzer, P. R. Hemmes y D. Wong, EP 0153641 (1985).

[21] S. C. Charlton, EP 0125554 (1984).

[22] K. E. Piejko, B. Comer, H. Baril y G. Frank, US Patent 4,780,411 (1988).

[23] Seiler, K., Wang, K., Bakker, E., Morf, W. E., Rusterholz, B., Spichiger-Keller,
U. E. y Simon, W., Clin. Chem., 37, 1350 (1990).

[24] L. F. Capitan-Vallvey, P. Alvarez de Cienfuegos-Géalvez, M. D. Fernandez-
Ramos, y R. Avidad-Castafieda, Sens. Actuators B, 71, 140 (2000).

[25] K. Seiler, W. Simon, Anal. Chim. Acta, 266, 73 (1992).
[26] E. Bakker, P. Bithlmann y E. Pretsch, Chem. Rev., 97, 3083 (1997).

[27] E. Bakker, M. Lerchi, T. Rosatzin, B. Rusterholz y W. Simon, Anal. Chim. Acta,
278,211 (1993).

[28] S. Katama y K. Onoyama, Anal. Chem., 63, 1295 (1991).
[29] M. Kodama, E. Kimura, J. Chem. Soc., Dalton Trans., 2335 (1976).
[30] Analytical Methods Committee, Analyst 119, 2363 (1994).

[31] M. Lerchi, E. Bakker, B. Rusterholz y W. Simon, Anal. Chem., 64, 1534 (1992).






CAPITULO 6

DETERMINACION DE MERCURIO
MEDIANTE UN SENSOR OPTICO
DE UN SOLO USO BASADO EN LA
DESCOMPOSICION DE
TETRAARILBORATO






Determinacion de mercurio mediante descomposicion de tetraarilborato 129

DETERMINACION DE MERCURIO MEDIANTE UN SENSOR
OPTICO DE UN SOLO USO BASADO EN LA DESCOMPOSICION
DE TETRAARILBORATO

Resumen

En este capitulo se desarrolla un sensor doptico de un solo uso para determinar
mercurio. El sensor estd constituido por una lamina de poliéster sobre la cual se deposita la
zona sensora preparada a partir de una disolucion de PVC que contiene el anion
tetraarilborato sensible a Hg (II) y una porfirina proton selectiva que actiia como transductor
optico. El esquema de sensado se basa en la descomposicion del anion tetraarilborato
inducida por los iones Hg (II), lo que va a suponer la desprotonacion de la porfirina y el
aumento de la intensidad de fluorescencia de la membrana. El aumento de fluorescencia se
mide después de poner en contacto la membrana sensora con una disolucion conteniendo Hg
(II) a pH 2.4 durante 15 min de reaccion, pudiendo detectarse concentraciones de mercurio
de hasta 25 pg-L™" con una reproducibilidad intermembrana del 6,5% expresada en términos
de DER. El sensor propuesto ofrece buena selectividad a Hg (II) frente a otros iones
metalicos. Se ha estudiado el mecanismo de respuesta del sensor y las distintas variables

experimentales implicadas en su desarrollo.
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1. Introduccion

El desarrollo de sensores de un solo uso para la determinacion de metales pesados
presenta gran interés en campos como el de la salud publica y el medioambiental. Entre los
diferentes metales pesados cabe destacar el mercurio por su elevada toxicidad y su presencia
en la litosfera e hidrosfera [1]; [2]. Las técnicas mas utilizadas para llevar a cabo la
determinacion de mercurio han sido la espectrometria de absorcion atomica o de emision, la
espectrometria de masas y la voltamperometria. Para el andlisis de las diferentes especies de
mercurio se han utilizado en muchas ocasiones métodos cromatograficos con detectores
espectrométricos [3]; [4]. Aunque estos métodos son sensibles y precisos, no pueden

utilizarse para realizar analisis in situ.

Los sensores de un solo uso son dispositivos analiticos autocontenidos miniaturizados
que responden a la presencia o concentracion de uno o varios analitos, generalmente a través
de una reaccion quimica o bioquimica. Los reactivos necesarios para llevar a cabo las
reacciones y procesos que van a originar la respuesta analitica estan incorporados en el
propio sensor, generalmente en formato seco, de forma que no sea necesario preparar ni
mezclar los reactivos necesarios para llevar a cabo operaciones de reaccioén, extraccion,

precipitacion o dialisis, entre otras.

Se han utilizado diversas estrategias para desarrollar sensores de un solo uso sensibles
a mercurio de entre las que podemos destacar: i) el uso de reactivos inorganicos
convencionales tales como Cuyl, incorporado en una membrana de carboximetilcelulosa
utilizada para la determinacion de mercurio en muestras de pescado [5]; ii) reactivos
organicos convencionales como la tirodina, un andlogo de la rodanina, retenida en una
membrana de policaproamida, utilizada para la determinacion de mercurio en muestras
industriales alcanzandose un limite de deteccién de 5 ng-mL’ [6]; iii) utilizacion de
iondforos, tales como el 1,4,7,10-tetraazaciclododecano contenido en una membrana de PVC
y basado en un mecanismo de intercambio i6nico para determinar mercurio en agua [7]; iv)
diferentes tipos de inhibicidon enzimatica, tal como la inhibicion de la ureasa por parte de
mercurio basada en medidas del tiempo transcurrido hasta la total desaparicion del color del
indicador de pH utilizado, esta estrategia se ha aplicado para determinar mercurio en agua

alcanzando un limite de deteccion de hasta 0,2 ngmL'1 [8]; de igual forma, se ha descrito la
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inhibicion de peroxidasa de rabano picante inmovilizada en papel sobre la reaccion de
oxidacion de la 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina mediante peroxido de hidrégeno alcanzandose
un limite de deteccién de 5-10 pg'mL™" [9]; [10]; v) anticuerpos que reconocen formas
complejadas de iones metalicos, tal como el caso de EDTA con Hg (II), utilizados para
disefiar inmunoensayos [11]; vi) sensores microbiologicos basados en el uso luciferasa de
luciérnaga modificada genéticamente con sensibilidad hacia mercurio en el rango picomolar
[12]. El principal problema que presentan estos sensores es la falta de selectividad hacia Hg

(IT) frente a otros metales pesados.

El sensor de un solo uso desarrollado en este capitulo se basa en la reaccion de
descomposicion de un anion tetraarilborato inducida selectivamente por mercurio que
conlleva la formacion de una serie de derivados fenilmercuriales. Esta reaccion ha sido
utilizada con diferentes propositos en analisis quimico. Por ejemplo, en andlisis gravimétrico,
volumétrico [13] o espectrofotométrico [14] para determinar potasio y otros iones alcalinos y
alcalinotérreos [15]; determinacion volumétrica de tetraarilboratos, por medio de
mercurimetria [16] y bromatometria [17]; derivatizacion organomercurial previa al analisis
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de fluorescencia atdémica o a
espectrometria de emision atémica [18]; conversion in sifu de mercurio inorganico a
mercurio organico combinada con la extraccion por fluidos supercriticos del mercurio
organico [19]; determinacion voltamperométrica de Hg (II) monitorizando el descenso del

pico de oxidacion del tetrafenilborato en un electrodo de pasta de carbono [20].

Murkovic y Wolfbeis [21] han utilizado esta reaccion para desarrollar un sensor
optico para determinar Hg (II) basado en una membrana de PVC que contiene un colorante
fluorescente como es la oxacarbocianina y una sal de tetraarilborato, cuya descomposicion

inducida por Hg (II) conlleva la formacion de agregados no fluorescentes del colorante.

En este capitulo utilizamos la reaccion de descomposicion de un anion tetraarilborato
para desarrollar un sensor optico de un solo uso irreversible para determinar Hg (II). En la
etapa de transduccion utilizamos un fluoroionoéforo selectivo a protones que va a variar su
intensidad de fluorescencia como consecuencia de su desprotonaciéon inducida por la

descomposicion de la sal lipofilica producida por la entrada de mercurio en la membrana.
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2. Experimental

2.1.  Reactivos y materiales

Todos los reactivos utilizados eran de grado analitico y el agua utilizada para preparar
las disoluciones procedia de un equipo de 6smosis inversa Milli-Ro 12 acoplado a un equipo

Milli Q de Millipore Corp, Bedford, MA.

La disolucion madre (1000 mg-L™") de Hg (II) se preparé disolviendo la cantidad exacta
de nitrato mercurico, Hg(NO3),'H,O, (Probus, Barcelona, Espafia), en acido nitrico 0,2 M
diluido con agua purificada. Las disoluciones mas diluidas se prepararon a partir de la disolucion
madre por dilucién con agua. Las disoluciones madre (1000 mg-L™") de los demas iones
metalicos se prepararon con una cierta cantidad de 4cido cuando era necesario, a partir de los
correspondientes nitratos de cobre, cadmio, calcio, magnesio y sodio (Panreac, Barcelona,
Espafia), niquel y plomo (Merck, Darmstadt, Alemania), a partir de los correspondientes
sulfatos de hierro (II) (sal de Mohr), hierro (III), potasio (Panreac), cinc y manganeso
(Merck). Las distintas disoluciones fueron contrastadas volumétricamente o utilizando
espectrometria de absorcion atdmica. La disolucion reguladora de pH 2,4 1M fue preparada a

partir de acido ortofosférico (Probus) e hidréxido sédico (Panreac).

Para preparar las membranas sensibles a mercurio se utilizaron los siguientes
reactivos: cloruro de polivinilo (PVC; de alto peso molecular), 5,10,15,20-tetrafenil-21H,
23H-porfirina  (TPP), tributilfosfato (TBP), 2-nitrofeniloctileter (NPOE), bis(2-
etilhexil)sebacato  (DOS), dioctilftalato (DOP), tris(2-etilhexil)fosfato (TEHP) y
tetrahidrofurano (THF) todos ellos proporcionados por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica S.
A., Madrid) y tetrafenilborato sodico (TPB), tetrakis [3,5-bis(trifluorometil)fenil] borato de
sodio (BPB) y tetrakis(4-clorofenil)borato (TCB), proporcionados por Fluka (Fluka, Madrid,
Espaiia). Como soporte solido de las membranas sensoras se utilizaron laminas de poliéster

tipo Mylar (Goodfellow, Cambridge, UK).
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2.2. Instrumentacion y software

Las medidas de estado estacionario se realizaron con un espectrofotometro Hewlett-
Packard HP-8453 de diodos en fila conectado a un ordenador personal Pentium MMX 200 a
través de una interfase HP IB para las medidas de absorcion y espectrofluorimetro Cary
Eclipse (Varian Australia Pty Ltd.) conectado a un ordenador personal Pentium 4 2.40 GHz a
traves de un IEEE-488 (GPIB) para las medidas de fluorescencia. Las medidas de tiempo de
vida se llevaron a cabo utilizando la técnica de time-correlated single photon counting
mediante espectrofluorimetro OB 920 equipado con una lampara flash de nanosegundos 900-
HP y como sistema de deteccion un fotomultiplicador de foton tnico S900 (Edinburgh
Instruments Ltd, Livingston, UK), conectado a un ordenador personal AMD Athlon™ XP
2400+ 2.00 GHz a través de una tarjeta EAI TCC/PCS. La recogida y tratamiento de los
datos de tiempo de vida fue llevada a cabo utilizando el software FO900 proporcionado por

Edinburgh Instruments.

Las medidas de absorbancia y de luminiscencia se realizaron utilizando unos soportes
construidos por nosotros en un bloque de hierro pintado de negro de las dimensiones
adecuadas para ser utilizados en cada uno de los compartimentos de cubetas de los
espectrofotometros anteriormente citados. Para las medidas de absorcion, el soporte tenia un
orificio de 5 mm diametro para el paso de la radiacion y una rendija perpendicular al mismo
de 1 mm de espesor, que es donde se introduce la tira reactiva para su medida [22]. En el
caso de la luminiscencia, las medidas se realizaron por transmision y el soporte tenia dos
orificios ortogonales de 5 mm de diametro y una rendija diagonal de 1 mm de espesor de
manera que los haces de excitacion y emision forman un angulo de 45° con el plano del
sensor [23]. Con el uso de estos soportes se aumenta la reproducibilidad de las medidas, ya
que se llevan a cabo en una zona de diametro constante (5 mm) e inferior a la zona activa del

S€nsor.

Las medidas de pH se llevaron a cabo utilizando un pH-metro digital provisto de
electrodo combinado de vidrio y cloruro de plata (Crison, Barcelona, Espafia) calibrado a 20
+ 2°C con disoluciones tampén de pH 7,00 y 4,00 (Merck). Los sensores se prepararon

utilizando un sistema rotatorio de velocidad de giro variable disefiado por nosotros [24].
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2.3.  Preparacion de la membrana sensora y sistema de medida

La disolucidn a partir de la cual vamos a preparar las membranas se obtiene pesando
30,0 mg (19,82 % p/p) de PVC, 121,0 mg (79,95 % p/p) de DOS, 0,10 mg (0,07 % p/p) de
TPP, 0,24 mg (0,16 % p/p) de TCB en un vial de vidrio. Estos componentes fueron disueltos
en 1,0 ml de tetrahidrofurano recién destilado. Se depositan 15 pl de ese coctel sobre una
lamina de poliéster de 14 mm x 40 mm x 0,5 mm de espesor, con ayuda de un sistema
centrifugo de preparacion de membranas [24] que gira a 180 rpm. Tras dejar la membrana
girando durante 30 segundos, se deja estar en un recipiente hermético con atmosfera saturada
de tetrahidrofurano durante 3 minutos a temperatura ambiente y luego se almacena en un
lugar protegido de la luz hasta su posterior uso. La zona sensora del sensor desechable
obtenida de este modo es una pelicula circular solida, homogénea, adherida al soporte solido,
transparente, de color naranja-rosaceo, de 12 mm de diametro y aproximadamente 22 pum de
espesor. Las concentraciones de TPP y TCB en el sensor una vez seco son 1,07 mmolkg™ y

3,20 mmol-kg™', respectivamente.

La respuesta de los diferentes sensores asi preparados se evalud disponiendo 10 mL
de una disolucion patrén conteniendo entre 0,1 y 5,3 uM (en concentraciones) de Hg (II) y
1,0 mL de disolucion tampon de acido ortofosforico/dihidrogeno ortofosfato sodico de pH
2,4 y concentracion 1 M, en un tubo de polictileno de 10 mL de volumen junto con la
membrana desechable. A continuacion, se equilibra la membrana durante 15 minutos en un
agitador vibratorio a 800 oscilaciones por minuto, y tras la equilibracion se extrae la misma,
se sacude para eliminar las gotas de disolucion que la puedan mojar, y se mide su intensidad
de fluorescencia excitando a 420 nm y registrando la emisiéon a 650 nm, utilizando rendijas
de 5 nm tanto en excitacion como en emision. El soporte de poliéster no es fluorescente en
estas condiciones de medida, por lo que no es necesario sustraer la sefial del blanco. Todas
las medidas se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20 = 3 °C) y no fue necesario

preacondicionar las membranas antes de usarlas.
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2.4. Calculos

Como parametro analitico utilizamos una intensidad de fluorescencia normalizada o
(ec 6.1), en realidad 1-0, en la que Fj es la intensidad de fluorescencia minima y F; es la
intensidad de fluorescencia maxima, valores que corresponden a la forma totalmente
protonada y desprotonada (total reaccion con Hg (II)) del luminéforo TPP, respectivamente.
Estos valores se obtienen midiendo la intensidad de fluorescencia del sensor después de
haber estado en contacto con el tampon fosfato a pH 2,4 (F) y con una disolucion 10 M de

Hg (II) preparada en el mismo tampén (F)).

[H,L*"] F -F
CL FI _FO

(6.1)

La constante de extraccion K, se calculd de acuerdo con la referencia [25], utilizando
los valores de la zona de maxima pendiente de la funcién respuesta a mercurio, lo que
proporciona menos error. Las actividades se calcularon utilizando la ecuacion de Debye-
Hiickel de dos parametros [26]. Los programas utilizados para el tratamiento de datos fueron:
Statgraphics Plus Version 6.0, STSC. Inc., de Statistical Graphics Corp., USA, 1993, y
GraphMatica para Win32 v1.60d, 1998 editado por K. Hertzer y adaptado por J. Garrido.

3. Resultados y discusion

3.1. Esquema de sensado

El esquema de sensado utilizado para determinar mercurio con este sensor desechable
se basa en la descomposicion de un anion tetraarilborato presente en la membrana por parte
de los iones Hg (II), originandose como consecuencia de la reaccion derivados
organomercuriales. Se sabe que en disolucion acuosa los aniones tetraarilborato reaccionan
con Hg (II) provocando éste su descomposicion y originando monofenilmercurio,

difenilmercurio y acido bérico [27]; [28].

La monitorizacion Optica de esta reaccion se consigue utilizando un fluoroionéforo
selectivo de protones, al que a partir de ahora llamaremos lumindforo, que pierde su

intensidad de fluorescencia inicial por protonacion. Inicialmente la membrana sensora
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contiene al luminéforo protonado formando un par idnico con el anién tetraarilborato, cuya
descomposicion fuerza la desprotonacion concomitante del luminoéforo lipofilico para
mantener la electroneutralidad de la membrana hidrofobica, recuperando asi su emision
luminiscente. Como lumindforo utilizamos un compuesto macrociclico, la porfirina
simétricamente sustituida 5,10,15,20-tetrafenil-21H,23H-porfirina, compuesto caracterizado
por presentar una alta simetria, planaridad y deslocalizacion electronica. La membrana una
vez seca presenta un color naranja-rosaceo debido a la forma inicial de la TPP y tiene
maximos de absorcion a 420 nm (banda B) y cuatro bandas Q a 515, 550, 590 y 647 nm.
Cuando se pone en contacto la membrana sensora con la disolucion tampon acida, ésta
cambia a color verde debido a la entrada de protones y subsiguiente protonacion de los dos
nitrogenos pirrdlicos de la TPP, lo que origina configuracion no planar de la molécula debido
a la repulsion de los atomos de hidrogeno internos del anillo porfirina [29], esto conlleva la
modificacion del espectro de absorcion del luminoforo, presentando ahora una banda B a 440
nm y dos bandas Q a 600 y 658 nm. Todas estas bandas de absorcion de la TPP en la
membrana de PVC son similares a las observadas para esta misma especie en otros

disolventes [29], [30], [31].

El espectro de fluorescencia inicial de la membrana corresponde a la forma base libre
de la TPP, caracterizado por presentar dos bandas de emision a 650 y 716 nm, mientras que
la forma protonada de la TPP presenta una banda muy débil a 692 nm. La membrana seca
presenta un tiempo de vida de 10,6 ns, dato que contrasta con los 142 ns descritos en
benceno [32], pero tras introducirla en medio acido tanto la intensidad fluorescente como el
tiempo de vida decrecen considerablemente. Concretamente, tras introducir la membrana
sensora en la disolucion tampon de pH 2,4, su tiempo de vida decrece desde 10,6 ns hasta 2,8
ns. Sin embargo, introduciendo esa misma membrana en una disolucion 1,0-10* M de Hg
(II), su tiempo de vida aumentd hasta el valor inicial (11,0 ns) debido a la regeneracion del
sistema de dobles enlaces conjugados de electrones . Todos estos tiempos de vida se ajustan
a un modelo de decaimiento biexponencial [membrana seca: t; 11,3 ns (93%); 1, 0,6 (7%);
x2 1,665; membrana a pH 2,4: t; 1,1 ns (92%); 1, 20,9 (8%); x2 1,718; membrana a pH 2,4
después de reaccionar con Hg (II): t; 13,2 ns (68%); 1, 6,2 (32%); %* 1,400].
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3.2.  Optimizacion de la respuesta del sensor

La respuesta de este sensor de un solo uso irreversible aqui desarrollado se ve
influenciada por dos tipos de factores: i) composicion de la membrana en relacion con la
proporcion de los distintos componentes en el coctel, y condiciones de preparacion de la
misma; y ii) condiciones del proceso de reaccion entre el sensor propuesto y la disolucion

problema, como pueden ser el pH, el tiempo de contacto y la actividad del analito.
3.2.1. Composicion de la membrana

Como transductor de la reaccion de descomposicion del anidn tetraarilborato por
mercurio, seleccionamos un compuesto macrociclico, la porfirina simétricamente sustituida
5,10,15,20-tetrafenil-21H,23H-porfirina por las siguientes razones: i) su intensa emision
fluorescente en el visible debida al sistema de dobles enlaces conjugados (Figura 6.1) y a la
alta movilidad de los electrones m (rendimiento cuantico 0,13 en benceno [32]); ii) su alto
caracter lipofilico, que hace posible su inmovilizaciéon en la membrana de PVC y el
mantenimiento de sus caracteristicas espectrales; y iii) la pérdida de intensidad de
fluorescencia en medio acido debida a la protonacion de los dos atomos de nitrogeno

heterociclicos y la subsiguiente eliminacion del sistema conjugado = [33].

Figura 6.1. Estructura de la 5,10,15,20-tetrafenil-21H,23H-porfirina (TPP).

Se probaron los siguientes aniones tetraarilborato: tetrafenilborato (TPB), tetrakis(4-

clorofenil)borato (TCB) y 3,5-bis(trifluorometil)fenilborato (BPB). Se observd que en
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ausencia de borato, la membrana no pierde la fluorescencia cuando se pone en medio acido
debido a que los protones no pueden ser extraidos al interior de la membrana y
consecuentemente no responden a Hg (II). Por otra parte, este comportamiento de la
membrana es irreversible debido a la descomposicion del anion tetraarilborato, hecho que
demostramos poniendo en contacto una membrana ya reaccionada con mercurio, con una
disolucion acida 50 uM de TCB, observandose de nuevo una disminucion de la intensidad de
fluorescencia de la membrana. Este decrecimiento se debe a la extraccion de borato en la
membrana, posibilitando asi la protonacion de la TPP y su consecuente pérdida de intensidad

de fluorescencia [21].

La sensibilidad a Hg (IT) disminuye conforme aumenta el caracter lipofilico del anién
tetraarilborato presente en la membrana, lo que a su vez se relaciona con el sustituyente
presente en la molécula y con su estabilidad quimica [34], hecho similar al encontrado por
Murkovic y Wolfbeis [21] en su estudio sobre una membrana sensora a Hg (II) basada en el
uso del colorante oxacarbocianina. Nosotros encontramos que el anion mas estable, el BPB,
no ofrece respuesta alguna a Hg (II), mientras que con TPB y TCB (TPB>TCB) la
membrana recupera rapidamente la intensidad de fluorescencia en contacto con Hg (II). Sin
embargo, aunque con TPB se alcanza una mayor respuesta, se observa lixiviacion de la
membrana con la consecuente falta de reproducibilidad que produce este hecho, por esta

razoén seleccionamos TCB como solucién de compromiso para llevar a cabo el estudio.

El tipo de plastificante utilizado en la construccion de la membrana influye
considerablemente en la respuesta de la misma a Hg (II); por lo tanto con objeto de
seleccionar el mejor plastificante, se llevd a cabo un estudio preliminar con distintos
plastificantes: TBP, TEHP, NPOE, DOS y DOP, monitorizando la respuesta frente a una
disolucion 10° M de Hg (II).

La sensibilidad, entendida como el valor de sefial respuesta, es decir, como aumento
de intensidad de fluorescencia, para una concentracion de metal dada, y teniendo en cuenta el
tiempo de respuesta a Hg (II) de los diferentes sensores desechables fabricados con los
distintos plastificantes, aumentaba siguiendo el siguiente orden: éteres>ésteres
carboxilicos>ésteres fosfato, concretamente NPOE>DOS>DOP>TEHP>TBP (100; 84; 46;
23; 7 en porcentaje). Puesto que NPOE y DOS ofrecian una respuesta similar a Hg (II), se
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hizo un experimento considerando el tiempo de respuesta (Figura 6.2) y DOS fue
seleccionado como plastificante para llevar a cabo los siguientes experimentos por ofrecer la

respuesta mas rapida con respecto a NPOE para una misma concentracion de metal.
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Figura 6.2. Cinéticas de respuesta del sensor para diferentes
porcentajes de plastificante: a) 50% DOS; b) 68% NPOE; c) 60%
DOS; d) 68% DOS; e) 80% DOS. [Hg(Il)] = 10° M. Con agitacién
vibratoria a 800 oscilaciones-min™.

Para seleccionar el porcentaje de plastificante estudiamos el tiempo de respuesta y las
propiedades fisicas de diferentes membranas conteniendo distintas cantidades de DOS desde
un 50 a un 80 % p/p (Figura 6.2). En estos experimentos, se midié la respuesta del sensor
hacia una disolucion 10° M de Hg (II) a diferentes tiempos de reaccién mientras que se
mantenia agitando la disolucion problema con la tira reactiva en todo momento, excepto
cuando iba a ser medida. El tiempo necesario para alcanzar el equilibrio (tys,,) fue calculado
para las diferentes membranas, obteniéndose los siguientes resultados: 57 minutos para el
50%; 51 minutos para el 60%; 39 minutos para el 68%, y 36 minutos para el 80%. Para
porcentajes mayores al 80%, las propiedades fisicas de la membrana empeoraban, se perdia
homogeneidad y aumentaba el tiempo de secado considerablemente. Finalmente, un 80% de
DOS y un 20% de PVC fueron seleccionados como porcentajes optimos para preparar la

membrana.
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Con el objeto de optimizar la cantidad de luminoforo TPP, se prepararon seis tipos de
membranas diferentes M1-M6 a partir de cocteles conteniendo 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50 y
1,20 mg de TPP y el doble de moles de TCB en cada caso. Tres membranas de cada tipo
fueron equilibradas en una disolucién 10° M de Hg (II). La mayor diferencia expresada en
intensidad de fluorescencia entre blanco (membrana en tampdn) y analito (membrana en
tampon mas Hg (I1)) se observo para las membranas de tipo M2 (Figura 6.3), por lo que se

seleccionaron 0,10 mg de TPP para la preparacion de los cocteles utilizados en los siguientes

experimentos.
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Figura 6.3. Influencia de la cantidad de TPP.

También se considerd la relacion molar lumindforo/anion lipofilico a la hora de
optimizar la composicion de la membrana. Para ello, se prepararon membranas conteniendo
relaciones molares 1:1, 1:2 y 1:3 y se probaron frente a una disolucion 10° M de Hg (II),
observandose que el aumento de fluorescencia crecia con la relacion molar (83; 93; 100%),

por lo que la relacion molar 1:3 fue seleccionada como 6ptima.

La preparacion de los sensores desechables se llevo a cabo mediante deposicion y
evaporacion de un cierto volumen de una disolucion conteniendo todos los componentes
sobre un soporte de poliéster, originandose membranas con buenas caracteristicas opticas y

mecanicas. El volumen minimo de coctel debe ser aquel que origine membranas de diametro
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y espesor adecuados, esto es, que asegure que el didmetro de la zona sensora sea ligeramente
inferior al ancho de la tira de poliéster y superior al haz de radiacion del espectrofotometro y
que la fluorescencia no sea excesivamente alta (15 pL en este caso). La reproducibilidad en
la preparacion de las membranas se calculd a partir de sus valores de intensidad de

fluorescencia inicial y fue del 7% (n=36).
3.2.2. Parametros de reaccion

La respuesta de este sensor optico desechable depende de la actividad protdnica del
medio, debido a la necesaria anulacion de fluorescencia de la TPP por protonacion de los dos
nitrogenos del anillo heterociclico, proceso facilitado por la presencia de la sal lipofilica en la
membrana. La fluorescencia de las membranas desaparece a valores de pH inferiores a 4,0,
aumentando por encima de este valor como es habitual en cualquier sistema controlado por
un equilibrio acido-base (Figura 6.4). De estos datos se deduce una estimacion aproximada
de la constante K considerando un tnico equilibrio de protonacion (K = K,3'K,4) que tiene un

valor de 5,6:10°%.

600

Figura 6.4. Dependencia de la intensidad de fluorescencia de la TPP con el pH.
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Como pH de trabajo seleccionamos un valor de 2,4, originando resultados muy
similares otros valores de pH inferiores a 4,0. Se probaron diferentes disoluciones tampon,
tales como tampon fosfato, dicloroacetato, formiato, propionato y acetato. Finalmente se
selecciond un tampon acido ortofosforico/dihidrogeno fosfato de pH 2,4 y concentracion 0,1
M para llevar a cabo los experimentos, por los buenos resultados y menor interferencia que

produjo.

El tiempo de respuesta del sensor era largo, debido a que la etapa que limita el tiempo
de reaccion no es solo la de difusion del i6n metalico en el interior de la fase organica
plastificada y la reaccion en membrana, sino también la extraccion convectiva de masa desde
el seno de la disolucion hasta la membrana. Con el objeto de incrementar la velocidad de
respuesta del método fue necesario agitar la disolucion conteniendo la tira reactiva para
facilitar el transporte de mercurio desde el seno de la disolucion hasta la superficie del
sensor. Se ensayaron diferentes métodos de agitacion (agitador magnético, rotatorio,
vibratorio y ultrasonidos) y se encontrd que los mejores resultados en cuanto a coloracion
mas homogénea de la zona sensora y por lo tanto mayor reproducibilidad, se lograron usando
un agitador vibratorio operando a 800 oscilaciones por minuto. De los experimentos llevados
a cabo para seleccionar el porcentaje optimo de DOS (Figura 6.2), se seleccionaron 15
minutos como tiempo de reaccion ya que para este tiempo se ha alcanzado el 80% de la senal

maxima, lo que supone un compromiso entre sensibilidad y rapidez.
3.3. Mecanismo de respuesta

La respuesta del sensor propuesto frente a la actividad de mercurio se estudid para
actividades comprendidas entre 9,3-10> M y 9,2:10° M (1,0-10"" M y 1,0:10* M en
concentraciones) a pH 2,4. De acuerdo con los datos experimentales obtenidos, proponemos
que el sensado de mercurio se pueda describir mediante la siguiente reaccion global, si
aceptamos que L y R representan al luminéforo y al anion tetraarilborato, respectivamente y

X es un producto de descomposicion de R™:

H,L*" +2R ™ +Hg?*" — LHgX, +2H"
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Las especies barradas se encuentran en fase membrana y las demas se encuentran en
disolucion acuosa. La Figura 6.5 (curva d) muestra un buen ajuste de este modelo
(caracterizado por la ec. 6.2) a los datos experimentales.

2
Cp-a-ag.

a, . = (6.2)
" (1—a)-Cp-(Cp -CLa)* K

€

El ajuste por minimos cuadrados de los datos experimentales al modelo tedrico, en la
zona de maxima pendiente de la curva respuesta para Hg (II), nos permite estimar un valor

para el log Ke de 6,5 +0,1.

-12 -10 -8 -6 -4 -2

log ayg

Figura 6.5. Respuesta del sensor a Hg (II). Circulos: datos experimentales con
barras de error. Lineas: curvas respuesta tedricas de acuerdo con:

a) 2HL' + 2R~ + Hg?* — 2L + 2HgXR +2H"

b) H,L?* +2R ™ +2Hg?" — L+4HgX, +2H"

¢) HoL** +2R ™ +Hg?" - L+HgXR+2H"

d) HoL?>* +2R™ +Hg?" — LHgX, +2H"

Asumimos que los iones Hg (II) entran en la membrana por intercambio i6nico, lo que
puede deducirse de la intensa interferencia producida por los aniones cloruro, que formarian

la especie no disociada HgCl, imposibilitando asi el intercambio i6nico entre la disolucion y
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la membrana, y teniendo en cuenta que Montequi et al. observaron que la descomposicion
del anidn tetraarilborato en disolucion acuosa tiene lugar con Hg (II) en forma de HgCl,
originando asi principalmente HgCI(C¢Hs) [28]. A continuacion, el Hg (II) reacciona en la
membrana con el anion tetraarilborato para producir un derivado organomercurial asociado a
la porfirina. Suponemos que la descomposicion del tetraarilborato ocurre en fase membrana
y no en la interfase disoluciéon acuosa-membrana por la falta de ajuste de los datos
experimentales al modelo tedrico que implica la formacion de monofenilmercurio o
difenilmercurio (curva b en Figura 6.5) en disolucion acuosa, ademas de por la interferencia

producida por cloruro anteriormente comentada.

En nuestro caso, encontramos que la descomposicion del anion tetraarilborato
lipofilico no implica la formacién de un complejo mercurio-porfirina, debido a la lenta
velocidad de formacion de la metaloporfirina [35] como consecuencia de la dificultad de
deformar el anillo porfirina para formar un complejo “sitting-atop” como es habitual en
metales de transicion de gran tamafio como es el mercurio [36]. Sin embargo, Chang et al.
[37] afirman que el proceso de formacion del complejo mercurio-TPP en membrana de PVC
plastificada es rapido (4 minutos) a pH 8,0. Estos autores adscriben el mecanismo de sensado
a un proceso de intercambio i6nico entre dos protones de la forma base libre de la TPP
(correspondientes a las constantes K,; y K,») y Hg (II). Por otra parte, una segunda razon
que apoya la no formaciéon de un complejo mercurio-porfirina en nuestra membrana es que
nosotros observamos un aumento concomitante de intensidad de fluorescencia cuando
aumenta la concentracion de Hg (II), mientras que Chang et al. [37] observan una atenuacion
en la intensidad de fluorescencia debido a la formacion del complejo mercurio-porfirina,

atenuacion que usan como parametro analitico.

Como producto de la reaccion con mercurio, aceptamos la formacion de una
asociacion que incluye la forma base libre de la porfirina TPP y un producto derivado de la
descomposicion del anion tetraarilborato, mientras que ningun otro modelo que suponga la
presencia diferenciada de la porfirina libre y de un producto de descomposicion se ajusta a

los datos experimentales encontrados (curvas a y ¢ en Figura 6.5).
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34. Parametros analiticos

Se probaron dos tipos de funciones de calibrado diferentes para el sensor desechable
propuesto, una basada en la funcion respuesta tipo sigmoide definida por la ec. 6.2 y otra

funcion lineal que respondia a bajas concentraciones de Hg (II).

Para definir y caracterizar la funcion de calibrado basada en la relacion logaritmica
existente entre 1-o y Hg (II), se prepararon dos series de patrones, una serie en la zona de
maxima pendiente (3 patrones, 3 réplicas de cada uno), entre 2,8:107 y 1,410° M en
actividades y otra serie en la zona de minima pendiente de actividad mas baja (4 patrones, 3
réplicas de cada uno), entre 5,510 y 5,5:10®° M en actividades. Para cada una de las
réplicas se us6 en cada ocasion una tira diferente. La linealidad de cada serie se comprobo
aplicando un test de fallo de ajuste [38], y las funciones lineales obtenidas fueron las
siguientes: 1-a = -0.7822 — 4.329-log ay, y 1-a. = -0.008 + 0.9069 log ay,. El limite de
deteccion obtenido de la interseccion de ambas funciones es 0,2 uM en actividad (0,3 pM en
concentracion; 63 pug.L™") (Figura 6.6). Como limite superior del rango de medida se uso la
mayor concentracion que se ajusta estadisticamente a la funcion lineal; esta fue de 2,9 uM
(5,3 uM en concentracion). Por ello, el rango de medida esta comprendido entre 0,3 y 5,3

1M (en concentraciones).
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Figura 6.6. Funcion de calibrado para Hg (I): a) funcion logaritmica definida por la ec.
6.2; b) funcion lineal.

La precision expresada como repetibilidad sensor a sensor con diferentes sensores

desechables, expresada como desviacion estandar relativa, se obtuvo a dos niveles de
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actividad comprendidos en el rango dinamico lineal: 0,4 y 1,4 uM usando ocho réplicas de
cada uno. Los valores de DER obtenidos fueron 0,36 y 1,04 % expresados en términos de log

(Tabla 6.1).

aHg2+

Tabla 6.1. Parametros analiticos.

Parametro (valor; S) Calibracion
Logaritmica Lineal
Ordenada en el origen -4,3;0,2 29.1; 2,1
Pendiente -0,78; 0,04 8,2-107; 1,9-10°
Nivel de probabilidad % (lack-of-fit test) 15,4 5,9
Limite inferior (uM) 0,3 0,1
Rango lineal (uM) 0,3-53 0,1-2,6
DER (%) Intersensor 0.36" (040 uM™  23.9° (0.25 uM")
1.04° (140 uM®)  6.5° (2.5 uM9

Estabilidad 1,5 meses
Coste 0,16 €/tira

a: DER para log a He® b: actividades, c: DER para [Hg (I)], d: concentraciones.

Se puede utilizar una relacion lineal con objeto de calibrar utilizando como parametro
analitico la diferencia en intensidad de fluorescencia entre las membranas que han estado en
contacto con Hg (II) y el blanco (F-F,). La Figura 6.6 muestra la variacion de F-F, con la
concentracion de Hg (II) entre 10 y 10™"" M, esta se compone de dos tramos rectos, de los
que se puede utilizar el de menor concentracion como funcion analitica (F-F, = 8,2:10’
[Hg(I)] + 29,1). El limite de deteccion calculado a partir de 3-SD(blanco)/pendiente de
acuerdo con la definicién de la IUPAC, fue de 0,1 umol-L™ (25 pg-L™") de Hg (II). El limite
superior se calculd a partir del punto de interseccion de la anterior funcion de calibrado con
la funcion establecida en la zona independiente de la concentracion de mercurio (F-F, =
6,5-10° [Hg(I)] + 242,9). De acuerdo con esto, el rango diniamico lineal para la
determinacion de mercurio en disolucion acuosa cubria el intervalo de concentraciones
comprendidas entre 0,1 y 2,6 pmol-L™' Hg (I) (25 y 528 pg'L™"). La precision expresada
como DER se calcul6 a dos niveles de concentracion de mercurio comprendidos en el rango

dinamico lineal (0,25 y 2,5 umol-L™") y para 8 réplicas de cada uno de ellos. Los valores de
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DER obtenidos fueron 23,9 y 6,5 % expresados en términos de [Hg(II)] (Tabla 6.1). Para
determinar la estabilidad del sensor irreversible propuesto se prepar6 un conjunto de tiras
reactivas, que fueron almacenadas protegiéndolas de la luz y de la humedad excesiva, y se
evalud su respuesta en el tiempo para una concentracion de Hg (II) situada en la mitad del
rango dinamico lineal; de esta forma se comprobd que las tiras eran estables al menos

durante mes y medio. La Tabla 6.1 nos muestra éstos y otros parametros analiticos.

Comparando la membrana propuesta con otros sensores Opticos basados en el uso de
principios o reactivos similares, podemos resaltar que los pardmetros analiticos del sensor
propuesto por nosotros son similares a los del sensor oOptico descrito por Murkovic y
Wolfbeis [39]; [21] en el que utilizan un esquema de flujo (40-650 pg-L™), aunque el tiempo
de reaccion necesario (30 minutos) es superior que en nuestro caso; analogamente, el
procedimiento propuesto por Chan et. al [37] previamente citado, responde entre 40 y 9000
ug-L', aunque este dato no se refiere al rango dinamico lineal, sino al rango global de

concentraciones estudiadas.

Los resultados obtenidos por nosotros se pueden comparar con los de otros sensores
desechables opticos o visuales descritos hasta el momento. Por ejemplo, el procedimiento
rapido propuesto para Hg(Il) basado en p-fenilazo-3-aminorodanina inmovilizada en una
fibra de poliacrilonitrilo rellena con una resina catidnica finamente dispersada fue propuesta
para un rango de concentraciones de 50 a 500 pg-L"' [40]. El método rapido basado en
tirodina contenida en una membrana de policaproina se ha descrito entre 40 y 2000 pg-L™
[6]. La tira reactiva propuesta para determinar Hg (II) basada en la inhibicion de ureasa por

este metal presenta un rango de respuesta que va desde 0,2 a 200 pug-L™ [8].

Con el fin de examinar los efectos producidos por posibles especies interferentes,
tales como iones alcalinos, alcalinotérreos, otros metales pesados y algunos aniones, en la
respuesta del sensor, se escogio una concentracion de 0,28 mg-L"' de Hg (II). Las especies
seleccionadas fueron ensayadas a varios niveles de concentracion y si tenia lugar
interferencia, se disminuia la concentracion de la especie en cuestion hasta que produjera un
error inferior al 5% en la determinacion de analito, concentracion que definimos como

tolerancia. De las distintas especies estudiadas ninguna producia un gran efecto sobre la
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respuesta del sensor a Hg (II) exceptuando los iones cloruro que debido a la formacion del

complejo anteriormente discutido, si producian interferencia (tabla 6.2).

Tabla 6.2. Efecto de las posibles especies
interferentes en la respuesta del sensor. [Hg
(IN]= 0,28 mg-L™".

Interferente Tolerancia (mg-L™")
Mg (II) >60.0*
Ca (II) >140.0*
Na (I) 1500.0

K (D) >4.0%
Pb (IT) >2.0%
Fe (1IT) >2.0%*
Fe (1I) >2.0%*
Ni (1D) >2.0%
Zn (10) >2.0%
Cu (IT) >2.0%
Cd (IT) >2.0%
Mn (1) >2.0%*
Co (IT) >2.0%*
Cr 0.5

NO; >200.0*
o 250.0
PO,” 6100.0

* Concentracion méaxima ensayada

4. Conclusiones

Se ha desarrollado un sensor optico de un solo uso irreversible para determinar

mercurio utilizando como reaccion de reconocimiento selectiva la descomposicion de un
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anion tetraarilborato lipofilico presente en la membrana inducida por mercurio y como
transductor Optico un fluoroionéforo selectivo a protones que pierde su intensidad de
fluorescencia por protonacion. El sensor desechable se ha preparado en una membrana
transparente que funciona por intercambio i6nico y ofrece una forma facil de medir la sefial
analitica. El caracter irreversible de la reaccion de mercurio con la membrana sensora que
contiene los reactivos no impide su uso como sensor desechable para la determinacion de
mercurio. Todos los reactivos necesarios se encuentran contenidos en la membrana sensora y
por lo tanto para la determinacion de mercurio solo necesitamos tamponar la disolucion

problema.

Los inconvenientes que presenta el sensor propuesto son la interferencia debida a
cloruro y el tiempo de respuesta, que para el formato desarrollado es de unos 15 minutos
debido a la difusion y reaccion dentro de la membrana polimérica, aunque podria reducirse

usando soportes porosos.
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ATENUACION DE FLUORESCENCIA DEL COMPLEJO EUROPIO-
TETRACICLINA-PEROXIDO DE HIDROGENO POR COBRE Y
OTROS IONES METALICOS

Resumen

El complejo europio-tetraciclina presenta intensidad de fluorescencia débil con
maximo de emision a 615 nm. Por adicion de perdxido de hidrégeno (HP), se forma el
complejo ternario Eu(Tc)(HP), que es fuertemente fluorescente, siendo su intensidad
luminiscente 15 veces mayor a la del complejo binario Eu(Tc). En este capitulo estudiaremos
la atenuacion de fluorescencia del complejo Eu(Tc)(HP) producida por la presencia de cobre
y otros iones metalicos tales como Fe (III), Ag (I), Al (IIT), Zn (II), Co (II), Ni (II), Mn (II),
Ca (II) y Mg (II). La especie Cu (II) provoca atenuacion dinamica y estatica, procesos que
son cuantificados mediante el calculo de sus respectivas constantes. Las medidas de tiempo
de vida fueron llevadas a cabo utilizando la técnica de Determinacion Rapida de Tiempos de
vida (RLD) y también utilizando la técnica Time Correlated Single Photon Counting

(TCSPC).

En este capitulo se propone un método basado en la medida de intensidad de
fluorescencia a tiempo resuelto para la determinacion de cobre en agua. El método responde

linealmente a concentraciones de Cu (II) comprendidas entre 0,2 pmol-L™ y 1,6 pmol-L™.
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1. Introduccion

Los complejos de Eu (III) con diferentes ligandos organicos son prometedores
candidatos como sondas luminiscentes y marcadores para sistemas biomoleculares y han sido
extensamente estudiados durante mas de 25 afios [1]. El marcado (inmuno)histoquimica es
actualmente un importante método que es ampliamente utilizado para explorar muestras de
tejido o cultivos celulares para interacciones biomoleculares [2]. El uso de quelatos de
europio como etiquetas para proteinas y anticuerpos, con sus excepcionales propiedades
como son largos tiempos de vida del orden de los s, sus grandes desplazamientos Stokes de
mas de 200 nm y emision tipo linea, han proporcionado técnicas de deteccion resueltas en el
tiempo que se han establecido en bioanalisis como fluoroinmunoensayos resueltos en el
tiempo (TRFIA) [3-8]. Los complejos de lantanidos funcionalizados han sido usados también
como marcadores de ADN vy proteinas, aplicables como donores en ensayos basados en
transferencia de energia de resonancia (RET) en tiempo resuelto [9-11]. Las medidas a
tiempo resuelto permiten suprimir la sefial de fondo (ruido) mediante la recogida de la sefial
de fluorescencia emitida dentro de unos intervalos de tiempo en el en el rango de los ps,
mientras que el tiempo de decaimiento de autofluorescencia de otras especies bioldgicas se

encuentra en el rango de los ns.

El mecanismo de sensibilizacion comunmente observado para complejos
luminiscentes de Europio implica una via triplete. La transferencia de la energia absorbida
por el ligando a el Eu (III) tiene lugar desde el estado triplete del ligando excitado (T;). La
ventana de excitacion Optica esta limitada a longitudes de onda inferiores a 380 nm [12]. Con
el uso de cromoforos “antena” como ligandos, que presentan una pequefia diferencia de
energia entre el estado excitado singlete mas bajo (S,) y el estado T, la longitud de onda de
excitacion se puede desplazar a la region visible. Ademas, la emision de Eu (III) a largas
longitudes de onda se puede conseguir debido a una via singlete, por la que la energia del
estado S; del cromodforo es directamente transferida a los estados luminiscentes del centro

europio [13].

Se sabe que la tetraciclina actiia como un ligando antena de los iones europio [14]. El
complejo Eu (III)-tetraciclina puede enlazar con peréxido de hidrégeno (HP) para formar un

complejo ternario fuertemente fluorescente Eu(Tc)(HP) que presenta un mdaximo de
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absorcion entorno a los 400 nm. La adicion de peroxido de hidrogeno al complejo [Eu(Tc)]
induce un aumento de 15 veces en la intensidad de luminiscencia a A, = 615 nm, debido a la
sustitucion de una molécula de agua ligando y formaciéon de un peroxo complejo [15]. En el
caso de un radio molar Eu:Tc 3:1 el aumento en la intensidad de luminiscencia se acompafa
de un incremento en el tiempo de vida medio T desde 30 ps a 60 us. Ambos complejos
pueden ser excitados con un LED azul (A = 405 nm). Los iones Eu (III) pueden aportar ocho
o nueve sitios de coordinacion a la hora de formar de complejos [1,16]. Ambos complejos
[Eu(Tc)] y [Eu(Tc)(HP)] muestran las bandas de absorcion y emision tipicas de los
complejos lantanido-ligando. La banda de absorcion de estos complejos (con picos a Aeye =
398 y 405 nm) viene dada por la presencia del ligando tetraciclina que, en su forma no
complejada, presenta un espectro de absorcion muy parecido. Como en otros complejos de
este tipo la energia fotonica absorbida por el ligando es transferida desde el estado triplete
del ligando al ion central Eu (III) dando lugar a su tipico espectro de emision [17,18]
formado por una banda principal con un pico agudo a A, = 615 nm (’Dy—'F,) y varias
bandas secundarias centradas a 579, 597, 654 y 688 nm (°Dy—'Fy.), lo que refleja la baja

simetria del centro Eu (III).

La respuesta reversible de la emision fluorescente puede ser aplicada en sensores
opticos para peroxido de hidrogeno [19], glucosa [20] y para la determinacion de actividades
enzimaticas asociadas con la produccion de peroxido de hidrégeno (por ejemplo por
oxidasas) [21], o consumo (por peroxidasa o catalasa) [22,23], empleando técnicas de

deteccion fluorescente en tiempo resuelto o de imagen.

Se ha reportado que la intensidad de luminiscencia de iones europio fijados en
peliculas de carboximetil celulosa puede ser atenuada por cobre, originando también un
tiempo de vida mas corto [24]. Se ha observado un comportamiento analogo para complejos
de europio con ligandos terpiridilo en disolucion [25]. El método de atenuacion parece
adecuado para la determinacion de cobre en muestras de agua ambiental o de grifo, aunque
las interferencias producidas por la presencia de otros iones metalicos es inherente. En este
capitulo se estudia la atenuacion de fluorescencia del complejo Eu(Tc)(HP) producida por
los iones Cu (I) y otra serie de iones metalicos. Se han estudiado todas las variables

experimentales que pueden influir en el proceso de atenuaciéon y se han analizado los
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mecanismos asociados. Los parametros fueron optimizados para la determinacion del i6n
cobre (II) en ensayos basados en el uso de un lector de microplacas, lo que nos permite una
deteccion rapida y paralela de un gran nimero de muestras usando lectores de fluorescencia

en tiempo resuelto o sistemas de imagen.

2. [Experimental

2.1. Reactivos y materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico y el agua utilizada procedia
de un equipo de 6smosis inversa (Milli-Ro 12 acoplado a un equipo Milli Q de Millipore
Corp). La disolucién madre de cobre (1000 mg-L™) se preparé por pesada exacta de sulfato
de cobre pentahidrato, y posterior diluciéon con agua. Las disoluciones madre de los demas
jones metélicos conteniendo cada una 1000 mg-L™" de Fe (III), Ag (I), Al (II), Zn (II), Co (II),
Ni (II), Mn (II), Ca (II) y Mg (II)) se prepararon a partir de cloruro de Fe (III) hexahidrato,
sulfato de Ag (I), nitrato de Al (III) nonahidrato, cloruro de Zn (II), cloruro de Co (II)
hexahidrato, sulfato de Ni (II) hexahidrato, sulfato de Mn (II) monohidrato, cloruro de Ca
(II) dihidrato y sulfato de Mg (II) heptahidrato (todos ellos de Merck, Darmstadt, Alemania).
Las disoluciones mas diluidas se prepararon a partir de las disoluciones madre por dilucion

con tampén MOPS 10 mM.

El tampon MOPS 10 mM se prepard6 a partir de acido 3-(N-
morfolino)propanosulfonico y 3-(N-morfolino)propanosulfonato sédico (Carl Roth GmbH +
Co, Karlsruhe, Alemania). El pH de 6,9 se ajustd por adicion de disolucion de acido

clorhidrico (Merck).

La disoluciéon madre de EuTc (0,21 mM) se prepard disolviendo las cantidades
exactas de cloruro de Eu (III) hexahidrato (Alfa Products, Danvers, MA; www.alfa.com) y
clorhidrato de tetraciclina (Sigma) en tampon MOPS 10 mM para tener una concentracion

final 0,21 M en Eu (III) y en Tec.
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2.2, Instrumentacién y software

Se utilizd un espectrofluorimetro Aminco-Bowman Series 2 (SLM-Aminco,
Rochester, NY) equipado con una lampara de xenon de 150 W como fuente de radiacion. La
fluorescencia fue excitada a 405 nm y la emision se recogid a 616 nm. Todos los

experimentos se llevaron a cabo a 25°C.

Las intensidades de luminiscencia en la placa de 96 pocillos fue registrada con un
lector de microplacas Tecan Genios Plus excitando a 405 nm y registrando la emisiéon a 612

nm en presencia de diferentes concentraciones de iones metalicos.

La configuracion para el sistema de imagen ha sido descrita en detalle en
publicaciones previas [19,20] y consiste en una camara CCD de muestreo rapido (Imagex
TGi, Photonic Research Systems, London, GB), una seriec de LED pulsables con 96 diodos
emisores de luz UV (A= 405 nm, Roithner Laser Technik, Viena; ver: www.roithner-
laser.com), un generador de pulsos (Scientific Instruments DG 535), filtros Opticos para la
excitacion (BG 12; Schott) y emision (KV 550; Schott) y un ordenador personal para el

control y visualizacion de los experimentos

El decaimiento de los tiempos de vida se registr6 con un espectrometro OB 920
(Edinburgh Instruments) equipado con una lampara de microsegundos uF 900-HP y como
sistema de deteccion un fotomultiplicador de foton tnico S900. Para el tratamiento
estadistico de los datos fue utilizado el paquete informatico Statgraphics (Manugistics Inc. y
Statistical Graphics Corporation, USA, 1992), ver.6.0 STSC Inc. Statistical Graphics
Corporations, USA, 1993.

2.3. Procedimiento

Se coloca una alicuota de una disolucion patron conteniendo entre 0,2 y 1,6 pmol-L™
de cobre o de otro i6n metalico en una matraz de 10 mL que contiene 10 uM del complejo
EuTc (0,5 mL de una disolucion 0,2 mM de EuTc (1:1)) y 0,4 mM de H,0, (0,8 mL de una
disolucién 5 mM de H,0,) y se enrasa con una disoluciéon tampén de pH 6,9 de MOPS 10
mM. Posteriormente, la disolucion se deposita en una microplaca de 96 pocillos a razén de

200 pL por pocillo y se esperan 30 minutos antes de medirla. La intensidad de fluorescencia
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en tiempo resuelto fue determinada en un lector de microplacas fijando una logitud de onda
de excitacion de 405 nm y una longitud de onda de emision de 612 nm con un tiempo de
retraso de 60 ps después de la excitacion y un tiempo de integracion de 40 ps. Todas las

medidas se llevaron a cabo a 25°C.

En el caso de las muestras ademas de la disolucion patron, disolucion de EuTc y
disolucion de H,0O,, se pone un volumen de muestra comprendido entre 25 y 800 pL,
dependiendo del tipo de muestra para aplicar el método de adicion de patréon. Una vez

preparadas las disoluciones se opera de igual forma que con los patrones.
2.4.  Procedimiento de referencia

Como procedimiento de referencia se utilizé la determinacion fotométrica basada en
el agente quelante dietilditiocarbamato sdédico trihidrato (ensayo para cobre Merck, VWR

International, Darmstadt, Germany).

3. Resultados y discusion

3.1. Fundamento tedrico

Como ya comentamos en el capitulo segundo de esta Memoria de Doctorado la
atenuacion de fluorescencia se refiere a cualquier proceso capaz de disminuir la intensidad de
fluorescencia de una determinada especie [26]. A continuacion destacaremos las expresiones
matematicas mas importantes utilizadas en este capitulo para el calculo de las distintas

constantes de atenuacion.

La atenuacion dinamica o colisional se origina como consecuencia de choques entre
el fluoréforo y la molécula atenuadora. En el caso de la atenuacion estatica, se forma un
complejo no fluorescente entre el fluoréforo y el atenuador. La atenuacion colisional de

fluorescencia viene descrita por la siguiente ecuacion de Stern-Volmer:

F?O:HKq TO[Q]:HKD[Q] (7.1)
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En esta ecuacion, Fy y F son las intensidades de fluorescencia del fluoroforo en
ausencia y en presencia del atenuador, respectivamente, K, es la constante de atenuacion
bimolecular, 1y es el tiempo de vida del fluoréforo en ausencia del atenuador y [Q] es la

concentracion del atenuador.

La atenuacion estatica también puede dar lugar a una representacion de Stern-Volmer

lineal:
F,
= =1+Ks[Q] (7.2)

La dependencia de Fy/F con la [Q] es lineal e idéntica a la observada para la
atenuacion dinamica con la diferencia de que la constante de atenuacion en este caso es la

constante de asociacion del complejo.

Una caracteristica importante de la atenuacion dinamica es su disminucion

equivalente en intensidad de fluorescencia F y en tiempo de vida t:

F_tw
= (7.3)
Por lo tanto:
TT°:1+Kq ,[Ql=1+Kp[Q] (7.4)

La medida de tiempos de vida de fluorescencia es la mejor opcion para discernir entre
atenuacion estatica y dinamica ya que se cumple que para la atenuacion estatica to/t=1. En
muchos casos el fluoroforo puede ser atenuado tanto por colisiones como por formacion de
complejo con el mismo atenuador. El rasgo caracteristico de las representaciones de Stern-
Volmer en tales circunstancias es una curvatura hacia arriba, concava hacia el eje y. En este

caso la dependencia de la intensidad de fluorescencia con la concentracién de atenuador es:

(K[l Kslo) (75)

Multiplicando los términos entre paréntesis resulta:



162 Capitulo 7

F
Kapp = (?‘)— ]ﬁ: (Kp +Kg)+KpKs[Q] (7.6)

Una representacion de K,,, frente a [Q] origina una linea recta de ordenada en el
origen Kp+Kg y pendiente KpKs. Los valores para cada una de las constantes se calculan a
partir de las dos soluciones de la ecuacion cuadratica obtenida. La porcion dinamica de la
atenuacion observada se podria determinarse por medida de tiempos de vida. Esto es

1o/t=1+Kp[Q] y a partir de esta expresion se puede calcular el valor de Kp.
3.2 Parametros experimentales

La presencia de cobre da lugar a una atenuacion de fluorescencia del complejo
[Eu(Tc)(HP)] y no es atribuida a la descomposicion catalitica del peroxido de hidrégeno. Si
ocurriera una descomposicion, la adicion de iones Cu (II) a una disolucion de [Eu(Tc)(HP)]
deberia generar un decrecimiento continuo de intensidad de fluorescencia con el tiempo,
hasta alcanzar el bajo nivel de fluorescencia del complejo [Eu(Tc)]. Esto no se observo
mediante medidas cinéticas. Los parametros experimentales mas importantes que pueden
afectar al rendimiento cuantico de luminiscencia del complejo [Eu(Tc)(HP)] son la relacion
molar Eu:Tc, el tiempo de equilibracion, la concentracion de Eu(Tc) y de perdxido de
hidrégeno, la fuerza idnica y el pH. Todos y cada uno de ellos fueron estudiados y

optimizados.

Con objeto de optimizar la relacion molar Eu:Tc se prepararon disoluciones con
diferentes relaciones molares (1:1; 2:1; 3:1 y 4:1). Cada relacion molar fue ensayada frente a
diferentes concentraciones de cobre. La mayor respuesta fue observada con la relaciéon molar
1:1 Eu:Tc, que, en consecuencia, fue seleccionada para ulteriores experimentos. El ensayo
con micropocillos en tiempo resuelto mostré la mayor respuesta y mejor reproducibilidad
empleando un tiempo de retraso de 60 pus después de la excitacion y un tiempo de integracion
de 40 s, siguiendo la componente principal del perfil de decaimiento triexponencial del

[Eu(Tc)(HP)] [15].

El tiempo de reaccion, tiempo transcurrido entre la preparacion de la disoluciéon y la

medida de la misma, se varié entre 20 y 90 minutos, observando que la disminuciéon de
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fluorescencia debido a la atenuacion por cobre alcanza un estado estacionario después de 30

minutos, por lo que este tiempo fue seleccionado.

Por variacion de las concentraciones de [Eu(Tc)] y de peroxido de hidrogeno se
encontrd un rango dindmico Optimo para el ensayo de atenuacidon a una concentracién 10

umol-L™" de complejo [Eu(Tc)] y un exceso de peroxido de hidrégeno (0,4 mmol-L™).

La adicion de diferentes concentraciones de cloruro sddico, comprendidas entre 50 y
1000 mM, no muestra una influencia apreciable de la fuerza idnica sobre las constantes de

atenuacion.

Por el contrario, la influencia del pH sobre el rendimiento cuantico de fluorescencia
del complejo europio tetraciclina es muy alta. Asi, el efecto de valores de pH comprendidos
entre 4 y 10 sobre las propiedades fluorescentes fue seguido para los complejos [Eu(Tc)] y
[Eu(Tc)(HP)] en ausencia y en presencia de iones Cu (II). La Figura 7.1 muestra que en
todos los casos un pH entorno a 6,9 origina los mayores cambios en la intensidad de
fluorescencia, por lo que todos los experimentos de atenuacion se llevaron a cabo a pH 6,9

ajustado con disolucioén tampon 10 mM de MOPS de pH 6,9.

60
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FI (x10°)
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Figura 7.1. Influencia del pH en el rendimiento cuantico de los
complejos de Eu (III). a) Eu(Tc)(HP); b) Eu(Tc)(HP) + Cu (II); c)
Eu(Tc). [Eu(Tc)]= 10 pmol L'; [HP]= 0.4 mmol L'; [Cu (ID)]= 2
pmol L™



164 Capitulo 7

3.3. Deteccion de la intensidad de luminiscencia

Se prepararon una serie de disoluciones del complejo [Eu(Tc)(HP)] conteniendo
concentraciones de cobre entre 0,0025 y 40 uM con cuatro réplicas de cada una de ellas y se
midio su intensidad de fluorescencia. Los resultados obtenidos se utilizaron para obtener una
curva de calibracion tipo Stern-Volmer, representando graficamente (Fy/F)-1 frente a la [Cu
(II)], (Figura 7.2), siendo F, el valor de intensidad de fluorescencia de una disolucion sin

cobre y F el valor de intensidad de fluorescencia de las diferentes disoluciones con cobre.

600

500
400 -
EQ 300 -
200 -

100

o
[ 4
[
L 3
Y N

0,1 10 100

[Cu] (kM)

Figura 7.2. Representacion de Stern-Volmer: (F¢/F)-1 vs.
[Cu(II)]. Cuatro réplicas en cada caso.

A partir de la Figura 7.2 se puede deducir la existencia de atenuacion estatica y
dindmica, lo que esté indicado por la curvatura concava hacia el eje de ordenadas.
3.4. Medidas de tiempo de vida de luminiscencia

Se afiadieron diferentes concentraciones de cobre a una disolucion del complejo
[Eu(Tc)(HP)] al objeto de detectar los cambios en el tiempo de vida de luminiscencia

causados por la atenuacion debida al cobre. Los tiempos de vida medios T se determinaron



Determinacion de cobre por atenuacion de fluorescencia 165

usando una camara CCD capaz de obtener la imagen de las microplacas de 96 pocillos
conteniendo las disoluciones con las distintas concentraciones de cobre. El montaje
instrumental se hizo de acuerdo con el dispositivo propuesto por Liebsch et al. [27] con
pequefias modificaciones [19]. La obtencion de imagen en tiempo resuelto obtenida de
acuerdo con la técnica Determinacion Répida de Tiempos de vida (RLD) mediante el uso de
un sistema de imagen es una buena opcidn para determinar tiempos de vida de luminiscencia.
Para ello tenemos que integrar la fluorescencia durante dos ventanas de tiempo, la primera
con un tiempo de retraso (tg) de 0 us y un tiempo de integracion (t,) de 50 ps, y la segunda
con un tiempo de retraso de 50 pus y un tiempo de integracion de 50 s, aplicando un pulso

de excitacion de 60 ps.

Tras suprimir el ruido de fondo de las diferentes imagenes se aplica la siguiente

expresion para calcular el tiempo de vida medio:
e [t =t
Al
A

(7.7)

Donde t; es el tiempo de retraso de la primera ventana de medida, t, el tiempo de retraso de
la segunda ventana de medida. A; es la sefial integrada obtenida en la primera ventana de
medida y A, la sefial integrada obtenida en la segunda ventana de medida. La expresion
anterior (ec. 7.7) solo ajusta decaimientos de tipo monoexponencial. Para decaimientos
multiexponenciales, como es el caso del complejo [Eu(Tc)(HP)], solo permite estimar el
valor de tiempo de vida medio de forma aproximada. Es importante indicar que en este caso
los valores seleccionados para los tiempos tq y t; en cada una de las ventanas de medida

influiran en el valor de tiempo de vida medio calculado utilizando este modelo [28].

De las imagenes obtenidas con la camara (Fig. 7.3a), calculamos el tiempo de vida
medio (t) del complejo en presencia de diferentes concentraciones de cobre, observandose

una disminucion en el tiempo de vida a medida que aumenta la concentracion de cobre (Fig.

7.3b).
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Figura 7.3a. Determinacion Rapida de Tiempos de vida (RLD)
del complejo Eu(Tc)(HP) en presencia de diferentes
concentraciones de cobre. A) 0; B) 0,2; C) 0,5; D) 0,75; E) 1 y F)
5 uM Cu (II).
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Figura 7.3b. Descenso del tiempo de vida medio con la
concentracion de cobre. Cuatro réplicas en cada caso.

La Figura 7.4 muestra la representacion de Stern-Volmer, en la que representamos
(to/1)-1 frente a la [Cu (II)], siendo 1, el tiempo de vida del complejo [Eu(Tc)(HP)] en

ausencia de cobre.
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Figura 7.4. Representacion de Stern-Volmer: (To/T)-1 vs. [Cu
(I)]. Cuatro réplicas en cada caso.

La pendiente de esta funcion lineal nos da la constante de atenuacién dindmica.
Partiendo de los datos de intensidad de fluorescencia (Figura 7.2), podemos representar

[(Fo/F)-1]/[Cu (ID)] frente a la [Cu (II)] como se muestra en la Figura 7.5.

Consecuentemente, podemos calcular las constantes de atenuacion dinamica y
estatica. La pendiente de esa representacion es el producto Kp'Kg y la ordenada en el origen
es la suma Kp+Ksg, siendo Kp la constante de atenuacion dinamica y Kg la constante de
atenuacion estatica. En nuestro caso, KpKg = 3-10" y Kpt+Ks = 2:10°, resolviendo este
sistema de ecuaciones obtenemos los valores de 1,63-10° y 1,84-10° M™' para cada una de las
constantes. La pendiente de la representacion (to/t)-1 vs [Cu (II)] (Fig. 7.4) es congruente
con un valor de Kp de 1,28:10° M, consecuentemente, asignamos para Kg = 1,84- 10° y para
Kp = 1,63-10° M.

A partir de la constante de atenuacion dinamica Kp y del tiempo de vida medio del
complejo [Eu(Tc)(HP)] en ausencia de Cu (II) (t9), podemos calcular la constante de

atenuacion bimolecular utilizando la expresion Kp = Kqt9, por lo que K = 2.5 10° M 157"
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Se utilizé la técnica de Determinacion Rapida de Tiempos de vida (RLD) para
estudiar la influencia de otras especies metalicas tales como, Fe (III), Ni (II), Zn (II), Ca (II)
y Mg (II) sobre el tiempo de vida del complejo [Eu(Tc)(HP)]. Usando esta técnica no se
observaron cambios claros en los tiempos de vida de [Eu(Tc)(HP)] para ninguna de las

especies estudiadas excepto para Cu (II) (tabla 7.2).

10
y=310"x+2-10°
8 | R?=0,9879
1)
X 6-
=
=
T 4
£
2 4
O T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

[Cu]x107% (M)

Figura 7.5. Representacion para el calculo de Kg y Kp. Cuatro
réplicas en cada punto.

Para confirmar los valores de tiempos de vida medios obtenidos con el dispositivo de
imagen RLD, se utiliz6 la técnica Time Correlated Single Photon Counting (TCSPC) para
Cu (I) (Figura 7.6), Fe (II), Ni (Il) y Zn (II). La tabla 7.1 muestra los tiempos de vida
caracteristicos de los diferentes términos incluidos en el modelo de decaimiento tri-
exponencial global y el tiempo de vida medio del proceso de decaimiento total, asi como las
contribuciones relativas (%) consideradas como intensidades de fluorescencia relativas de las
distintas componentes incluidas en el proceso global y expresadas en forma de porcentaje.

En todos los casos los valores de 3> obtenidos son proximos a la unidad. Como es conocido
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el valor de chi-cuadrado ” indica la bondad del ajuste entre el modelo de decaimiento
tedrico y los puntos experimentales, debiendo ser proximo a la unidad para tener un buen
ajuste. Los célculos de tiempos de vida suponiendo un modelo de decaimiento biexponencial

originan en todos los casos mayores valores de % con un ajuste menos preciso.

Comparando los resultados obtenidos para cobre utilizando ambas técnicas RLD y
TCSPC muestran un razonable acuerdo, excepto para el caso del Fe (III) (tabla 7.2) lo que
puede ser debido a que la técnica de imagen RLD no es suficientemente sensible como para
detectar cambios tan pequefios en el tiempo de vida medio considerando su complicado
modelo de decaimiento tri-exponencial. A la vista de los resultados obtenidos consideramos
Fe (IIT) y Ni (II), al igual que Cu (II), como atenuadores dinamicos y estaticos, y el resto de
los iones estudiados (Zn, Ca y Mg) como atenuadores puramente estaticos. La disminucion
en el tiempo de vida del complejo Eu(Tc)(HP) debida a Cu (II) es mas acusada que en el
caso de Fe (IIT) y Ni (II).
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Figura 7.6. Espectros de decaimiento de tiempo de vida del complejo
Eu(Tc)(HP): a) en ausencia y b) en presencia de Cu (II) (10 uM).
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Tabla 7.1. Tiempos de vida y contribuciones relativas (%) utilizando la técnica TCSPC y
suponiendo un modelo de decaimiento tri-exponencial. Tiempo de vida medio (t) y chi-
cuadrado x>

Disolucién T T, T3 (O] y4

EuTc+HP 56us(1%)  32,6us(86%) 1343 pus(13%)  450pus 1,261
EuTc+HP+Cu (I)  10,Ips (16 %) 26,7 us (67%)  81,7ps(17%) 333 ps 1,328
EuTc+HP+Fe (I) 4,6 us(1%)  30,0ps(88%) 1123 pus(11%) 38,6ps 1,418
EuTc+HP+Ni (I)  50pus(2%) 309 us(86%)  107,1pus(12%) 40,0ps 1,588
EuTc+HP+Zn(I)  51us(2%)  30,6ps(85%) 1141us(13%) 4l,1ps 1,427

Para calcular las correspondientes constantes de atenuacion dindmica y estdtica, se
midi6 la intensidad de fluorescencia y el tiempo de vida del complejo [Eu(Tc)(HP)] en
presencia de distintas concentraciones de los diferentes iones metalicos estudiados. En todos
los casos, se representd (Fo/F) —1 frente a la concentracion de i6n metalico, siendo F la
intensidad de fluorescencia de la disolucion conteniendo al complejo de Eu (III) en ausencia
de metal. De la pendiente de la representacion se calculd la constante de atenuacion estatica
para cada una de las especies. Para los atenuadores dinamicos, como es el caso del Fe (III),
se representd (t¢/t) —1 frente a la concentracion de metal, siendo 1, el tiempo de vida del
complejo [Eu(Tc)(HP)] en ausencia de metal. De la pendiente de estas representaciones se
calcularon las constantes de atenuacion dinamica. En todos los casos se cumple que los
valores de Ks y Kp son menores que para Cu (II) (Tabla 7.3). Para Zn (II), Ca (II) y Mg (II)
no se observa disminucion en el tiempo de vida del complejo ternario de Eu (III) a medida
que aumentamos la concentracion de dichas especies, por lo que los consideramos

atenuadores puramente estaticos.

En otros sistemas estudiados que también emplean lantanidos como sondas
luminiscentes, se han descrito atenuacion dinamica y estatica debida a cobre, tal es el caso de
la atenuacion de luminiscencia producida por Cu (II) sobre iones Eu (III) retenidos por
intercambio i6nico en membranas de carboximetil celulosa [24], o el de atenuacion de
luminiscencia del complejo terpiridina-poliaminopolicarboxilato de Eu (III) [25] también
producida por Cu (II), atenuacion que se debe en ambos casos a la naturaleza paramagnética

de los iones Cu (II).
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Tabla 7.2. Comparacion del tiempo de vida medio calculado utilizando las
técnicas RLD y TCSPC. [Eu(Tc)] = 40 uM; [HP] = 0,4 mM; [Metal] = 10
UM, excepto para [Ca (II)] = 2,4 mM y [Mg (II)] = 1,2 mM.

Disolucion RLD TCSPC
() ()

EuTc + HP 48,2 us 45,0 ps
EuTc + HP + Cu (IT) 28,0 us 33,3 us
EuTc + HP + Fe (IIT) 443 us 38,6 us
EuTc + HP + Ni (I) 43,7 us 40,0 pus
EuTc + HP + Zn (IT) 46,0 us 41,1 ps
EuTc + HP + Ca (II) 46,7 us -
EuTc + HP + Mg (IT) 46,3 us -

Tabla 7.3. Constantes de atenuacién dindmica (Kp) y
estatica (Kg) para Cu (II), Fe (III), Ni (II), Zn (II), Mg (II)

y Ca (II).
Metal KsM") KpyM™)
Cu (IT) 1,8-10° 1,6:10°
Fe (IIT) 2,7-10°* 2,7-10°
Ni (IT) 54-10° 2,0-10°
Zn (11) 1,2:10° -
Mg (1) 3,2:10° -
Ca(D 1,7:10° -

Otros iones metalicos también son capaces

de originar atenuacion dinamica de

luminiscencia, pero en menor grado que cobre, especialmente los iones coloreados tales

como Fe (IIT), Ni (IT), Co (II) y Cr (II), debido al solapamiento de su banda de absorcion con

la banda de emision del Eu (III). En el caso de iones incoloros tales como Pb (II), Zn (IT), Cd

(IT) y Hg (IT) no se observa atenuaciéon dindmica [24,25]. Los resultados obtenidos en este

trabajo concuerdan con los resultados obtenidos por Kessler [25] y Arakawa y Akamine [24]

antes sefialados, aunque las constantes de atenuacion dindmica calculadas por nosotros para

Fe (III) y Ni (II) son mayores que las propuestas por ellos. Adicionalmente, nosotros

encontramos que Ca (II) y Mg (II) se comportan como atenuadores estaticos ademas de Zn

(1I).
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3.5. Ensayo para determinacion de cobre mediante intensidad de

fluorescencia en tiempo resuelto

La atenuacion de luminiscencia de complejos de europio es un prometedor ensayo
para la determinacion de cobre en muestras de agua [24,25]. Mediante el uso de un lector de
microplacas se puede lograr un andlisis rapido para un gran nimero de muestras a la vez. Se
prepararon dos series de patrones para establecer la funcion de calibrado, una serie en la zona
de maxima pendiente formada por nueve patrones y cuatro réplicas de cada uno; entre 0,0025
y 1 uM; y una segunda serie en la zona de maxima atenuaciéon formada por cinco patrones y
cuatro réplicas de cada uno, entre 2 y 40 uM (Figura 7.7). La linealidad de cada serie se
comprobd aplicando un test de fallo de ajuste, obteniéndose para la zona de maxima
pendiente la siguiente funcion lineal: F1 =-21872 [Cu (II)] + 36488. El limite de deteccion se
calculd aplicando 1la habitual expresion recomendada por la IUPAC [29]: 3
-SD(blanco)/pendiente, obteniéndose un valor de 0,2 uM (12 ug-L™") de Cu(Il). El limite
superior del rango dinamico lineal del ensayo se calculd a partir del punto de interseccion de
la funcién de calibrado (FI=-21872 [Cu (II)] + 36488) con la funcion establecida en la zona
de maxima atenuacion (FI = -51,3 [Cu (II)] + 1862,4). De acuerdo con esto, el rango
dindmico lineal para la determinacién de cobre va desde 0,2 a 1,6 pmol-L™ Cu (II) (12 a 101
ng-L™"). La tabla 7.4 resume los diferentes parametros analiticos calculados, ordenada en
origen, pendiente y nivel de probabilidad que fue calculado usando el software Statgraphics.
El limite de deteccion obtenido con este método es comparable al obtenido en un trabajo
previo basado en el uso de un complejo de europio terpiridilo [25], con la ventaja de la facil
preparacion de nuestro complejo indicador [Eu(Tc)(HP)], que presenta una intensidad de

fluorescencia suficiente y un rendimiento cuantico de ® = 0,04 [23].
3.6. Ensayo RLD para la determinacion de cobre

El limite de deteccion y el rango dindmico fueron establecidos usando la técnica
RLD. En este caso se prepararon cinco patrones y cuatro réplicas de cada uno de ellos para
establecer la funcion de calibrado (Figura 7.3b), con concentraciones de cobre comprendidas

entre 0,2 y 5 umol-L™" Cu (II). El limite de deteccion, calculado como en el apartado anterior,
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también fue de 0,2 pmol-L™" Cu (II) (12 pg'L™"). Pero en este caso el rango dinamico lineal

fue mas corto, desde 0,2 a 0,9 pmol-L" Cu (II) (12 a 57 pg-L™"), (Tabla 7.4).

y =-21872x + 36488

F (x10%
N
[6)]

5 y =-51,303x + 1862,4
i =S ‘ u
0 10 20 30 40

[Cu] (uM)

Figura 7.7. Funcion de calibrado para Cu (II). Intensidad de
fluorescencia frente a la concentracion de cobre.

Tabla 7.4. Parametros analiticos

Fluorescencia en

RLD
Parametro tiempo resuelto
Valor; S
Valor; S

Ordenada en el origen 36488;393,6 46,4; 1,4
Pendiente -21872; 864,6 -8,3:10% 2,1-10°
Test de fallo de ajuste (%) 12,3 5,7
Rango dindmico lineal (ug/L) 12 -101 12 - 57
Limite de deteccion (ng/L) 12 12

3.7.  Interferencias de otras especies metalicas

Con el fin de examinar los efectos producidos por otros iones metalicos en la
intensidad de fluorescencia del complejo [Eu(Tc)(HP)] se probaron una serie de iones tales
como, Al (IIT), Co (II), Ni (II), Zn (II), Mg (II), Ca (II), Ag (I), Mn (II) y Fe (III), y se

compard6 la atenuacion de intensidad producida por ellos con la producida por Cu (II). En
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todos los casos se prepararon disoluciones que contenian 10 pmol-L™" Eu(Tc), 0,4 mmol-L"
HP y 0,13 mg-L" del correspondiente i6n metalico, excepto en el caso de Mg (II) (25 mg-L™)
y Ca (IT) (100 mg-L™), que son concentraciones usuales de estos iones en muestras de agua.
Todas las disoluciones se prepararon en tampon MOPS 10 mM de pH 6,9. Las intensidades
de fluorescencia resultantes fueron medidas en el lector de microplacas en tiempo resuelto

seleccionando un tiempo de retraso de 60 ps y un tiempo de integracion de 40 ps.

En la Figura 7.8 se resumen los resultados obtenidos, observandose que el descenso
de intensidad de fluorescencia debido a Cu (II) es mayor que para el resto de las especies
estudiadas. Al (III), Ag (I) y Mn (II) no originan gran interferencia (por debajo del 10%)

pero iones habituales como Mg (II), Ca (II) y Fe (III) interfieren fuertemente.

En trabajos previos se ha estudiado la interferencia debida a especies aniodnicas,
encontrandose que citrato y fosfato también pueden disminuir la intensidad de fluorescencia

y el tiempo de vida de los complejos de europio [30,31].

0,9 -
0,8 -
0,7
0,6
0,5
0,4 +
0,3
0,2 +
0,1 +

(Fo-F)IF,

Cu(lly Al(lIly Co(ly Ni(lly Zn(Il) Mg(ll) Ca(lly Ag(l) Mn(ll) Fe(lll)

Figura 7.8. Comparacion de la atenuacion de fluorescencia
producida por distintos iones metalicos con respecto a Cu (II).
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3.8. Validacion del ensayo para cobre en muestras de agua

Con el objetivo de comprobar la utilidad y validez del procedimiento propuesto se
aplicé el método basado en la medida de intensidad de fluorescencia en tiempo resuelto a
muestras de agua de diversa procedencia (agua de rio, agua de grifo de casas con tuberias
antiguas de cobre y agua industrial). Teniendo en cuenta la acciéon de los posibles
interferentes presentes en las muestras de agua se opt6 por utilizar el método de adicion de
patréon. Se prepararon los distintos patrones adicionandoles un volumen de muestra
comprendido entre 25 y 800 uL, concentraciones de cobre comprendidas entre 0,2 y 1,5 uM,
10 pmol-L-1 Eu(Tc¢) y 0,4 mmol-L™" HP, todo ello enrasado con tampén 10 mM MOPS de
pH 6,9 hasta 10 mL.

En la Tabla 7.5 observamos los resultados obtenidos por el procedimiento propuesto y
por el de referencia, que fue un método fotométrico de Merck basado en la complejacion de
cobre utilizando dietilditiocarbamato sodico como agente complejante. Los valores
mostrados en dicha tabla corresponden a la media de tres réplicas de cada muestra para cada
uno de los métodos. También esta incluida la desviacion estandar de estas réplicas y el valor
P del test de comparacion de medias, que nos indica que en ningln caso existe diferencia
significativa entre los resultados obtenidos con nuestro método y los resultados obtenidos

mediante el método de referencia, pues siempre el valor Py,,>5%.

Como resultado de este estudio, el ensayo fluorescente para cobre solamente es
seguro para muestras de agua residual contaminadas con concentraciones elevadas de cobre.
El valor maximo permitido en Europa para cobre en aguas de consumo humano es de 2
mg-L", por lo tanto el limite de deteccion del método propuesto es inferior a este limite legal.
La ventaja que presenta es la simplicidad y la rapidez con la que se pueden realizar los
analisis. Solamente se requieren pequefios volumenes de muestra y un elevado nimero de

muestras puede analizarse simultaneamente mediante un screening basado en micropocillos.

Se selecciond el método de medida de intensidad de fluorescencia en tiempo resuelto
en vez del método RLD para llevar a cabo las aplicaciones, porque el rango dindmico lineal

era mas amplio en este caso, aunque el método RLD presentaba menos interferentes. De
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todas formas el problema de los interferentes se superd utilizando el método de adicion de

patron.

Tabla 7.5. Determinacion de cobre en diferentes muestras de agua utilizando un método fotométrico
de Merck como referencia.

Método de Método de
Muestra atenuacion S referencia S Pw (%)
(WM Cu) (uMCu)
Agua de grifo 2,2 0,9 1,36 0,02 17,1
Agua de origen industrial 21,2 6,5 21,3 2,0 98,6
Agua de rio (Danubio) 0,6 0,4 0,24 0,02 20,7

4. Conclusiones

Los iones Cu (II) producen atenuacion estatica y dindmica en la fluorescencia del
complejo europio (III)-tetraciclina-peréxido de hidrogeno. Se han calculado las constantes de
atenuacion utilizando la adecuada técnica de imagen de Determinacion Rapida de Tiempos
de vida (RLD). Los resultados obtenidos fueron corroborados con la técnica de Time
Correlated Single Photon Counting (TCSPC). Las interferencias debidas a otras especies
metalicas como Fe (III), Zn (II), Ni (II), Ca (II) and Mg (II) también han sido estudiadas.
Basado en estos resultados, se ha desarrollado un método para la determinacion de cobre
basado en la atenuacion de fluorescencia del complejo [Eu(Tc)(HP)] en disolucion acuosa. El
método de medida de intensidad de fluorescencia en tiempo resuelto se utilizd para la
determinacion de cobre en diferentes muestras reales de agua. En combinacion con el
método de adicion de patron se pueden determinar concentraciones altas de cobre en aguas

residuales.
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SINTESIS DEL CROMOIONOFORO 9-DIMETILAMINO-5-[4-(15-BUTIL-1,13-
DIOX0-2,14-DIOXANONADECIL)FENILIMINO]|BENZO[A|[FENOXAZINA (ETH
5418)

La sintesis del cromoiondforo 9-dimetilamino-5-[4-(15-butil-1,13-dioxo-2,14-
dioxanonadecil)fenilimino]benzo[a]fenoxazina, conocido como ETH 5418, fue llevada a
cabo de acuerdo con el procedimiento descrito en el afio 1993 por Bakker e al.[1] para
sintetizar el ETH 2439, pero utilizando &acido 4-aminobenzoico en vez de acido 4-
aminofenilacético. Este procedimiento consta de cinco etapas, pero nosotros le anadimos dos
etapas mas de proteccion y desproteccion del grupo amino del acido 4-aminobenzoico para

tratar de mejorar el rendimiento del proceso.
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Figura A.1. Esquema de las reacciones seguidas para la sintesis del cromoiondforo ETH 5418.
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Sintesis del cloruro del acido 11-bromoundecanoico (II): A una disolucion del
acido 11-bromoundecanoico (I) (10 g; 38 mmol) en tolueno destilado (160 ml) se afiade gota
a gota una disolucion de cloruro de tionilo (20 ml, 276 mmol) en tolueno (40 ml). La mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante 24 horas y posteriormente durante 2 horas a 80° C.
A continuacion, se evapora el tolueno en un rotavapor quedandonos el cloruro del 4cido
como un liquido marrén, éste se hace reaccionar rapidamente con 5-nonanol en la siguiente
etapa para evitar que se hidrolice ya que los cloruros de acido se hidrolizan facilmente con la

humedad del ambiente.

Sintesis del 11-bromo-(1-butilpentil)undecanoato (III): El cloruro del acido 11-
bromoundecanoico obtenido en la etapa anterior se disuelve en 50 ml de diclorometano y a
esta disolucion se le afiade gota a gota otra disolucion de 5-nonanol (6,7 ml, 38 mmoles) y
trietilamina (6,0 ml, 38 mmol) en diclorometano. Utilizamos diclorometano como medio de
reaccion y no dietil éter como decia el procedimiento descrito por Bakker et al. porque el
dietil éter viene estabilizado con etanol y éste podria competir con el 5-nonanol en su
reaccion con el cloruro de acido. La mezcla de reaccion se agitdé durante 4 horas a 0-5° C y
durante 20 horas a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron 100 ml mas de
diclorometano y se puso la fase orgéanica con la reaccion en su seno en un embudo de
decantacion, donde fue lavada en primer lugar con 50 ml de agua destilada para eliminar el
clorhidrato de trietilamina formado durante la reaccion, posteriormente con 50 ml de acido
clorhidrico al 5 % para neutralizar el exceso de trietilamina libre y finalmente con una
disolucioén saturada de bicarbonato soédico para neutralizar el exceso de acido clorhidrico al 5
%. A la fase organica obtenida después de los sucesivos lavados se le afade sulfato sddico
anhidro y se filtra. Posteriormente se elimina el diclorometano en un rotavapor y se purifica
el solido obtenido mediante una columna cromatografica con hexano/acetato de etilo (9:1)
como eluyente. Se obtuvo 4,4 g (30%) del ester buscado. La estructura de este compuesto se

establecio en base a sus datos espectroscopicos ('H-RMN y *C-RMN).
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Figura A.2. Espectro 'H-NMR (CDCl;, 400 MHz) de 11-bromo-(1-butilpentil)undecanoato (III).

El espectro de "H-RMN (Figura A.2) es concordante con la estructura asignada, a &

4,85 ppm aparece un quintuplete que corresponde al hidrégeno del carbono adyacente al
oxigeno del grupo ester (CH,-COO-CH), a 6 3,40 ppm aparece un triplete que corresponde a

los hidrogenos del metileno contiguo al bromo (Br-CH,.CH,), a 6 2,25 ppm aparece un

triplete que corresponde a los hidrégenos del metileno adyacente al carbono del grupo ester

(CH,-COO-CH), los multipletes que aparecen entre 1,90 y 1,15 ppm corresponden a los

hidrogenos de lo demas grupos metilénicos presentes en la molécula y por tultimo, los

hidrogenos de los dos grupos metilo aparecen como un triplete a 0,90 ppm.
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El espectro del *C-RMN (Figura A.3) presenta como sefiales significativas la que
aparece a d 173,7 ppm correspondiente al carbono del grupo ester, la que aparece a 74,1 ppm
correspondiente al carbono adyacente al oxigeno del grupo ester y la que aparece a 14,1 ppm
correspondiente a los carbonos de los grupos metilo, el resto de sefales entre 34,8 y 22,7

ppm corresponden a los carbonos metilénicos presentes en la molécula.

N,

Figura A.3. Espectro *C-NMR (CDCl;, 100 MHz) de 11-bromo-(1-butilpentil)undecanoato (III).

Proteccion del grupo amino del dcido 4-aminobenzoico (IV): Esta etapa de
proteccion del grupo amino del acido 4-aminobenzoico se lleva a cabo para evitar que dicho
grupo amino compita con el grupo &cido en la reaccion que tiene lugar entre el acido 4-
aminobenzoico y el 11-bromo-(1-butilpentil)jundecanoato. Para llevar a cabo esta etapa a una

disolucion de acido 4-aminobenzoico (5,5 g; 40 mmol) y trietilamina (6,1 ml; 44 mmol) en
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50 ml de tetrahidrofurano se le aflade gota a gota una disolucion de cloroformiato de bencilo
(6,2 ml; 44 mmol) también en 50 ml de tetrahidrofurano. La mezcla de reaccion se agita
durante 4 horas a 0-5° C y durante 10 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se
elimina el tetrahidrofurano en un rotavapor y la mezcla que queda se disuelve en 150 ml de
diclorometano, a continuacion es lavada con 100 ml de 4cido clorhidrico al 10 % para
eliminar los posibles restos de trietilamina, posteriormente se le afiade sulfato sodico anhidro
para eliminar el posible agua y por ultimo se evapora el diclorometano en un rotavapor. El
solido obtenido se recristaliza en una mezcla hexano/éter dietilico (1:1), obteniéndose 1,2 g
(12 %) del derivado protegido del acido 4-aminobenzoico. La estructura de este compuesto

se establecio en base a datos espectroscopicos de IR y 'H-RMN.

_ proteccion

3

4 #
L
332492
141158 -
1181.12

aasege=3n3n-
1318.67 -

1608.79 -

8
1676.20
122781 ==

163014

1704.70

Figura A.4. Espectro IR (KBr) de IV.
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Asi el espectro IR (Figura A.4) presenta las bandas caracteristicas de los grupos
funcionales presentes en la molécula a 3325 cm™ (NH), 3000-2600 cm™ (banda ancha del
OH del COOH), 1705 cm™ (COO0), 1676 cm™ y 1530 cm™ (CON).

En el espectro de 'H-RMN (Figura A.5) se puede observar el hidrégeno del grupo
acido como singulete ancho a 12,50 ppm, el hidrégeno del grupo amino como singulete a
10,15 ppm, los hidrogenos de los anillos bencénicos resuenan como multiplete entre 7 y 8
ppm, y los hidrégenos del grupo metileno (CH,) resuenan como singulete a 6 5,15 ppm. La

sefial a 2,50 ppm corresponde al disolvente (DMSO).

UNIVERSIDAD
. DF GRANMADA

Figura A.5. Espectro 'H-NMR (DMSO-Cl;, 400 MHz) de IV.
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Sintesis del 11-[(1-butilpentil)oxi]-11-oxoundecil-4-aminobenzoato protegido con
formiato de bencilo en el grupo amino (V): Se prepara una disolucion del derivado
protegido del 4cido 4-aminobenzoico (IV) (1,2 g 5 mmol), 11-bromo-(1-
butilpentil)undecanoato (1,8 g; 5 mmol) y 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec -7-eno (0,7g; 5
mmol) en 80 ml de tolueno. La mezcla de reaccion se pone a reflujo durante 20 horas y
posteriormente se lava dos veces con agua destilada y se seca con sulfato sodico anhidro. El
crudo obtenido se purifica mediante una columna cromatografica de silica gel con
hexano/acetato de etilo (10:3) como eluyente, obteniéndose 0,9 g (33%) de producto. La
estructura de este compuesto se establecid en base a sus datos espectroscopicos ('H-RMN y

BC-RMN).

Figura A.6. Espectro 'H-NMR (CDCl;, 400 MHz) de (V).
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El espectro de "H-RMN (Figura A.6) es concordante con la estructura asignada, a & 8
ppm aparece un duplete correspondiente a los dos hidrogenos del anillo bencénico
disustituido mas cercanos al grupo ester, a & 7,50 ppm aparece otro duplete correspondiente a
los otros dos hidrégenos del mismo anillo bencénico disustituido mds cercanos al grupo
amida, a 6 7,35 ppm aparece un multiplete correspondiente a los hidrégenos del otro anillo
bencénico monosustituido, a 6 7,25 ppm aparece un singulete debido al disolvente (CDCls), a
& 7 ppm aparece un singulete correspondiente al hidrogeno del grupo amida, el singulete que
resuena a & 5,20 ppm corresponde a los hidrogenos del CH, contiguo al anillo bencénico
monosustituido (C¢Hs-CH,-COO), a § 4,85 ppm aparece un quintuplete que corresponde al
hidroégeno del carbono adyacente al oxigeno del grupo ester (CH,-COO-CH), a 6 4,30 ppm
aparece un triplete que corresponde a los hidrogenos del metileno contiguo al oxigeno del
grupo ester unido al anillo bencénico disustituido (CsHs-COO-CH,;), a § 2,25 ppm aparece
un triplete que corresponde a los hidrogenos del metileno adyacente al carbono del otro
grupo ester (CH,-COO-CH), los multipletes que aparecen entre 1,90 y 1,15 ppm
corresponden a los hidrogenos de lo demés grupos metilénicos presentes en la molécula y

por ultimo, los hidrogenos de los dos grupos metilo aparecen como un triplete a 0,90 ppm.

El espectro del *C-RMN (Figura A.7) presenta como sefiales significativas la que
aparece a d 166,3 ppm correspondiente a los carbonos de los grupos ester, las sefiales que
aparecen entre 6 117,7 y 131,0 ppm corresponden a los carbonos de los anillos aromaticos, el
CH-O aparece a é 74,2 ppm, los dos CH,-O aparecen a § 67,4 y 65,1 ppm, el resto de sefiales
entre 6 34,8 y 22,7 ppm corresponden a los demas carbonos metilénicos presentes en la
molécula y la sefial que aparece a & 14,1 ppm corresponde a los carbonos de los grupos

metilo.
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Hy  inatrumentac

W NN

Figura A.7. Espectro *C-NMR (CDCls, 100 MHz) de (V).

Hidrogenacion catalitica del 11-[(1-butilpentil)oxi]-11-oxoundecil-4-
aminobenzoato protegido con formiato de bencilo en el grupo amino (VI): Esta
hidrogenacion catalitica se lleva a cabo para eliminar el formiato de bencilo como grupo
protector del grupo amino. En ella a una disolucion de 0,9 g (1,5 mmol) de (V) en 50 ml de
metanol se le aflade como catalizador paladio sobre carbon al 10 %. Se trata con H, a 2
atmosferas de presion durante 12 h a temperatura ambiente y bajo agitacion magnética. La
mezcla de reaccion se filtra sobre ceolita y se lava con metanol. Los filtrados metanodlicos se
concentran a vacio, obteniéndose 0,6 g (86%) de 11-[(1-butilpentil)oxi]-11-oxoundecil-4-
aminobenzoato (VI). Como en los casos anteriores la estructura de este compuesto fue

establecida en base a sus datos espectroscopicos (‘H-RMN y C-RMN).
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Figura A.8. Espectro "H-NMR (CDCl;, 400 MHz) de 11-[(1-butilpentil)oxi]-11-oxoundecil-

4-aminobenzoato (VI).

En el espectro de 'H-RMN (Figura A.8) a & 7,85 ppm aparece un duplete
correspondiente a los dos hidrégenos del anillo bencénico mas cercanos al grupo ester, el
duplete que aparece a 6 6,60 ppm corresponde los otros dos hidrégenos del anillo bencénico
mas proximos al grupo amino, por debajo de 6 5 ppm aparecen las sefiales ya comentadas en
el espectro '"H-RMN de (V): a & 4,85 ppm aparece un quintuplete que corresponde al
hidrogeno del carbono adyacente al oxigeno del grupo ester (CH,-COO-CH), a 6 4,30 ppm
aparece un triplete que corresponde a los hidrogenos del metileno contiguo al oxigeno del
grupo ester unido al anillo bencénico (C¢Hs-COO-CHy,), a § 2,25 ppm aparece un triplete que
corresponde a los hidrogenos del metileno adyacente al carbono del otro grupo ester (CH,-
COO-CH), los multipletes que aparecen entre & 1,90 y 1,15 ppm corresponden a los
hidrégenos de lo demds grupos metilénicos presentes en la molécula y por ultimo, los

hidrogenos de los dos grupos metilo resuenan como un triplete a & 0,90 ppm.
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El espectro del C-RMN (Figura A.9) presenta como sefiales significativas la que
aparece a 6 173,7 ppm correspondiente a los carbonos de los grupos ester, la que aparece a 6
131,6 ppm correspondiente a los dos CH del anillo bencénico mas préximos al grupo ester, a
6 113,8 ppm aparece la sefal correspondiente los dos CH del anillo bencénico mas proximos
al grupo amino, por debajo de 80 ppm aparecen las sefales ya comentadas en el espectro de
BC-RMN de la especie (V): el CH-O aparece a & 74,1 ppm, el CH,-O aparece a & 64,5 ppm,
el resto de sefales entre 6 34,8 y 22,7 ppm corresponden a los demas carbonos metilénicos
presentes en la molécula y la sefial que aparece a & 14,1 ppm corresponde a los carbonos de

los grupos metilo.
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Figura A.9. Espectro BC-NMR (CDCl;, 100 MHz) de 11-[(1-butilpentil)oxi]-11-oxoundecil-4-
aminobenzoato (VI).
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Sintesis del nitrato de 8-(dimetilamino)-5H-benzo[a]fenoxazonio (VII): Se prepara
una disolucion de 8-dimetilamino-2,3-benzofenoxazina (0,6 g; 1,6 mmol) en 40 ml de agua
destilada a 50-60° C. Posteriormente se filtra y se le afiaden 1,5 ml de acido nitrico al 65 %.
Se deja durante 12 horas a 5° C y a continuacion se filtra el precipitado resultante y se
disuelve en 15 ml de etanol, se le afladen 150 ml de hexano y vuelve a filtrarse. Por lltimo se

lava con 50 ml de hexano y se seca a vacio. Se obtienen 0,2 g (43%) de producto.

Sintesis del ETH 5418 (VIII): Se prepara una disolucion de nitrato de 8-
(dimetilamino)-5H-benzo[a]fenoxazonio (VII) (168 mg;0,5 mmol) y de 11-[(1-
butilpentil)oxi]-11-oxoundecil-4-aminobenzoato (VI) (230 mg; 0,5 mmol) en 10 ml de etanol
y se agita durante 12 horas en un matraz abierto. Posteriormente se disuelve el crudo
obtenido en 60 ml de diclorometano y se lava con 80 ml de NaOH 0,1 M. A continuacion se
filtra la fase organica y se evapora el diclorometano, purificando el producto obtenido
mediante cromatografia en columna de silica gel empleando hexano/acetato de etilo (8:2)
como cluyente. Se obtienen 75 mg (21%) de cromoionéforo. Al igual que en casos anteriores

su estructura se establece en base a sus datos espectroscopicos (masas, 'H- RMN y “C-
RMN).
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Figura A.10. HR MS (FAB +) de ETH 5418 calculado para C3;sHgN4OgNa
[M+Na] 723,4308. Encontrado 723,4312.
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El espectro de masas (FAB+) (Figura A.10) es concordante con la formula molecular
esperada C4sHs7N3;0sNa (M + Na)” e indica que la reaccion entre las especies (V1) y (VII) se
ha dado con éxito para la obtencion del ETH 5418 (VIII).

En el espectro de "H-RMN (Figura A.11) las sefiales que aparecen entre 3 9 y 6 ppm
corresponden a los hidrogenos de los anillos aromaticos, a 6 4,85 ppm aparece un quintuplete
que corresponde al hidrogeno del carbono adyacente al oxigeno del grupo ester (CH,-COO-
CH), a & 4,25 ppm resuena un triplete correspondiente a los hidrogenos del metileno
adyacente al oxigeno del otro grupo ester (COO-CH,-(CH;)y), a & 3 ppm aparece un
singulete correspondiente a los hidrégenos de los dos grupos metilo unidos a N, a 6 2,25 ppm
aparece un triplete que corresponde a los hidrogenos del metileno adyacente al carbono del
grupo ester (CH,-COO-CH), los multipletes que aparecen entre 6 1,90 y 1,15 ppm
corresponden a los hidrogenos de lo demés grupos metilénicos presentes en la molécula y

por ultimo, los hidrégenos de los otros dos grupos metilo resuenan como un triplete a 0,90

Figura A.11. Espectro '"H-NMR (CDCl;, 400 MHz) de ETH 5418 (VIII).
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El espectro del *C-RMN (Figura A.12) presenta como sefales significativas la que
aparece a & 173,7 ppm correspondiente a los carbonos de los grupos ester, las sefiales entre &
170 y 90 ppm corresponden a los carbonos de los anillos aromaticos, a 6 74,1 ppm aparece el
CH-O, a 9, a 6 64,9 ppm aparece el CH,-O, a & 40,3 ppm aparecen los metilos unidos a N, las
sefiales entre d 34,8 y 22,7 ppm corresponden a los demas carbonos metilénicos presentes en
la molécula y la sefial que aparece a & 14,0 ppm corresponde a los carbonos de los otros dos

grupos metilo.

ETHS418

64 968

Figura A.12. Espectro *C-NMR (CDCls, 100 MHz) de ETH 5418 (VIII).
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Los resultados obtenidos en los estudios realizados en esta Tesis Doctoral nos han lle-

vado a las siguientes conclusiones:

1. Se ha desarrollado diferentes estrategias para la determinacién de metales

pesados mediante el empleo de sensores Opticos de un solo uso basados en

técnicas luminiscentes.

2. Se ha desarrollado un sensor optico para la determinacion de cobre basado en la

formacion de un complejo y su posterior medida de absorbancia aplicandose en

muestras de plasma humano mediante el disefio de un sensor bicapa.

3. La forma de obtener la funcion de calibrado se ha realizado a través de una funcién

spline, de esta forma es posible obtener una sensibilidad adecuada al tipo de pro-

blema que se nos presente. En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos:

Tabla 1. Parametros analiticos a diferentes tiempos de equilibracion.

Tira reactiva monocapa

Tira reactiva bicapa

Parametros Unidades 5 min 15 min 30 min 60 min

15 min 30 min 60 min

Ordenada en

) 8,65x10° 8,9x10°  0,0190  0,0618
el origen

Pendiente mg L 0,0285 0,111 0,1986 0,2410

Test de fallo

: % 15,75 13,53 93,24 43,99
de ajuste
Rango
dinamico lineal
Limite de mgL' 0059 0,020 0011 0,009
deteccion
Limitede 10 0263 0067 0,037 0,031
cuantificacion
DER’ % 43 4,8 5,1 4,2

0,037 0,075 0,017
0,067 0,074 0,298

29,16 7,51 40,37

mgL'  03-50 007-4,0 0,04-2,0 0,03-2,0 044-50 027-50 0,05-1,0

0,134 0,080 0,015
0,447 0,270 0,050

6,41 5,82 7,80

4. Se ha establecido un sensor 6ptico de un solo uso para la determinaciéon de mercurio

basado en un sistema iondforo-cromoionéforo, realizando para ello un estudio por-
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menorizado de diferentes iondforos y plastificantes. En la tabla 2 se recogen los da-

tos relativos al estudio de selectividad:

Tabla 2. Valores de los coeficientes de selectividad calculados por el método de las disoluciones
separadas para Hg (II) a pH 4,7.

RiL g clog  -log g  -log  -log  -log -log -log -log

Khgx  Kugna  Kugea  Kugmg  Kugeda  Kigzn  Kugre  Kiugpn  Kigni Kugeu
1:1 -504 -428 -294 -419 359 - 292 391 365 -
1,5:1 -3,58 -3,56 -128 -2,65 224 -2,69 -3,18 -3,05 -2,51 -2,92
2:1 340 -2,19 -041 -1,62 -147 -1,95 -234 285 -225 -238
2,51 =391 =270 -1,07 229 -1,95 -221 231 272 236 -234

Se ha desarrollado un sensor 6ptico de un solo uso para la determinacion de cobre
basado en el proceso de transferencia de energia de resonancia que tiene lugar entre
un complejo del metal pesado, Zincon-Cu (II) y un donor fluorescente, TP. El limite
de deteccion de este sensor es de 2,5 pg-L”, 54 veces mas bajo que el limite de de-
teccion de la anterior estrategia de determinacion de cobre en plasma basada en

complejacion convencional.

Se ha establecido el modelo tedrico que describe el mecanismo de respuesta de este

sensor optico.

Se ha preparado una tira reactiva irreversible para la determinacion de mercurio ba-
sada en la variacion de la intensidad luminiscente de un fluoréforo protédn selectivo,
TPP, inducida por la descomposicion de un anién tetraarilborato provocada por di-
cho metal. La reproducibilidad encontrada en la preparacion del sensor es del 7%
(n=36) expresada en términos de intensidad de fluorescencia inicial de las membra-

nas preparadas.

Para este ultimo tipo de sensor también se ha establecido el modelo teodrico corres-

pondiente al esquema de sensado.
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10.

Se ha puesto a punto un método en disolucion para la determinacion de cobre basa-
do en la atenuacion de fluorescencia de un complejo luminiscente por parte de dicho
metal pesado. Las medidas se realizan en microplacas, lo que hace que el sistema
sea rapido, pudiéndose analizar un elevado nimero de muestras de forma simulta-

nea.

Se han empleado diversas formas de medida: camara CCD, lector de microplacas y
espectrometro de tiempos de vida basado en la técnica Time Correlated Single Pho-

ton Counting.
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SUMMARY

Interest in chemical analysis test methods has been growing consistently over the last
few years as an alternative to conventional chemical analysis for obtaining chemical infor-
mation rapidly, simply and cheaply. There are very different approaches to this type of de-
vice that come from different fields, but all share the necessity of having rapid analytical
systems that are independent from the usual requirements for analysis (sampling, sample

treatment, instrumentation, skilled personnel, laboratory).

Among different test methods, disposable sensors, also known as one-shot sensors,
stand out. These can be defined as miniaturized self-contained analytical devices that re-
spond to the presence or concentration of an analyte, usually through a chemical or bio-
chemical reaction. The reagents needed to trigger the reactions and processes that lead to the
answer are incorporated in the element itself, usually in a dry format, in a form that makes it
unnecessary to prepare, dispense or mix the needed reagents or perform operations like reac-

tion, extraction, precipitation, dialysis, etc.

These assays are based on the integration of four analytical operations: derivatization,
preconcentration, separation and measurement, and are carried out using an insoluble solid
phase that contains reagents immobilized on a support. In this way it is only necessary to
place the problem in contact with the analytical element by immersion, passing it through or
deposit. Subsequent measurement or observation of the appropriate property (electrical,
optical, mass, or another) conducted over this same solid support makes it possible to deter-

mine the concentration.

Typical applications of disposable sensors are: a] health care, not only in the clinical
laboratory, but also as point-of-care or home testing for screening within the framework of
routine examinations, treatment monitoring, patient self-monitoring, and general preventive
medicine; b] safety protection in the field or factory; c] screening to sort critical samples; d]
process monitoring through on-site measurement; e] designing analysis strategies using the
rapid estimation of analyte levels; f] on-site analysis for labile samples; and g] making quick

decisions in critical situations.
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Heavy metals make up one group of analytes for which a large number of disposable
sensors does not exist, both for reasons of sensitivity and selectivity, especially in the envi-
ronment field. The main problems with heavy metal determination in environmental and
biological samples are related with: the low concentration level, usual complex mixture of

different metal ions and usual presence of different chemical species for the same metal.

This thesis is concerned with the development of disposable sensors for heavy metals
with the characteristics of quantitative determination of the metals and based on the meas-

urement of optical properties by transmission from transparent disposable sensors.

As target heavy metals we selected two with very different properties and toxicologi-
cal characteristics: copper (II) and mercury (II). For the determination of these analytes we
applied different sensing schemes based on metal recognition through conventional chro-
mogenic reagents or, alternatively, by ionophores and subsequent transduction by absorption
of radiation or luminescent emission. The recognition and transduction steps were combined

in different ways in order to improve both selectivity and sensitivity.

The following strategies were devised, developed and implemented for the particular

metal ions selected.

a) Use of a conventional reagent for metal ions, mainly based on complexation reac-
tions, immobilized in a polymeric membrane. The drawbacks that the usual high negative
variation of free energy associated with such reactions that lead to irreversible reactions lead
to in sensors do not pose a problem in the disposable sensor format and could even provide
the extra benefit of analyte preconcentration. The role for membrane polymers is immobiliz-

ing reagents and products.

A disposable sensor based on the use of the chromogenic reagent bathocuproine along
with a reducing agent was studied to determine Cu (II) in plasma. In this case, the reaction
produces a change of color in the sensing zone of the disposable sensor, which makes possi-
ble to quantify the copper concentration by direct absorption measurements. The sulfonic
polyfluorinated hydrocarbon Nafion is used as polymer membrane to retain the reagents and

the formed Cu(I) complex.
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b) Use of a conventional chromogenic reagent, but changing the absorption-based
measurement by fluorescence through resonance energy transfer with a luminophore, with
the goal of improving sensitivity and selectivity by using a more sensitive technique than

that of conventional reagents.

This strategy was implemented in a disposable sensor for Cu (II) for use in natural
waters which requires the presence of two dyes distributed homogeneously in the membrane,
one acting as the copper-sensitive reagent, the chromogenic reagent zincon, which produces
the acceptor species, and the other as the analyte-independent donor, a porphyrazine, whose
luminescent emission is modulated by varying the amount of Cu (II). In this case, the mem-
brane polymer not only makes physical retention of reagents possible, but also restricts the
free entrance of ions by its lipophilicity, working through an ion-exchange mechanism due to

the presence of lipophilic cations in the bulk membrane.

c¢) Use of an ionophore able to complex the metal ion as the recognition reagent in the
membrane. Since this reaction does not produce any change in the optical properties of the
membrane, an acid-base type transduction reaction is coupled based on an ion-exchange
process between the metal ion present in the solution and protons present in the membrane
ruled by the metal ion-ionophore interaction. The membrane must hold all the lipophilic
reagents, allow diffusion through it and have ion-exchange properties. This strategy was
accomplished for mercury (II) using an aza-substituted crown ether with a ring size of 12 as

ionophore and a phenoxazine derivative as chromoionophore in PVC membrane.

d) Selective recognition that does not use conventional chromogenic reagent or iono-
phores, but a reagent that selectively reacts with the metal ion. This event, which does not
produce an optical change, is monitored by coupling a proton-selective fluoroionophore in
membrane through an electroneutrality condition. This sensing scheme was implemented for
mercury (II) in a disposable membrane composed of plasticized PVC which incorporates a
tetraarylborate salt as Hg (II) selective recognition reagent and a porphyrin proton-selective
fluoroionophore as the optical transducer. It is based on the decomposition of tetraarylborate
anion induced by Hg(II) taken by the membrane which compels the deprotonation of the

porphyrin fluoroionophore, recovering its fluorescence.
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e) The selective interaction of a metal ion with a reagent produces a quenching of lu-
minescence. Obviously, in this case it is not necessary to couple a transduction reaction. This
scheme has been tested for copper (II) determination based on its interaction with the ternary
complex europium-tetracycline-hydrogen peroxide which genders a quenching of fluores-
cence due to both static and dynamic quenching. This scheme was implemented in microtiter
plates and not in the membrane format as usual in the above strategies, with the intention of

trying other test method types.

Comparing the different characteristics of the different developed disposable sensors,

one can conclude that:

In all cases, an increase in the equilibration time produces an increase in the sensitiv-
ity of the disposable sensor. Thus, an increase from 5 to 60 min, 12 times, in the disposable
sensor for Hg (II) using the aza-substituted crown ether ionophore, decreases the detection
limit 30 times. In the case of a Cu (II) disposable sensor based in bathocuproine, an increase

from 15 to 60 min means a decrease of 8.8 times the quantification limit.

Sensors based on luminiscence measurements are more sensitive (one or two magni-
tude orders) than sensors based on absorbance measurements. As an example, the Cu (II)
sensor based on zincon but measuring fluorescence through a RET process shows a detection
limit 54 times lower than the detection limit of the procedure based on disposable sensors

based on bathocuproine.

All sensors present good selectivity against another metal ions and anions and empha-
sis must be placed only on a serious interferent found for the disposable sensor developed for
mercury determination based on tetraarylborate decomposition produced by chloride, be-
cause mercury must be free to enter the membrane as an ion. In other cases, interference
problems could be solved by placing a second layer over the sensing one, as is the case with
protein interference in copper determination in plasma. Some strategies seem to be less se-
lective, as is the case with the Cu (II) procedure based on quenching and implemented in

microtiter plates.
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ABSTRACT

A new procedure to determine copper has been proposed
using an irreversible and disposable multilayer optical test
strip. Two layers form the sensing zone: a copper sensitive
and a dialysis layer. The test strip is characterised to be a
disposable polyester sheet contained in a circular film 6 mm
in diameter and 25 pm in thickness, with all reagents necessary
to produce a selective response. The sensing zone was formed
by Nafion as polymer, bathocuproine as a chromogenic
reagent and p-anisidine as reducer. When it is applied to deter-
mination of copper in plasma samples, another layer of
hydrogel D-6 is put on this membrane to eliminate the inter-
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ference of proteins. When the test strip was introduced for
60 min into a plasma sample an orange colour developed.
The absorbance at 475 nm was used as the analytical signal.
The test strip responded linearly in the range
0.05-1.00mg L™". The reproducibility in the measurement of
copper at 3.0mgL ™', was 7.8%. The procedure was applied
to the determination of copper in different samples of plasma
validating results against a reference method used in clinical
laboratory. The method is simple, inexpensive, selective and
sensitive.

Key Words: Copper determination; Strip test; Single-use
optical sensor; Human plasma analysis

INTRODUCTION

One of the current trends in analytical methodology research is the
simplification of the analytical procedure, which permits the user or client to
obtain chemical information wherever needed.

Test methods, or test kits, for chemical analysis (1) provide one poten-
tial means of analysis that is rapid, simple and, usually, inexpensive, and
enables the detection and/or determination of analytes without trained per-
sonnel, sample treatment, use of complicated laboratory equipment and
instrumentation, or the laboratory itself (2).

Test methods are specially adapted analytical methods, both reactions
and processes, and consist of a chemical, biochemical or immunological
reaction along with a system for evaluation, that are well fitted to each
other. They use some visually observable effect, usually a comparison with a
colour chart or other easily measurable method (colorimetric, photometric,
reflectometric, titrimetric, enzymatic assays, immunoassays and bio tests).

Of the different types of chemical tests, the methods that use a solid
matrix as a support (cellulose, synthetic polymers, glass, ceramics, and
others) are probably those that are most interesting on a practical level
(test strips, test sticks, test papers, drop planar sensors or single-use sensors).
With these types of tests, the reagents are immobilised on the surface or in
the bulk of the solid support by means of a physical (evaporation, adsorp-
tion, etc) or chemical (covalent binding) procedure, and the analytical signal
is developed during the time of contact between the strip and the sample
solution. There are a large number of these tests, some of them
commercially available, for the determination of chemicals with analytical
or clinical interest (Dry Reagent Chemistries (3)), such as the express
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tests for the determination of glucose, proteins, enzymes, or metals (4—7)
among others.

The analysis of the total amount of metallic ions present in biological
samples presents two main problems: first, low level and distribution
between different chemical species and, second, the high interference level
coming from concomitants present in the matrix.

Here, the use of reactions with conventional chromogenic reagents,
which is inconvenient for use in flow sensors, as these usually have
high stability constants and create irreversible sensors, could provide a
good alternative to test strips or planar drop sensors. This is especially
true due to a high variation of free energy which means that the use of
the above reagents could displace the different equilibriums involved and
produce a preconcentration effect which can give it the sensitivity necessary
for its use.

A multilayer design that allows for different analytical processes like
size exclusion, charge exclusion, polarity and mixed control could solve the
interference problem (8). In addition the multilayer design can achieve other
goals as well through the use of a reflection layer, radiation blocking layer,
barrier layer, registration layer, migration inhibition layer, scintillation
layer, scavenging layer and destructive pod-like member layer (9).

Usually the most test strip procedures are based on diffuse reflectance
measurements of an opaque reagent zone that contains the assay reagents in
thin films, paper matrices and other synthetic porous materials built on an
opaque substrate (10-12). Several attempts were made to prepare transpar-
ent test strips that absorb liquids by use of a film-forming polymer and
a water-swellable component (13). However, in optical sensors it is possible
to build the layers on a transparent substrate (14).

We used in this work the methodology of bulk membranes (15) to
develop a transparent disposable base for the test strip. From this, our
research group proposed quantitative test strip methods for the determina-
tion in natural waters of zinc (16), iron (17), calcium (18), nitrite (19),
nalidixic acid (20) and the pesticide morestan (21).

For this paper we have studied a transparent multilayer test strip for
the determination of the total amount of copper in human serum. Copper is
a necessary element for the normal functioning of the human body,
1.0-1.5mgL~" being the normal concentration in human plasma.
However, a concentration higher than 1.5mgL™" in the blood starts to be
toxic and a concentration over 5.4 mg L~! produces irreversible renal, intest-
inal, and hepatic injuries that can produce death if the ingested amount of
copper is 1.0 g or more (22). Hence, the research and development of rapid
and selective analytical methods for the determination of copper in human
blood is important.
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In this paper, we propose a new procedure to determine total copper
((D) and (I1)) by a test strip, that could be considered a non-continuous and
disposable optical sensor, which is a sheet of polyester with a micro zone
that contains the chemistries needed to selectively respond to copper by
modifying its colour.

The test strip proposed for quantitative copper determination is
based on the use of a well-known cuproine type reagent, namely batho-
cuproine, because it is more selective than other usual copper reagents
(23,24). This reagent forms a cationic complex with Cu(I) between pH 4
and 8, extractable with pentyl alcohols or n-hexanol (molar absorptivity
in isoamyl alcohol 1.42 x 10*Lmol~'em™" and 1.39 x 10*Lmol'ecm ™' in
water (25).

The procedure used here is based on the selective and irreversible
redox reaction between Cu(Il) and p-anisidine, and the complexation by
bathocuproine of the Cu(I) produced in the sensing zone, and the direct
measurement of the absorbance. All of the experimental variables that
influence the system have been studied and the interferences coming from
proteins could be eliminated by placing a dialysis membrane on the copper
sensitive layer. The proposed method for copper determination in human
serum is quick, inexpensive, selective and sensitive, and uses only conven-
tional instrumentation.

As a precedent we could cite that T. Saito (26) has proposed a method
for the determination of copper(Il) based on the use of a sheet of PVC
containing bathocuproine as a reagent and NPOE as plasticizer, but this
process requires the previous addition of hydroxylammonium sulphate as
reducer and picrate as a counterion to the solution containing the analyte.
Bathocuproine loaded into Nafion has been used for a test strip procedure
for semiquantitative determination, without the use of spectrophotometer,
of Cu(l) level in seawater coming from antifouling paint on hulls of boats
(27) and also for Cu(I) determination with a flow-through optical sensor
that use bathocuproine immobilised into a Nafion film (28).

EXPERIMENTAL
Apparatus and Software

Absorbance measurements were performed with a Perkin-Elmer
Lambda-2 (Nortwalk, CT, USA) spectrophotometer interfaced to an IBM
SX-486 microcomputer. For the acquisition and manipulation of the spec-
tral data, the PECSS software package supplied by Perkin-Elmer was used.
The absorbance measurements were performed using the home-made cell
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Figure 1. Homemade support to measure the absorbance of the test strip.

holder shown in Figure 1. This accessory was constructed with a black
painted prismatic block of iron with a circular hole (4 mm in diameter)
that delimits the surface of the light beam and avoids the possible refraction
phenomena produced in the border of the sensing zone. Other apparatus
and laboratory materials also used were a laboratory-made spin on device
(29), a Crison (Crison Instruments, Barcelona, Spain) digital pH-meter with
combined glass-saturated electrode. Software programs used for the treat-
ment of the data were: Statgraphics software package, ver.6.0 STSC Inc.
Statistical Graphics Corporations, USA, 1993.

Reagents and Materials

Copper stock solution (1.000mgL~") was prepared from metallic
copper (Merck, Darmstadt, Germany) by solution in the necessary
amount of conc. HNOj; (final pH 1.8). Solutions of lower concentration
were prepared by dilution with water. Bathocuproine (2,9-dimethyl-4,7-
diphenhyl-1,10-phenantroline); Nafion® 5% wt/wt solution in a mixture of
aliphatic alcohols; p-anisidine, and absolute ethanol all from Sigma (Sigma-
Aldrich Quimica S.A., Madrid, Spain). Other reagents and materials also
used were the following: sheets of polyester Mylar (Goodfellow, Cambridge,
UK), D-6 polyuretane hydrogel from Tyndall-Plains-Hunter Ltd (Ringo,
New Jersey, USA) and standard solutions of Fe(III), Sr(IT) and Ba(Il) as
nitrates, Mg(Il) and Zn(II) as chlorides, SO3~, ClO;, HCO3 and CI~ as
sodium salts and NOj3 as potassium salt (Merck, Darmstad, Germany) and
horse serum certificate supplied by Life Technologies B.V. (Breda, Haarlem,
NDL). All chemicals used were of analytical reagent grade. Reverse-osmosis
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type quality water (Milli-RO 12 plus Milli-Q station from Millipore) was
used throughout. As a reference method for comparison purposes we used
the Boehringer Mannheim method for the determination of copper in serum
(MPR1) that uses bathocuproine disulfonated as reagent.

Membrane Preparation

The sensing membrane is formed by two layers: a copper-sensitive
internal layer and an dialisating external layer. The solutions used in the
preparation of the disposable sensor’s layers were fabricated as follows: a)
Internal layer: 2.0 mg of bathocuproine and 0.6 mg of p-anisidine dissolved
in 0.5mL of Nafion. b) External layer: 0.214 g of D-6 hydrogel dissolved
in 4ml of a 90% ethanol : water mixture. The membrane was prepared in a
laboratory-made spin-on device (29) using 20 pl of first mixture placed into
a sheet of polyester (4 x 1.4cm). When this first layer had solidified, left in a
dark place, 20 pL of the second mixture was placed over it in the same way
and the membrane was left in the dark to dry.

The sensing membrane exhibits the following physical characteristics:
solid and homogeneous 6 mm in diameter circular film, transparent and
colourless, well adhered to the solid support. The resulting dry internal
layer was calculated to have a thickness of about 15um and the external
one about 1 um.

Absorbance Measurements

The analytical parameter was an absorbance measured at 475nm
against a blank membrane equilibrated with all reagents except copper.
The absorbance measurements were obtained with the use of the cell
holder described above, which improves its reproducibility, so that it is
measured in a zone with a constant diameter (4 mm), which is less than
the diameter of the active zone of the sensor (6 mm), thus avoiding any
possible irregularities that are produced on the edges of the membrane as
a consequence of the drying.

Procedure for Samples and Standards
A 50mL aliquot of aqueous standard solution containing between

0.05-1.00mg L~" of copper was placed in a 100mL glass vessel and then
0.25mL of pH4.5, I M acetic acid/sodium acetate buffer solution was
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added. In the case of the serum samples, 1 mL of serum diluted to 50 mL was
treated in the same way. Each solution was introduced in a bottle with a lid
containing the test strip and was stirred in a vibrating agitator for 60 min at
room temperature. Next, the membrane was pulled out from the solution,
wiped to remove any solution droplets and its absorbance measured as
described in the Absorbance Measurements section. All measurements were
carried out at room temperature. The membranes were not conditioned
before use.

RESULTS AND DISCUSSION
Experimental Parameters

The parameters that potentially can influence the optical response of
the test strip can be classified in two groups: a) Parameters related to
the composition of the membrane (nature and proportions of the cocktail
components, volume of cocktail and conditions used for membrane making,
b) Parameters related to the equilibration process between the sample
solution and the membrane (pH and ionic strength and time of contact).

Membrane Composition

The first aspect to consider was the selection of the reagents used for
the two layers of the sensing membrane. The reagents that form the first
layer are as follows: a chromogenic reagent for the formation of a coloured
complex with copper; a reagent capable of reducing Cu(II) to Cu(I) and a
polymeric solid support that incorporates the rest of the reagents and retains
the copper-chromogenic reagent complex when formed. The second layer
must contain a reagent capable of retaining the proteins that are potentially
present in the real samples because they can interfere with the formation of
the Cu-complex.

As a chromogenic reagent for copper we selected bathocuproine
(BC) because it forms a highly coloured complex with copper that poss-
esses a high reactivity, sensitivity and selectivity for this ion (25). As the
copper in the complex is univalent and its stoichiometry is 1:2, [CuL,]", its
extraction as a positively charged complex into the membrane requires the
presence of discrete lipophilic anions in the bulk membrane or the use of
negatively charged polymer to retain the complex as an ion pair. The
first approach was not successful because the membranes were prone to
leaching components, resulting in low reproducibility. So, we opted for
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the second way and selected Nafion as polymer for the formation of the
membrane (30).

As the oxidation state of copper in the complex is univalent and in the
human serum is Cu(Il), present as different copper compounds (ceruloplas-
min, transcuprein, albumin, cytochromo C oxidase, lysyl oxidase, Cu—Zn
dismutase) (31), it is necessary to reduce the copper before the formation of
the complex. To carry out this process we tested incorporation of several
reducers in the membrane, but p-anisidine was the only reagent capable of
reducing Cu(Il) in our experimental conditions and, consequently, was
selected.

To optimise the proportion of the membrane constituents (BC,
p-anisidine and Nafion), several sensors were constructed with 0.5mL of
Nafion, a constant amount of one component, and variable amounts of
the other components. In all cases, 0.5mL of Nafion was used because
we have proved that the amount of this chemical does not influence the
analytical signal developed in the membrane. The different cocktails
prepared contained amounts of p-anisidine ranged between 0.5 and 5.0 mg
and BC between 1.0 and 4.0 mg. It was found that amounts of BC higher
than 2.5mg and/or amounts of p-anisidine higher than 3.0 mg, made the
membrane opaque, impeding its use as test strip. Figure 2 shows the
response of different membranes to 2mgL~" of Cu(Il), indicating that
0.6 mg of p-anisidine and 2mg of BC are adequate amounts for membrane
making.

0.5 4

Reagents, mg

Figure 2. Influence of amount of bathocuproine (A) and p-anisidine (B) on the
membrane composition.
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Other parameters related to the preparation of the test strip that could
influence its response to copper are the volumes of cocktail placed on the
support and the drying time. We use 20 pL of cocktail the maximum amount
allowed by the support and 30 min at room conditions to dry.

Reaction Parameters

As a consequence of the reaction of the colourless copper sensitive
membrane with the analyte, an orange colour was developed with maximum
at 475 nm. The maximum values found in the literature for this complex are
similar, 479 nm in isoamyl alcohol (25) and 480 nm as picrate ion pair in
PVC membrane (26).

The experimental parameters of the equilibration process that could
influence the disposable sensor response are the following: pH, ionic
strength and volume of the sample solution, and time and speed of agitation
of the above mentioned solution in contact with the strip.

The influence of pH is analogous to the observation made by Saito
when using PVC membranes to retain the complex as ion-pair with picrate
(20), a plateau between 4 to 8 and decreasing at both sides. Consequently, to
avoid any influence by the pH of the actual sample solutions on the analy-
tical signal, a 1 M acetic acid/sodium acetate buffer solution (pH4.5) was
used to prepare standards and samples. The influence of ionic strength on
the membrane response, adjusted with NaCl, is very small until 0.02M
(2.8% of decrease) decreasing 17.4% at 0.1 M.

The influence of the volume of the sample was studied for volume
values ranging from 5.0 to 500.0mL (3.0mgL~" on copper). An increase
of 30% in the analytical signal was observed when the volume grows from
5.0 to 50.0 mL. Between 50.0 and 500.0 mL of sample volume, this increase
was very small (7%), hence 50.0 mL was selected as the working volume for
the next experiments. However, the use of different sample volumes makes it
possible to adapt procedures to cover as wide a concentration range as
required. Consequently, the sensitivity could vary with the sample volume
used, as is characteristic of this type of test strip.

In previous papers (17,19-21) we have observed that with this type of
test strip, the equilibration time necessary for the development of the ana-
lytical signal is variable depending on the concentration level of the analyte
in the sample. So, we studied the time course of the reaction of copper
response of the test strip at several concentrations ranging from 0.5 to
15.0mgL~". As seen in Figure 3, the rate increases with higher Cu(II) con-
centrations. An increase in the reaction time would enable the detection of
low copper concentrations.
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Figure 3. Influence of time course of the test strip response for different amounts of
copper: A) 15mgL~!; B) 10mgL™"; C) 5mgL~"; D) 4mgL~!"; E) 2mgL"!; F)
1mgL™"; G) 0.5mgL~".

In order to generate a result within an adequate amount of time, it is
necessary to agitate the solution with the membrane. Different methods of
agitation were tried (magnetic stirrer, rotating and vibrating agitator) and it
was found that the best results, i.e., a homogenous colour in the membrane,
were achieved with a vibrating agitator operating at 700 oscillations a
minute.

Influence of Copper Concentration

We have observed that if the analyte concentration is higher than
5mgL~! the equilibration time can be as little as 5min, whereas if the
concentration is around 5pg L™", 1 h or more is needed. Hence, both experi-
mental variables, concentration and equilibration time, are closely con-
nected and the optimisation of analytical range and equilibration time
must be simultaneously carried out.

Taking into account the results of the previous experiment we can say
that the analytical signal can be expressed as a function of two variables:
A=Af(C,t), where the absorbance 4 is a continue and strictly increases func-
tion in each one of the two variables C and ¢, that are, respectively, the
concentration of analyte in the solution and the equilibration time. If we
obtain this calibration function f{C, ) we can choose the optimal equilibra-
tion time to estimate, with the maximum sensitivity possible, the concentra-
tion of analyte in the sample. In order to simplify the mathematical
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Table 1. Absorbance as a Function of the Total Copper Concentration and
Equilibration Time

[Cu] pgmL™"

Time (min) 0.5 1.0 2.0 4.0 5.0 10.0
5 0.0000 0.0500 0.0625 0.1437 0.2375 0.2378
10 0.0375 0.0930 0.1562 0.3125 0.4437 0.4687
15 0.0625 0.1437 0.2500 0.4250 0.6312 0.6562
30 0.1000 0.2000 0.3750 0.4564 0.6562 0.7300
60 0.1950 0.2625 0.4562 0.5000 0.6687 0.7375
90 0.2375 0.2625 0.4562 0.5000 0.6750 0.7375
120 0.2375 0.2625 0.4562 0.5000 0.6751 0.7374

procedure needed to obtain this calibration function, we have to admit that
the function f{C, ) can be substituted by a interpolation spline function
s(C, 1), which is a function consisting of polynomial pieces on subintervals,
joined together with certain smoothness conditions (32). In each
subinterval C;<C<C;, and t;<t<t;; the interpolant spline can be
obtained by applying the equation (I) (33) to the experimental data 4,
A;jv1, Aip1jand Az ;4 contained in Table 1. This spline is an acceptable
approximation of the calibration function f{C,¢) because it is also a contin-
uous and strictly increasing function in each variable C and ¢ and interpo-
lates all experimental data (20).

(C=Cut=t) | (C=Cr)t—1)

T(Ci=Cia)(G—101) TG = )t — 1)
(C—=C(t=t41) (C-C)t—1)

T (Ci = O —100) TG = C g — 1)

s(C,t)y=A4

+4 +4 (1)

In this expression i represents any value between 1 and n, j is any value
between 1 and m, and A;; is the experimental value of the absorbance cor-
responding to C=C; and ¢t = ;. Figure 4 shows the spatial plotting of the
spline function obtained by means of the interpolation of the experimental
data of the Table 1.

In order to select the optimal equilibration time to estimate the con-
centration of analyte we assumed that this time is that which produces a
maximum increase in the analytical signal as a consequence of a determinate
increasing of the analyte concentration, that is to say, the numerical deri-
vative of s(C, t;) as a function of C, presents a maximum. To calculate this
numerical derivative, we applied a known form of numerical derivation that
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Figure 4. Spatial plotting of the interpolate spline function s(C, 7) corresponding to
the experimental data of the Table 1.

allows for approximation of the derivative g'(a) of a function g(x) in a point
x = a, when the values of the near points to x =« are known. This numer-
ical derivative can be calculated using the formula:

g@) = gla+ hz g(a) @)
where 1#£0 and g(a+ h) are values of the function in the point a+ /4 (32).
By applying these expressions to the data of the Table 1, we obtained the
data contained in Table 2.

To estimate the concentration of analyte (C;) in a real sample, a priori,
we selected the optimal equilibration time, #; for the intermediate concen-
tration of the linear range of concentrations, then we measured the absor-
bance of the sample 4,= A(C,, 1;) at this selected time ¢;. Finally we located
the 7 index such that 4;;< A;< 4,,,; and using this value in the Eq. (1) we
obtained an approximate value of Ci.

A(C; — Ciy) + A;Ciy — A ;G
Ay — Ait

C, = 3)

If the time previously selected is not the most appropriate to measure
the absorbance, we used the approximate value C; to select the optimum
time and then we measured the analytical signal of the sample.
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Table 2. The Values of the Numerical Derivative of the s(C, t) as a Function of the
Concentration

Intervals [Cu] pgml™

Time (min) 0.5-1.0 1.0-2.0 2.0-4.0 4.0-5.0 5.0-10.0
5 0.100 0.012 0.041 0.094 0.000
10 0.111 0.063 0.078 0.131 0.005
15 0.162 0.106 0.087 0.206 0.005
30 0.200 0.175 0.041 0.199 0.015
60 0.135 0.194 0.022 0.169 0.014
90 0.050 0.194 0.022 0.175 0.012
120 0.050 0.194 0.022 0.175 0.012

Analytical Parameters

Using the previously established conditions, several standards of
copper, with concentration levels ranging between 0.005 and 30.0mgL ™",
were equilibrated with the corresponding test strips at different intervals of
time, namely 5, 10, 30 and 60 min. Each calibration curve was obtained from
seven standards and three replicates of each one standard. The lack-of-fit
test was applied to probe the linearity of these analytical curves as suggested
by the Analytical Method Committee (34) and to establish the upper linear-
ity level. The precision, expressed as relative standard deviation (RSD), was
obtained from ten standards at 3 pg L~" concentration level of Cu(II) for 5,
10, 30 and 60 min respectively, and the IUPAC detection and quantification
limits (35-37) were determined from ten blanks. As can be seen, the detec-
tion limit decreases as the contact time increases up to 30 min, but does not
increase significantly from that point. Table 3 contains the figures of merit of
the experimental data obtained in these experiences. The repeatability in the
construction of the membranes was 4.3%. This parameter was determined
as the relative standard deviation of six different membranes equilibrated
with standard solutions of concentration 3mgL ™" in Cu(II).

In order to test any effects that could potentially produce other species
coexisting with copper we studied the interference of alkaline, alkali earth
and common metallic ions and common anions. The only interfering ion is
iron, both as 2+ or 3+ oxidation state, since when it is present at a level
three times that of the copper, the membranes become a violet colour and
they do not change in the presence of copper. The interference of proteins
is so high that at concentrations higher than 100mgL ™', they completely
impede the reaction with copper and the membrane does not colour.
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Application to Human Serum

In order to eliminate the interference of proteins present in human
serum at a 60-78 gL' level (38), without the need to deproteinise, the
copper sensitive layer was coated with a polymer used as a dialysis mem-
brane. Different types of polymers were used to form the external layer of
the sensor. From among all the chemicals tested (polyvinylacetate, chitosan,
cellulose acetate and different types of polyurethane hydrogels) only the D6
polyurethane hydrogel produced good results. Test strips were prepared
using volumes of 5.35% D6 hydrogel solution ranging between 5 and
30puL. In this range, and in the presence of a constant amount of Cu(Il)
and protein, an increase of the analytical signal was observed, until 15 pL.
So in the end, 20 pL of hydrogel solution was used to cover the membrane
sensitive to copper, creating an optically transparent membrane.

Using the bilayer test strip described above, it was possible to elim-
inate the interference of protein at concentration levels lower than 2.6 g L™
(Figure 5).

Analytical Performance of the Complete Test Strip

Table 3 shows the analytical characteristics of the complete disposable
sensor, noting that the sensitivity decreases once the dialisating layer is
situated, which then slightly decreases its reproducibility. Taking into
account that the usual concentration of copper in serum or plasma of

03
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Amount of protein (gL 1)

Figure 5. Influence of the amount of proteins in the response signal of copper test
strip at 1 mg L™! Cu(II) level.
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Table 4. Determination of Copper in Different Human Serum Samples

Proposed Method Reference Method

(mg L_l) (mg L_l) Texp Pval (%)
Plasma pool-1 1.00+£0.07 1.01+£0.03 0.23 83.29
Plasma pool-2 1.47+0.02 1.45+£0.04 0.77 49.79
Plasma pool-3 1.19+£0.09 1.16 £0.02 0.05 95.67
Plasma pool-4 0.79+0.07 0.96 +0.05 0.46 69.06
Plasma pool-5 1.24+£0.05 1.23+£0.04 0.03 97.88

Three replicate samples in all cases.

healthy individuals ranges from 0.8 to 1.4mgL~" (39) the optimum equili-
bration time for serum application, as we could see in Table 3, can be as
much as 60 min.

Application of the Method

To check the applicability of the method to the determination of
copper, different pools of human plasma were selected and tested. The
method cannot be applied in cases where hemolysis exists. Table 4 shows
the results obtained using the test strip proposed here and, as a reference
method, the Boehringer Mannheim method for copper in serum (MPR1)
that uses bathocuproine disulfonate after the deproteinisation of serum.
Table 4 also includes the mean values from three determinations of one
sample each, standard deviations of these measurements, the experimental
value of Student’s ¢ test (#.xp) and the probability value (Py,) of the test used
for the comparison of the measurements obtained for both methods is in
all cases superior to 5%. As can be seen, the results obtained for both
methods are statistically similar.

CONCLUSIONS

We have designed a single-use multilayer optical test strip which
measures by transmission and offers enough good repeatability and a
response time that is not excessively long and which can be considered as
an inexpensive alternative to obtaining analytical information.

The test strip proposed here allows for the determination of copper in
human serum samples and furthermore offers the advantage of not requiring
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the elimination of the proteins present, the only sample treatment that is
needed is a simple dilution of the serum. Results obtained indicate good
accuracy and precision which, combined with its low cost, could make it
useful for routine analysis with portable equipment. It is compatible with
LED blue and could also be used with a colour chart for semiquantitative
determination.

It should be noted that the proposed method could be inconvenient in
that the test strip suffers from a limited lifetime, one month, which can
always be alleviated by the use of some preservation system (an absence
of light and low temperatures).
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FLUORESCENCE RESONANCE ENERGY TRANSFER DISPOSABLE
SENSOR FOR COPPER (II)
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Abstract

A disposable sensor has been developed for the measurement of the copper (II) concen-
tration in aqueous solution based on the change of fluorescence of the porphyrazine
2,7,12,17-tetra-tert-butyl-5,10,15,20-tetraaza-2 1H,23H-porphine (TP). The sensor was
constructed by spin-coating a polyester support with a PVC solution containing TP, a
plasticizer, the chelating agent Zincon and the ion-pairing benzetonium chloride. The
measurement principle is based on the radiationless resonance energy transfer (RET)
from TP immobilized in membrane, and acting as fluorescence donor, to Zincon acting
as an acceptor induced by copper (II). The absorption spectrum of Zincon — Cu(Il) com-
plex present adequate overlapping with emission spectrum of TP giving rise to useful
analytical signal by RET process.

The disposable sensor responds to copper (II) irreversibly over a dynamic range from
0.039 to 14 pmol-L™" (2.5 — 890 pg-L™") with a sensor-to-sensor reproducibility (relative

standard deviation RSD) of 1.9 %, as log aC 4 » at the medium level of the range and a
u

response time of 10 min. The performance of the optical disposable sensor was tested
for the analysis of copper in different types of natural waters (river, well, spring and

swimming pool), validating results against a reference procedure.

Key words. Disposable sensor; Copper determination; Resonance energy transfer; Fluo-
rescence; Water analysis.
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Introduction

The determination of traces of metal ions has long been an important subject in envi-
ronmental analysis and in many types of industrial processes and chemical reactions.
Traditional optical techniques for metals ion assay in solution include inductively cou-
pled mass spectroscopy and atomic/molecular absorption spectroscopy. Although there
are extremely sensitive down to the subnanomolar level, all of these techniques are usu-
ally laboratory based, difficult to use in the field and not amenable to in-situ analysis.
Additionally, if we consider that, in practice, there is a large number of water samples
analyzed in routine analysis not contaminated by transition metals, the use of simple and
cheap screening systems for selection of samples is interesting.

One of the solutions are the disposable sensors ideally considered as miniaturized self-
contained analytical devices that respond to the presence or concentration of an analyte
or analytes, usually through a chemical or biochemical reaction. The reagents needed to
trigger the reactions and processes that lead to the answer are incorporated in the ele-
ment itself, usually in a dry format, in a form that makes it unnecessary to prepare, dis-
pense or mix the needed reagents, or perform operations like reaction, extraction, pre-
cipitation, dialysis, etc. Different one-shot or disposable sensors have been devised for
metal ion especially in environmental analysis, based mainly in visual, optical or elec-
trical properties through a great variety of sensing schemes [2]; [1]; [3]. Main problems
observed are related with sensitivity, since the needed requirement are frequently under
the detection limit of the most of commercial disposable sensors, with selectivity not
enough to discriminate between different metal ions and low accuracy that sometimes
produce semiquantitative conclusions.

The design of disposable sensors faces a key problem related to the implementation of
an efficient transduction mechanism, which converts the binding of the analyte into a
modification of the analytical property. Several mechanisms for optical signal transduc-
tion have been exploited and, among them, highlight the fluorescence resonance energy
transfer (RET) that imply a fluorescence quenching via dipole-dipole resonance energy
transfer [4]. The increase in selectivity arise from the resonance requirement of spectral
overlap between donor emission and acceptor absorption for RET to occur [5].

Forster type energy transfer have been used for construction of optical sensors for dif-

ferent species such as elements thus iodine [6], anions thus chloride [7] or fluoride [8],



organic compounds thus picric acid [9] or gases as CO, [10] or NH;3 [11] and also for
immunogenic analytes and haptens [12] or analytes with DNA affinities [13].

Different sensing schemes RET based have been proposed for metal ions, both using
intensity measurements [14] or lifetime measurements [15]: 1) The simplest scheme
refer to the use of aquo complexes of transition metal ions that give d-d state absorp-
tions in the ultraviolet, visible and near IR being able to act as acceptors from different
selected donors embedded in perfluorocarbon Nafion films, such as Co(II) sensing using
perylene [15], Cu(Il) with Lumogen Orange [5] or Cu(II) with Rhodamine 800 [17];
[16]; i1) Conventional chromogenic reagents for metal ions have been used as acceptor
for metal ions sensing in relationship with fluorescent dyes used as donors, thus Cu(Il)
sensing with the couple N,N,N',N'-tetra-methylethylene diamine - Texas Red X (donor)
[17] or Cu(I) with bathocuproine — perylene (donor) [18]; alternatively, phosphorescent
complexes could be used as a donor, thus the Al-Ferron chelate in connexion with di-
thizone as acceptor used as screening for transition metal ions [19]; iii) metal ion recog-
nition with an ionophore coupled with an indicator reaction, which include a chro-
moionophore as acceptor and a luminophore as donor, this is the case of a plasticized
PVC membrane for potassium containing valinomicin and the ruthenium(Il) tris-4,4’-
diphenyl-2,2’-bipyridyl bromothymol blue ion pair [20]; iv) recognition employing an
fluorescent-labeled apoenzyme, such carbonic anhydrase for Co(II) and Cu(Il), and the
d-d absorbance bands of metal ion [21]; v) induction of conformational changes by
metal ions, such «o-helical coiled coil polypeptides with both histidine residues as a
metal binding site for Ni(II) and energy donor/acceptor residues [14]; vi) sensing by
intramolecular RET amplification, that combine in the same molecule an analyte de-
pendent fluorescent donor connected with an overlapped fluorescent acceptor. This is
the case of a simple supramolecular system consisting of a triazole derivative, with high
affinity to AI(III), connected via an ethylene spacer with a coumarin 343 [22] or the
sodium sensing using a calix[4]arene having pyrene (as a donor) and anthroyloxy (as an
acceptor) moieties [23].

The use of RET transduction in disposable sensors can provide a way to increase its
sensitivity and selectivity over the use of conventional reagents, not supposing a prob-
lem the irreversibility of some of such reactions and offering a simple evaluation sys-
tem, especially when measuring fluorescence intensity.

The development of a highly sensitive and selective optical disposable sensor procedure

for Cu (II) based on RET transfer in plasticized PVC membrane between the Cu(Il)



complex of the chromogenic reagent, Zincon, and a porphyrazine fluorescent donor,
2,7,12,17-tetra-tert-butyl-5,10,15,20-tetraaza-21H,23H-porphine, with enhanced ana-
lytical characteristics over conventional test strips, usually in the range of mg~L'1, is

described in this paper.

Experimental

Apparatus and Software

Steady-state measurements were performed using a Hewlett Packard diode array spec-
trophotometer (model 8453; Nortwalk, CT, US) interfaced to a Pentium MMX 200 mi-
crocomputer via a HP IB interface board for absorption measurement and a Cary
Eclipse fluorescence spectrometer (Varian Australia Pty Ltd.) interfaced to a Pentium 4
2.40 GHz via on IEEE-488 (GPIB) for fluorescence measurements. Fluorescence decay
measurements were obtained using the time correlated single photon counting tech-
niques with an OB 920 Spectrometer with a nF 900-HP nanosecond flash lamp and
S900 single photon photomultiplier detection system (Edinburgh Instruments Ltd,
Livingston, UK) interfaced to a AMD Athlon™ XP 2400+ 2.00 GHz via an EAI
TCC/PCS card. As software for the acquisition and manipulation of the lifetimes date,
the FO900 single photon fluorescence spectrometer software package supplied by Edin-
burgh Instruments was used.

To obtain the absorbance and luminescence measurements of disposable sensors two
types of homemade cell holders constructed in a wide black painted iron block, and with
appropriate size for each type of spectrophotometer were used. For absorption meas-
urements the holder have a 5 mm central hole for beam passing and a perpendicular 1
mm wide space for the introduction of the disposable sensor [24]. In the case of lumi-
nescence the measurements were made by transmission and the holder have two Smm
orthogonal holes and a 1 mm diagonal wide space in such a way that both excitation and
emission beams form angles of 45° with the plane of the sensor [25].

The quantum yield was obtained using Cary 50 Bio UV-Vis spectrometer (Varian Aus-
tralia Pty Ltd.), Lambda UV P14 spectrometer (Perkin Elmer Ltd., Beaconsfield, Buck-
inghamshire, UK) and an Aminco-Bowman Series 2 Luminiscence spectrometer (SLM-
Aminco, Rochester, NY, US) equipped with a continuous wave 150-w xenon lamp as a
light source.

The pH values of the solutions were measured using a digital pH meter (Crison Instru-

ments, Barcelona, Spain) calibrated at 20+2°C with standard buffers of pH 7.00 and



4.00 (Merck). The disposable sensors were prepared with a laboratory-made spin-on
device [26].

Software programs used for the treatment of the data were: Statgraphics software pack-
age (Manugistics Inc. and Statistical Graphics Corporation, USA, 1992), ver.6.0 STSC
Inc. Statistical Graphics Corporations, USA, 1993; Graphmatica for Win 32 ver. 1:60d,
1998 edited by K. Hertzer and adapted by J. Garrido and PhotochemCAD HD1.1 devel-
oped by H. Du, R.A. Fuh and J.S. Lindsey, 1998.

Reagents and materials

The chemicals used were of analytical-reagent grade and all aqueous solutions were
prepared using reverse-osmosis type quality water produced by a Milli-RO 12 plus
Milli-Q purification system (Millipore, Bedford, MA).

Stock solutions (1,000 mg-L™) were prepared in water, with adequate amount of acid if
necessary, from nitrate salts of copper, cadmium (Panreac, Barcelona, Spain), mercury
(IT) (Probus, Barcelona, Spain), nickel, lead, and aluminum (Merck, Darmstadt, Ger-
many), from sulfate salts of zinc and manganese (Merck), and from chloride salts of
iron (III), calcium (Panreac) and magnesium (Merck). The solutions were standardized
titrimetrically or by using atomic absorption spectrometry. pH 7.0 buffer solution 2 M
was prepared from ammonium chloride and ammonia (Panreac).

For preparing the copper sensitive films, high molecular weight poly (vinyl chloride)
(PVC), 2, 7, 12, 17-tetra-tert-butyl-5, 10, 15, 20-tetraaza-21 H, 23 H porphine (TP), 2-
carboxy-2’-hydroxy-5’-sulfoformazylbenzene (Zincon), tributylphosphate (TBP), tris(2-
ethylhexyl)-phosphate (TEHP), dioctylphthalate (DOP), bis(2-ethylhexyl) sebacate
(DOS), 2-nitrophenyl octyl ether (NPOE), tetrabutylammonium bromide (TBAB), tri-
dodecylmethylammonium chloride (TDMAC), tetradecyltrimethylammonium bromide
(TDTMAB), hexadeciltrimethylammonium bromide (HDTMAB), benzetonium chlo-
ride (BC) and tetrahydrofuran (THF) were purchased from Sigma-Aldrich (Sigma-
Aldrich Quimica S.A., Madrid, Spain). Sheets of Mylar-type polyester (Goodfellow,
Cambridge, UK) were used as support.

Preparation of disposable membranes and measurement set-up.
The membranes were produced on a polyester substrate using a spin-coating technique.
Mixtures for the preparation of copper-sensitive membranes were made from a batch of

30.0 mg (31.06 wt %) of PVC, 64.0 mg (66.26 wt %) of TBP, 0.50 mg (0.52 wt %) of



TP, 0.43 mg (0.45 wt %) of Zincon and 1.66 mg (1.72 wt %) of BC dissolved in 1 ml of
freshly distilled THF. The disposable sensors were cast by placing 15 pL of the cocktail
on a 14 mm x 40 mm x 0.5 mm dust-free thick polyester sheet using a homemade spin-
coater [26] rotating at 180 rpm. After spinning for 30 seconds, the membrane was re-
moved from the spin coater and dried in a dryer with saturated THF atmosphere for 3
min at room temperature and then stored in a dark place until use. The sensing area of
the disposable sensor is a transparent and red-violet 12 mm diameter circular film with a
calculated thickness of about 13 wm and a concentration of Zincon, TP and BC in a dry
thin film of 9.63 mmol-kg™; 9.61 mmol-kg™' and 38.35 mmol-kg-1, respectively.

The response of the disposable sensors was evaluated by placing 25 mL of test solution,
containing between 0.039 and 14 uM (in concentration) of Cu(Il) and 2.5 mL of pH 7.0
ammonium chloride/ammonia buffer solution 2 M next to the disposable sensor in a 30-
mL amber-glass bottle provided with screw cap and stirred in a vibrating agitator for 10
min at 800 oscillations per minute. Next, the membrane was pulled out from the solu-
tion, wiped to remove any solution droplets and its fluorescence was measured at Aex.=
335 nm and Aen= 630 nm using an excitation and emission slit widths of 5 nm. The My-
lar support do not show fluorescence in the measurement conditions used, by which the
blank sample was not subtracted in all cases. All measurements were carried out at

room temperature(20 + 3 °C). The membranes were not conditioned before its use.

Calculations.

The maximum fluorescence value, corresponding to the totally free complexing agent
zincon (F;) necessary for calculation of o values, were measured for each disposable
sensor before use, while the minimum fluorescence value (Fy) corresponding to totally
complexed Zincon by copper was obtained with a 10* M Cu(Il) solution. Activities
were calculated according to the two-parameter Debye-Hiickel formalism [27]. The
extraction constant K. was calculated according to [28], using values in the maximum
slope zone of the experimental response functions for copper, which provided less error.

The quantum yield of porphyrazine TP in membrane (®p) was estimated from eq. 1:

AR(XR).HZD.DD

Ap(Ap) n3 Dr

op=0r (eq. 1)

The quantum yield of reference (®r) was that of the same compound in chloroform (®g

=0.21 [29]). Ap(Ap) is the absorbance of disposable sensor at the excitation wavelength



(335 nm), and Agr(Ar) is the absorbance of a solution of reference in such a way that
give a similar absorbance to Ap(Ap). The refraction index of membrane (np) was calcu-
lated as the weighted average refraction index of the main components in the sensing
zone (TBP and PVC), using a value of 1.46. As refraction index of the reference (ng)
that of CI3CH was used (1.44). The area under the corrected emission spectrum of
membrane (Dp) or solution (Dg) were obtained in both cases exciting at 335 nm
(Dp=53.06; Dr=350.90). The molar absorptivities of acceptor €x(A) in membrane be-
tween 590 and 750 nm were calculated using the Beer’ law for an optical path (mem-
brane thickness) of 0.0013 cm and a Zincon concentration in membrane of 0.00967

mol/Kg, previous equilibration of membrane with an excess of Cu(Il) (1.0- 10° M).

Results and discussion

Sensing mechanism.

The sensing mechanism used in this disposable sensor relies on a extraction process
between a bulk membrane of plasticized PVC and the aqueous problem containing the
analyte [30]. In this mechanism the selective binding of copper by the reagent is trans-
duced into a fluorescent signal through resonance energy transfer (RET) by a lumines-
cent donor present in membrane.

Resonance energy transfer (RET) is a bimolecular fluorescence quenching process
where the excited state energy of a donor fluorophore is non-radiatively transferred to a
ground state acceptor molecule by a dipole—dipole coupling process [31]. This process
suppose an additional channel of depopulation of the excited state of donor in addition
to intrinsic fluorescence and non-radiative process and modify the decay law of donor
fluorescence. An overlap of the donor emission spectrum with the absorption spectrum
of acceptor is the required condition for RET and the transfer efficiency depend mainly
on the extent of above spectral overlap and the distance between donor and acceptor
according to the Forster theory [4].

The approach presented here for a copper disposable sensor requires the presence of two
dyes homogeneously distributed in the membrane, one acting as the copper-sensitive
reagent, that originate the acceptor species, the other as the analyte independent donor
whose emission is modulated by the varying the amount of Cu(Il). The requirements
needed are the following: 1) a selective reagent (acceptor) for the analyte, copper in this

case, although reversibility of reaction is no matter for a disposable sensor; 2) signifi-



cant modification of absorption spectrum of acceptor by reaction with copper; 3) sig-
nificant overlapping of an absorption band of copper-acceptor species with an emission
band of donor; 4) no significant overlapping of absorption band of reagent not reacted
with analyte with emission band of donor; 5) the emission of donor must be independ-
ent of analyte concentration; 6) distance between donor and acceptor do not exceeding
100 A; 7) high fluorescence quantum yield of donor; 8) solubility of donor and acceptor
in hydrophobic membrane; 9) high lipophilicity of donor and acceptor in order to keep
them in membrane.

We have selected as copper reagent Zincon (2-carboxy-2’-hydroxy-5’-
sulfoformazylbenzene), an O,N donating chelating reagent used for the spectropho-
tometric determination of zinc and copper [33]; [32]; [34] that was preferred because of
its bathochromic shift by complexation; good selectivity towards copper at near neutral
pH, small pH dependence and possibility of its immobilization in membrane through its
sulfonic group.

As acceptor we use a porphyrazine, that differ of porphyrins by the presence of four
meso-nitrogen atoms as opposed to four methine groups in the central ring; compounds
characterized by high symmetry, planarity, and electron delocalization. Namely, the
porphyrazine selected was 2,7,12,17-tetra-tert-butyl-5,10,15,20-tetraaza-21 H,23 H por-
phyrin, that is not quenched by oxygen, do not react with copper and display appropriate
emission spectrum and quantum yield (0.21 in CI3CH [29], 0.11 in benzene [35]).

The absorption spectrum of the PVC membrane containing only Zincon shows a broad
maximum at 540 nm that shifts by complexation to 630 nm, in contrast with aqueous
solution, at pH 6, that shows an absorption maximum at 465 nm that shifts to 600 nm by
complexation with copper (€ = 1.9-10* L-mol™-cm™) [34].

The absorption spectrum of selected porphyrazine exhibit a splitting of the Q-band due
to the reduced D, symmetry, which removes the degeneracy of the lowest unoccupied
molecular orbital (LUMO) [36], with main bands at 550 and 621 nm; and a B-band at
335 nm. The emission spectrum is composed of two bands at 630 nm, that obviously
matches the absorption of Zincon-Cu(Il) complex, and other small band at 690 nm [35]
(Figure 1). When the disposable sensor is contacted with a copper solution, it is trans-
ported to membrane and complexed with Zincon, resulting in a decrease in the fluores-

cence emission band of porphyrin at 630 nm when excited at 335 nm.
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Figure 1. Normalized absorption spectra of the Zincon-
Cu(I) complex (b) and TP (a) and normalized emission
spectrum of TP (c) in plasticized PVC membrane.

In the presence of copper both intensity and lifetime of membrane fluorescence de-
creases indicating that Forster type energy transfer occurs. Thus, by introduction of a
disposable membrane into a 1.0-10° M Cu (II) solution at pH 7.0, the average lifetime
decreased from 1.9 ns to 0.8 ns (Figure 2). The fluorescence lifetimes of disposable
membrane before and after expose to above indicated copper solution fitted with a biex-
ponential decay [before reaction: T; 1.2 ns (95%), T, 16.7 (5%), x2 1.264; after reaction:
7, 0.4 ns (96%), 1, 10.5 (4%), x* 1.189].
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Figure 2. Decay profiles in absence (a) and in presence (b) of copper.
[Cu(ID)] = 1.0-10” M.




To characterize the RET process, the Forster distance was calculated from the spectral

properties of the donor and the acceptor and the donor quantum yield using the Eq. 2:

0021163 -9p Y6 1006
Ro = -
03

where K is the orientation factor and we accept a +/2/3 value supposing that donor and

(eq. 2)

acceptor are free to rotate; ®p is the quantum yield of donor in membrane for which a
value of 0.15 was obtained; and n is the refraction index of membrane (1.46) (see Cal-
culations section). J(A), the overlap integral, indicate the spectral overlap between the
donor emission and the acceptor absorption, according to eq. 3:

750nm
JEp(L)-&a (A)-A* - dA

590nm
J(k) - 750nm (eq. 3)
[Fp(A)-d)

590nm

Fp(A) is the corrected fluorescence intensity of the donor in the wavelength range of
overlapping A + AA using the normalized to unity emission spectrum and €a(A) is the
molar absorptivity of acceptor at A in membrane. Substituting in eq. 3 a J(A) value
5.76-10"° nm*. Kg - moles™ - cm™ is obtained. The Ry value, distance between a donor
and acceptor pair at which RET is 50% efficient, obtained is 47.2 A that correspond to a

critical transfer concentration of acceptor [Aly; of 7.6-10* M according to eq. 4 in which

1/3
[ 3000 / 0. 4)
0| 4nN[al N

N is Avogadro’s number.

That correspond to the concentration of acceptor (Zincon-Cu(Il) complex) needed as
average to place an acceptor molecule within a distance Ry of the donor. The Forster
distance obtained here se encuentra entre the typical Ry values (20-60 A). Those find-
ings indicate that resonance energy transfer is the dominant mechanism for the interac-
tion of Zincon-complex and TP in the membrane and that PVC is a suitable medium for

the determination of Cu(Il) in aqueous solution.

Assuming that Zincon (R"H;3L") only reacts with copper ions in membrane, the follow-

ing general extraction equilibrium holds:

10



Cu®* +pH;L~ & Cub , LR4-m-2)= 4 (3 (eq. 5)

in which barred species are in membrane phase, while all other chemicals are in aque-
ous solution. The lipophilic cation salt included into membrane in order to warrant elec-
troneutrality, is not included in above equation. The photophysical process involved in

the transduction of this disposable membrane can be described as follows:

A+hv —> A" (excitation of donor)

A¥ + CuHmL%((4_m)_2)_ —> A+ CuHmL%((4_m)_2)_ (quenching of donor)

A" > A+hv’ (emission of donor)
The response characteristics description of the disposable sensor can be accomplished
through the relative fluorescence intensity a that is defined as the ratio of free Zincon to
the total amount of Zincon in the membrane phase (Cp), which lead to the following
relationship between concentrations and fluorescent intensity of TP considering the
RET process:
lH L_J F-F
. C3L :ﬁ—%

(eq. 6)

Here, Fy and F, are the limiting fluorescence intensity of TP for a = 0 (fully complexa-
tion of Cu(Il) with Zincon and maximum RET from TP) and a = 1 (in the absence of
Cu(II) and so no RET process), respectively.

The o value is related to the extraction constant K, the analytical concentrations of

ligand Cp and the activities of copper and protons in the aqueous sample through the
response function:

P(3-m)
OCp H+
o = (eq. 7)
% pKeCpoa a4

By adjusting the pH with an appropriate buffer it is possible to determine copper activ-

ity in solution fluorimetrically.

Optimisation of sensor response.

The factors that influence the disposable sensor response can be bunch in two groups: 1)
related to the composition of the membrane (proportions of the cocktail components,

and conditions used for membrane making), and 2) related to the reaction process be-
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tween the sample solution and the disposable sensor (pH, time of contact and analyte
activity).

Membrane composition. The porphyrazine TP used as a donor is readily soluble in
THF and in the membrane polymer PVC, but it is not the case of charged reagents as
Zincon, usually found as sodium salt. The immobilization of Zincon in PVC membrane
is achieved via an ion pair with a lipophilic counter ion [37], although it is not necessary
to synthesize the ion pair but to add the lipophilic salt to the cocktail, because is enough
to favour Zincon solution, an additional role of lipophilic salt is to maintain the charged
Zincon-Cu(II) complex in membrane as show eq. 5. To select the lipophilic salt we pre-
pare a set of disposable sensors with different quaternary amines, namely: tetrabu-
tylammonium bromide (TBAB), tridodecylmethylammonium chloride (TDMAC), tet-
radecyltrimethylammonium bromide (TDTMAB), hexadeciltrimethylammonium bro-
mide (HDTMAB) and benzetonium chloride (BC). When reacted with 1.0-10° M Cu(Il)
solution at pH 7.0, membranes containing TBAB or TDTMAB drain off the blue Zin-
con-Cu(Il) complex; membranes with HDTMAB do not leach the complex but the color
is faint and reach equilibrium slowly (30 min); finally, with the more lipophilic salts
TDMAC or BC, a significant analytical signal was obtained in 10 min without leaching.
The response was very similar using both salt, but BC was selected to form the ion pair
with Zincon because the sensing area of membranes were more homogeneous than
those obtained with TDMAC.

The influence of Zincon:BC ratio in membrane was studied using different cocktails,
namely 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, and 1:10 ratio, observing that 1:1 and 1:2 ratio result
in leaching of the blue complex and with the rest a similar decrease of some 70% in
fluorescence was observed. A 1:4 ratio was selected as the lowest ratio that allow an
easy solubilization of Zincon. Results indicate the needed deprotonation of reagent to
react with Cu(II) what originate a complex with negative charge.

Different amounts of TP donor in membrane were tested ranging 0.3 to 0.7 %. Results
(Figure 3) show that analytical signal is nearly constant up to 0.5 %, being this amount

selected because higher amounts cause concentration quenching.
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Figure 3. Influence of TP percentage and Zincon:TP ratio on
the membrane composition.

When membranes with different Zincon: TP ratio (0.5:1; 1:1; 2:1 and 4:1) were exposed
to Cu(Il), signals are similar to 1:1 and 2:1 ratio disposable sensors (Figure 3), but the
initial fluorescence decrease when this ratio increase according to 1:0.65:0.46:0.21 se-
quence due to absorption of radiation by free Zincon. So, an 1:1 ratio was selected be-
cause its higher initial fluorescence value and its analytical signal.

To select the plasticizer we conduct a preliminary study with different plasticizers
(TBP, TEHP, NPOE, DOS, DOP) monitoring response signal over 1.0-10° M Cu(Il)
and response time. DOP and DOS do not give any response; TEHP give more response
(10%) but very slowly; TBP (100%) and NPOE (84%) give high signals with less re-
sponse time. TBP was thus used as plasticizer for all subsequent experiments.

To optimize the percentage of plasticizer in the membrane, the response time and physi-
cal properties of the disposable membranes were studied. The response time to reach the
equilibrium (tos¢,) of different membranes placed on the diagonal of a 10 mm path-
length optical cell filled with a 1.0-10° M copper solution, were: 26 min for 50% TBP;
14 min for 60%, 13 min for 66 %, 17 for 70 % and 18 min for 80%. With amounts
higher than 70%, the physical properties worsening because the membrane is less ho-
mogeneous and the drying time increases. A 66% of TBP was chosen as a compromise
value.

The membranes were prepared by spreading of the cocktails on a inert support of Mylar
type gendering in this way membranes with good mechanical and optical properties.

The minimum volume would be that which is adequate to obtain a diameter and thick-
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ness of the sensor zone which ensures that the diameter of the circular film formed is
slightly lower than the width of the sheet of polyester, and higher than the width of the
radiation beam of the spectrophotometer and where the fluorescence is not excessively
high. Thus, 15 uL of cocktail was used for disposable membranes preparation. The
reproducibility of membrane preparation calculated from the initial fluorescence that

show is 3% (n=45).

Reaction conditions. Factors related with the reaction process are pH, ionic strength,
reaction time, volume of the sample and copper concentration. The pH of sample do not
affect the fluorescence of donor TP and modify in some extension the absorption of
Zincon due to its acid-base equilibria in membrane (Figure 4). Zincon is in membrane
as a 1:1 ion pair with the quaternary ammonium benzetonium [38] and when contact
with aqueous solution of increasing pH increases its absorbance at 540 nm probably due
to dissociation of carboxyl hydrogen (H,L?) up to a plateau between pH 6 and 9, de-
creasing then the absorbance from this pH due to the dissociation of phenolic hydrogen
(HL*) that move the absorption maximum to 510 nm [39]. This results differs from
previously reported by Oehme et al. [40] in a study of different immobilization methods
of Zincon on the performance of copper(Il)-sensitive membranes, which do not find
dissociation in the pH range 2 to 12. The different behavior observed could be attributed
to the excess of benzetonium chloride present in this membrane, while Oehme et al. use
procedures that do not allow the presence in membrane of Zincon species highly disso-
ciated, such physical entrapment of synthesized Zincon-tetraoctylammonium ion pair or
Zincon without the sulfonic group, electrostatic immobilization of Zincon in an anion

exchanger or covalent immobilization on cellulose.
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Figure 4. Influence of pH on membranes containing only TP
(a) and on membranes containing only Zincon (b).

The reaction of disposable sensor with Cu(Il) begin at pH 3 raising up to a plateau be-
tween 6 to 9 and decreasing at both sides. The fluorescence signal decreasing from pH 9
could be attributed to the formation of copper hydroxo complexes (Figure 5) similarly
to found by Oehme et al. [37] in its study of a single shot test for Cu(Il) based on Zin-
con in hydrogel membrane. The pH influence on zinc reaction was also studied, demon-
strating that its reaction begin at pH 8 onwards, similarly to found in literature [37];
[41], reason by that a pH 7.0 was selected as working pH in order to avoid zinc interfer-

ence. As a buffer pH 7.0 ammonium chloride/ammonia 0.2 M was selected.
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Figure 5. Effect of pH on sensor response: (a) 1.0-10° M Cu(Il); (b)
1.0-10° M Zn(ID).
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The ionic strength affect very scarcely on the membrane response, thus when adjusted
with NaCl up to 1.2 M, (the analytical signal decreases a 2% from 0.2 to 1.2 M). The
influence of the volume of the sample was studied for volume values ranging from 10 to
100 mL (at 5-10° M on copper). An increase of 30 % in the analytical signal was ob-
served when the volume grows from 10 to 25 mL, while diminishes a 15% between 25
and 100 mL. Hence, 25 mL was selected as the working volume for the next experi-
ments by its higher signal due to preconcentration and its better reproducibility (10 mL,
45% RSD; 25 mL, 1.6%; 50 mL, 4.5%; 100 mL 2.7%; n = 3 in all cases).

As the disposable sensor is irreversible due to the high stability of Zincon-Cu(I1l) com-
plex (logK 7.5+0.1 in water [33]), it is possible a copper preconcentration into the sens-
ing zone by increasing not only the sample volume, but the contact time between the
problem solution and the disposable sensor. We have observed, as in previous papers
based on irreversible reactions [25]; [43]; [42], that the equilibration time necessary for
the development of the analytical signal is variable depending on the concentration level
of the analyte in the sample. Consequently, an increase in the reaction time would en-
able the detection of low copper concentrations. In order to generate a result within an
adequate frame of time, it is necessary to agitate the solution with the membrane, in
order to eliminate the diffusive convection, rate-limiting step of reaction. Two different
methods of agitation were tried (magnetic stirrer and vibrating agitator) showing that 10
min is enough to obtain the maximum signal, but a more homogenous colour in the
membrane were achieved with the use of a vibrating agitator operating at 800 oscilla-
tions a minute.

The response of the disposable sensor to copper activities between 9.3-10"* M and
9.2.10° M in activities (1.0-10"" M and 1.0-10" M in concentrations) at pH 7.0 is
shown in Figure 6 along with the theoretical response function using Eq. 7 for the
stoichiometric ratio of Zincon/copper, p = 1 and 2. The change in stoichiometry modify

the slope, being 1:1 stoichiometry in membrane that best fit experimental data.

16



1 -1 1
r 1
0.8
12
506
' 0.8 | y=0015x+1.143 T\ ¥=70:401x-1.955
ra oo R?=0.966
04 1506
0.4 ]
0.2 ]
02 1 . & .
A2 -0 8 6 4 2 “;?
09 acu
O T T T T T
-12 -10 -8 -6 -4 -2

log acy

Figure 6. Response curve. Solid lines are theoretical curve for 1:1 stoichiometry
(L:M) and dashed line for 2:1 stoichiometry. Inset: Calibration plot for free cop-
per activity.

The stoichiometry observed in this case for the Zincon:copper complex agree with that
described for the same complex in water [33]; [32]. Additionally the complex carry
negative charge when formed in water as is demonstrated by ion-exchange experiments
[41]; [44]; [33], what suppose that Zincon lose carboxylic and phenolic protons by
complexation with copper following a complex with one negative charge. We suppose
here the same behaviour in PVC membrane, that imply m = 1 in eq. 7, in agreement
with results [40] reported for hydrogel and sol-gel membranes containing only Zincon
without the sulfonic group that could retain Cu(II), which imply a neutral complex for-
mation with the lose of two protons in membrane. The fit by least-squares of the ex-
perimental points, in the linear maximum slope zone (8 different concentration levels

and 3 replicates of each one) of the response curve for copper to the theoretical model,

makes it possible for us to calculate for log K, the value 7.9+0.1. It was observed in the

response function that at high copper concentrations the response moves away from that
theoretically expected, since the o values, fraction of free Zincon, are higher than pre-
dicted by theory. This could be explained considering that at high Cu(II) concentration
all Zincon will be complexed and the RET process must be maximum, however the
Zincon: TP ratio is 1:1 and the transfer efficiency is not very high. Namely, assuming a

single fixed distance between donor and acceptor a value of 0.58 could be estimated
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from lifetimes. This supposes the existence of a background value of fluorescence and

explain the high o value.

Analytical Parameters

To characterize the copper disposable sensor we used the linear relationship in the mid-
dle of the sigmoidal response function defined by means of a lack-of-fit test as the
measuring range and the intersection of the linear calibration function and a linear func-
tion adjusted in the minimal slope zone as the detection limit [28]. To define the meas-
uring range we used two series of standards; one in the maximum slope zone (8 stan-
dards, 3 replicates each one, each replicate being measured with a different strip), be-
tween 4.6-10° and 4.6:10°° in activities (5.0-10°® and 5.0-10° M in concentration), and
other in the minimum slope zone of lower activity (3 standards, 3 replicates each one,
again each replicate being measured with a different strip), between 9.3-10"* and 9.3-10°
? in activities (1.0-1()'11 and 1.0-10® M in concentration). The linearity of each of the
two series was tested by applying a lack-of-fit test and the following linear functions

were obtained: 1) maximum slope: o = -1.955 — 0.401 logaC 24 3 2) minimum slope in
u
the zone of lowest activity: oo = 1.143 — 0.015log a. 2+ The interception of functions
u

with maximum and minimum slopes in the zone of lower activity gave us a detection
limit of 0.039 uM (2.5 ug.L'l)(in concentration).

The upper limit of the measuring range was obtained from the intercept of the linear
calibration function with the axis of abscise; the value obtained is 13 uM. So, the meas-
uring range for copper determination is between 0.036 and 13 uM, expressed both in
activities.

The precision using different disposable sensors, and expressed as relative standard de-
viation (RSD), was obtained at three activity levels of Cu(Il), namely 0.093 uM, 1.9 uM
and 3.7 UM in activities (0.1, 2.0 and 4.0 uM in concentrations) and n= 8, and had val-

ues of 2.5, 1.9 and 1.7 % for log a, 2+ The disposable sensor cannot be reused due it
u

works in a irreversible way. Its stability tested with a series of membranes checked dur-
ing a time at a Cu(Il) concentration in the middle of the range and protected from light
and excessive humidity is at least one month. Table 1 shows these and other analytical

parameters.
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Table 1. Analytical Figures of Merit

Parameter Value; S
Intercept -1.955; 0.103
Slope -0.401; 0.016
Probability level % (lack-of-fit test) 10.74
Detection limit 0.039 uM
Linear range 0.039 — 14 uM

2.5 % (0.093 uMP)

RSD* 1.9 % (1.9 uMP)

1.7 % (3.7 uMP)

Time of response 10 min
Stability 1 month
Cost 0.003 €/strip

a: RSD for logaC 24 ; bractivity tested
u

The effect of different potential interferent species on the determination of Cu(Il) were
investigated at a 1 uM level. This study were performed at three concentration level of
interferent: 1, 10 and 50 uM and in each case and each concentration six different
membranes were prepared and reacted three of them with Cu(Il) and the rest with the
interferent tested, comparing statistically results (P-value). From the species studied
(Zn(1I), Ni(II), Fe(III), Cd(II), Hg(II), Mn(II), and Pb(Il)) only Zn(II) give interference
at 50-fold excess. Additionally, Ca(Il) at a level of 3,000 uM, Mg(Il) at 1,740 uM and
a mixture of chloride, sulphate and nitrate at 1,000 uM each do not interfere. It is no-
ticeable the non interference of chloride even at concentrations up to 1.2 M, that make
the disposable sensor potentially useful in high salinity samples.

The analytical performance of the disposable sensor described here is better than that of
others based in the same or others chromogenic reagents [2]. For instance, the plasti-
cized hydrogel membrane for FIA spectrophotometric Cu(Il) determination based on
Zincon work between 1 and 100 uM [37]. Compared with RET procedures for Cu(II)
described in literature, a detection limit of 12.9 uM is described for a procedure in solu-

tion based on Fluorescence Red, Eosin Y and 1,10 phenanthroline [45]. The use of sen-
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sors membranes could improve the detection limit, thus through the sensing scheme
proposed by Rolinski et al. based in Texas Red X and N,N,N',N'-tetra-methylethylene
diamine in Nafion with a detection limit for Cu(Il) of 0.031 uM [46] or based in bato-
cuproine and perylene in Nafion or Amberlite resin for Cu(I) with a detection limit of

0.002 uM [18], although the analytical procedure is not developed for none of them.

Application of the method

The usefulness of the disposable sensor developed here for the determination of copper
was checked against actual samples of waters of diverse provenance (spring, well,
swimming pool, river and tap water from old copper pipelines). The test method was
validated by comparison with a standard ASS used as a reference method and the results

obtained by both methods were satisfactory (P-value) as shown in Table 2.

Table 2. Determination of copper in different types of water using ASS as a reference
method

Sensor Reference
Matrix method S method S | Pva (%)
(M Cu) (M Cu)
Spring water (La Peza, Granada) 0.6 0.15 0.746 0.009 12.79
Tap water (Ogijares, Granada) 0.8 0.18 1.009 0.003 9.12
Tap water (San José, Almeria) 0.8 0.10 0.913 0.003 19.45
Well water (Otura, Granada) 1.0 0.35 1.138 0.006 46.04
Well water (La Linea, Cddiz) 1.0 0.23 1.111 0.003 34.84
Swimming pool (Peligros, Granada) 0.6 0.14 0.72 0.010 12.06
River water (Granada) 2.0 0.17 1.938 0.003 59.11
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Conclusion

An optical disposable sensor has been presented for the determination of copper (II) in
neutral solution based on resonance energy transfer as recognition system. The sensing
membrane are easily produced by immobilizing homogeneously in a plasticized PVC
membrane the donor 2,7,12,17-tetra-tert-butyl-5,10,15,20-tetraaza-21H,23H-porphine
and the conventional photometric reagent Zincon as an ion pair with benzetonium. By a
right selection of copper (II) chromogenic reagent, fluorescence donor, membrane com-
position and reaction conditions we succeeded in preparing a very simple disposable
optical sensor with higher sensitivity than other optode membranes for copper and high
selectivity. The response time is not very high, being 10 min with agitation and 13 min
without it, gendering an irreversible answer that could be evaluated by means a conven-
tional fluorimeter. Only needing buffering, this sensor offers good results, with an accu-

racy, precision and cost that make it useful for routine analysis.
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Abstract

A test strip for the determination of mercury in aqueous sol ution has been devel oped. It hasacircular sensing zone containing all thereagents
necessary to produce a selective response to mercury and formed by plasticised PV C incorporating the cation-selective neutral ionophore
1,4,7,10-tetraazacy clododecane, the chromoi onophore 9-dimethylami no-5-[4-(15-butyl- 1,13-di oxo- 2,14-di oxanonadecy| ) phenylimino] benzo
[a] phenoxazine and tetrabutylammonium tetraphenylborate as lipophilic salt. The measurement principle is based on an ion-exchange mech-
anism. When the sensor is introduced for a period of time depending on the mercury content into a water sample at a pH of 4.7, there is
a colour change from blue to red, making it possible to use absorbance at 670 nm as the analytical signal. All experimental variables that
influence the test strip response, especially in terms of selectivity and response time, were studied. The sensor responded linearly to mercury
concentration in the range 0.3 and 5.1 wM with a reproducibility in mid-calibration of 1.6% relative standard deviation (R.S.D.) for 60 min
agitation. Similarly, it responded linearly to concentrations in the range 7.9-108 wM with a mid-range R.S.D. of 1.8% (for 5min without
agitation). The procedure was applied to the determination of mercury in different types of waters (tap, mineral and spring), validating the

results against a reference procedure.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Mercury determination; Optical test strip; Neutral ionophore; Water analysis

1. Introduction

The determination of trace amounts of heavy metal ions
is of interest in several fields including environmental anal-
ysis, process control, biology, and medicine. Mercury is a
particularly toxic element of great environmental concern
because it is widespread in the lithosphere and in water
[1,2]. Over recent decades, considerable progress has been
made in analytical methodology for mercury detection, in-
cluding atomic absorption or emission spectrometry, mass
spectrometry and voltammetry. For analysisof tracelevels of
different mercury species, the most widely used approaches
are chromatographic methods with spectrometric detectors
[3,4]. Although these methods are sensitive and accurate,
most require a tedious sample pre-treatment, sophisticated
performance and/or expensive equipment, and none of the
methods can be used for field screening or on-site assay.

* Corresponding author. Tel.: +34-958-243326; fax: +34-958-243328.
E-mail address: |capitan@ugr.es (L.F. Capitan-Vallvey).

0003-2670/$ — see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Currently, there is a particular need for simple and fast
field analytical tests. Among these tests, the dry reagent
test strip method is one of the one-step analytical methods
that has been widely used in clinical analysis [5-7]. Test
strips can be described as integral analytical elements typi-
caly in the form of thin pads or films which contain all of
the reagents required for an assay distributed in a dry form
within the pad or film [8] and with the reaction zone fastened
to the lower region of small plastic bars. To use these sys-
tems, a drop or precise volume of a fluid problem is placed
on one of the surfaces of the solid phase element by dipping
or addition, from where it diffuses into the reaction zone.
After the reaction, an optical property (absorbance [9], dif-
fuse reflectance [ 10], luminescence [11]) or electrochemical
[12] property of the generated derivative is measured on the
device itself.

Different strategies have been used to develop optical or
visual test strips for mercury. Examples include enzymatic
inhibition, based on urease inhibition and measurement of
the elapsed time until the disappearance of the pH indica-
tor colour used for mercury in waters with a detection limit
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of 0.2ngml~1 [13] and conventional reagents such as tyro-
dine, arhodanine analogue, retained in membranes of poly-
caproamide, used for mercury in industrial samples with
detection limits lower than 5ngml—1 [14].

Thetest strip devel oped hererelies on theionophore-based
chemistries that are frequently used in the test strip field
for the rapid detection of ions, mainly alkaline and alkaline
earth ionsin clinical samples. The most common method is
based on an ion exchange between ahydrophobic phase con-
taining a neutral ionophore, usually coronands, cryptands
or podands, capable of binding the metal ion from an
aqueous solution, and a proton-selective chromoionophore
that changes its colour or fluorescence by releasing pro-
tons when the metal ion is taken and is proportional to its
concentration [15].

This type of test strip has been implemented in two for-
mats. mono- and multi-layer. The mono-layer formats can
be classified into homogenous [16,17] and heterogeneous
membranes. In thelatter case, the membrane is compartmen-
talised to separate the particular sequentia steps of the over-
all analytical reaction, with the main goal being to shorten
the reaction time. There are various approaches: (a) impreg-
nated solid particles [18-20]; (b) the use of a porous carrier
matrix impregnated with an hydrophobic phase containing
the plasticiser, ionophore and chromoionophore [21,22]; (c)
the use of emulsionsin both phases where hydrophilic poly-
mers containing a buffer are distributed in a hydrophobic
film-forming polymer containing the reagents [23].

In this paper, we propose a hew optical test strip to de-
termine mercury based on a homogenous membrane that
contains the chemicals for the reaction needed to selec-
tively and quantitatively respond to mercury by modifying
the colour. The test strip proposed here for mercury is
based on the use of an ionophore and chromoionophore
and works by an ion-exchange mechanism, in an irre-
versible way. We have studied different ionophores, select-
ing 1,4,7,10-tetraazacyclododecane because it is selective
enough for its intended application, the determination of
mercury in waters.

2. Experimental
2.1. Apparatus and software

A Hewlett-Packard HP-8453 diode array spectrophotome-
ter (Nortwalk, CT) interfaced to a Pentium MMX 200 mi-
crocomputer via a HP IB interface board and HP IB cable
for spectral acquisition and subsegquent manipulation of data
was used to perform the absorbance measurements. As soft-
ware for the acquisition and manipulation of the spectral
data, the UV-Vis Chemstation software package supplied
by HP was used. To obtain the absorbance measurements, a
44 mm high, 12 mm? base homemade cell holder constructed
in awide black painted iron block was used. The diameter

of the central hole of the cell holder was 5mm and it was
placed 11.5mm from the base. The cell holder contained a
1 mm wide space for the introduction of the strip [24].

Other apparatus and laboratory materials were: a
laboratory-made spin-on device [25], a 50 wl micropipette
by Brand GmbH (Wertheim/Main, Germany), a digital pH
meter with a combined glass-saturated calomel electrode
(Crison Instruments, Barcelona, Spain), an ultrasonic bath
(Selecta, Ultrasons, Barcelona) and a vibrating agitator
Vibromatic-384 (Selecta).

Software programs used for the treatment of the datawere:
Statgraphics software package (Manugistics Inc. and Statis-
tical Graphics Corporation, 1992), Version 6.0 STSC Inc.
Statistical Graphics Corporation, 1993 and Graphmatica for
Windows 32, Version 1:60d, 1998 edited by K. Hertzer and
adapted by J. Garrido.

2.2. Reagents and materials

Mercury stock solution (1 x 10~4M) was prepared in
pH 4.7 acetic acid/potassium acetate 0.01M buffer by
exact weighing of mercury nitrate monohydrate (Probus,
Barcelona). Solutions of lower concentration were prepared
by dilution with the same buffer solution. The stock solu-
tions of the following ions were also used: 0.1 M Ph(Il) as
nitrate (Probus), 5 x 10~3 M Fe(l11) as the chloride hexahy-
drate (Panreac), 0.1 M Ni(ll) as nitrate hexahydrate (Merck,
Darmstadt, Germany), 0.1M K as its nitrate (Panreac),
0.1M Mg(ll) as the chloride hexahydrate (Merck), 0.1M
Ca(ll) as the chloride dihydrate, 0.1 M Na as its chloride,
0.01 M Cu(ll) asnitrate trihydrate, 0.1 M Cd(ll) asitsnitrate
tetrahydrate and 0.1 M Zn(ll) as its sulfate monohydrate (all
from Panreac). All the solutions were prepared in pH 4.7
acetic acid/potassium acetate 0.01 M buffer, prepared from
acetic acid and KOH (both from Panreac).

For preparing the sensing films, poly(vinyl chloride)
(PVC; high molecular weight), tributylphosphate (TBP),
2-nitrophenyloctylether (NPOE), bis(2-ethylhexyl)sebacate
(DOS), dioctylphthalate (DOP), tris(2-ethylhexyl)phosphate
(TEHP) and tetrahydrofuran (THF) were purchased
from Sigma (Sigma-Aldrich Quimica SA., Madrid) and
1,4,7,10,13,16-hexathiacycl ooctadecane, 1,4,7,10,13,16-hex-
aazacyclooctadecane,  1,4,8,12-tetraazacyclopentadecane,
1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane, 1,4,7,10-tetraazacyclod-
odecane, 1,4,7-triazacyclononane, 1,4,7-trithiacyclodecane,
9-dimethylamino-5-[4-(15-butyl-1,13-dioxo-2,14-dioxanon-
adecyl)phenylimino] benzo[ a] phenoxazine, tetrabutylammo-
nium tetraphenylborate, potassium tetrakis(4-chlorophenyl)-
borate, tetraheptylammonium tetraphenylborate, and
tetradodecylammonium tetrakis(4-chlorophenyl)borate were
purchased from Fluka (Madrid). Sheets of polyester type
Mylar (Goodfellow, Cambridge, UK) were used as sup-
port. All chemicals used were of analytical-reagent grade
and reverse-osmosis type quality water (Milli-RO 12 plus
Milli-Q station from Millipore Corp.) was used throughout.
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2.2.1. Test strip preparation

Mixtures containing 26.0mg (28.4wt.%) of PVC,
64.1mg (70.0wt.%) of TBR, 0.12mg (0.13wt.%) of 1,4,
7,10-tetraazacyclododecane, 1 mg (1.09 wt.%) of 9-dimethyl-
amino-5-[4-(15-butyl-1,13-dioxo-2,14-dioxanonadecy! ) phe-
nylimino]benzo[ a] phenoxazine and 0.39 mg (0.43wt.%) of
tetrabutylammonium tetraphenylborate were used for the
preparation of mercury-sensitive membranes. The mem-
brane components were dissolved in 1 ml of freshly distilled
THF. Using a homemade spin-on device, the single-use
membranes were cast by placing 15wl of the mixture on a
14 mm x 40mm x 0.5mm thick polyester sheet. The 30s
after deposition, the rotation was stopped and the mem-
brane was left in a dryer with a saturated THF atmosphere
for 3min a room temperature to enable a slow evapora-
tion of the solvent. The prepared sensing membrane was
a solid and homogeneous 6 mm diameter circular film,
with a calculated thickness of about 12 pum, transparent
and red in colour, well-adhered to the solid support and
containing 7.60mmol kg~1 ionophore, 15.16 mmol kg~!
chromoionophore and 7.58 mmol kg~ of anionic sites.

2.2.2. Absorbance measurements

The analytical parameter used was the absorbance of the
sensing zone of the test strip measured at 670 nm against a
Mylar polyester sheet. The absorbance measurements were
obtained with the use of the cell holder described above,
which improved the reproducibility between membranes by
measuring the absorbance in azone 5 mm in diameter, which
was less than the diameter of the sensing zone of the test
strip.

2.2.3. Procedure for samples and standards

2.2.3.1. Five minute procedure. An aliquot of agueous
standard solution (10ml) containing 7.9-107.8 uM Hg(ll)
was placed in a 10cm x 1.5cm polyethylene plastic and a
prepared test strip was introduced into the tube for 5min
without agitation. Next, the membrane was pulled out of
the solution, wiped to remove any solution droplets and its
absorbance measured as described in Section 2.2.2.

2.2.3.2. Sxty minute procedure. An aliquot of agueous
standard solution (10 ml) containing 0.3-5.1 wM Hg(l1) was
placed in a10cm x 1.5cm polyethylene plastic and a pre-
pared test strip was introduced into the tube and stirred in a
vibrating agitator for 60min at 600 oscillationsmin~1. The
operation was then continued as above.

All measurements were carried out at room temperature.
The membranes were not conditioned before use.

In the case of the water samples, 1 ml of water was in-
troduced in a polyethylene tube together with 9ml of pH
4.7 0.01 M acetate buffer, using an appropriate equilibration
time for the Hg(Il) level and then operating as described
above.

2.2.4. Calculations

In contact with an agueous solution containing Hg(ll1)
ions, the following ion-exchange reaction holds in the test
strip that is characterised by a constant Ke, and assuming a
1.1 L:Hg stoichiometry:

L +2HC + 2R~ + Hg?" — 2C + HgL?" + 2R~ + 2H*

The activities of Hg(I1) and H™ in the sample solution deter-
mine their concentrations in the membrane. By using the ab-
sorbance of the protonated form of chromoionophore, which
isthe measurabl e speciesin the membrane phase, the degree
of protonation 1 — «, defined asthe ratio of protonated chro-
moionophore to its analytical concentration Cop, is obtained.
Thisnormalised absorbanceisthe analytical parameter used.

The ion activities ratio in the aqueous phase is related
to the equilibrium constant K¢ and o through the response
function:

_ <0H+Ol>v Kel/v[(Ro — (1 — a)Co)]
apv+ = [

1-a) [lo—2(Ro— (1-a)C0)]" @)

where lg, Cop and Ry are the analytical concentrations of
ionophore, chromoionophore and lipophilic anion, respec-
tively.

In this case, the reaction with Hg(l1) was irreversible but
the shape of the response function fitted Eq. (1) using con-
centrations instead of activities and experimental data for v
and p. Thus, we used this function for calibration purposes
and not to explain the model theoretically.

The apparent K¢ value required to obtain an optimal fit
of the experimental data was calculated according to [17],
where values in the maximum slope zone of the calibration
graphs were taken for an equilibration time, providing more
information and less error.

To obtain the degree of protonation 1 — « (EQ. (2)) of the
chromoionophore from the spectra we used the maximum
and minimum absorbance values (Ayc+and Ac) from the
spectra of equilibrated test strips with 1 x 1072 M HCI and
1 x 1072 M sodium hydroxide, respectively:

_[HC] A -Ac

l—a= =
[Clo  Apc+ — Ac

2

3. Results and discussion
3.1. Membrane composition

To design a disposable test strip the necessary reagents
must be selected considering various aspects, such as the ex-
tent of the reaction on the solid phase, the rate of response,
selectivity and price. This test strip is based on an optical
bulk membrane containing al the necessary components for
extraction and recognition of mercury dissolved in a plasti-
cised polymeric membrane [26]. The host—guest recognition
process of mercury by the ionophore L is coupled to the
exchange of a reference ion, a proton, which is reversibly
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complexed by chromoionophore C, and acts as a transducer
of the recognition process. A highly lipophilic anion R™ is
aso incorporated in the membrane to provide the needed
ion-exchange properties.

The problem of this ionophore-based scheme, which
mainly uses crown ethers, is the strong interfering ef-
fect of akali and akaline earth metal cations. To over-
come this problem by decreasing the formation constant
of alkali and alkaline earth metal complexes, we tried
different commercial aza and thia-substituted crown
ethers with ring size from 9 to 18 as the ionophore,
namely, 1,4,7,10,13,16-hexaazacyclooctadecane (C18N6),
1,4,7,10,13,16-hexathiacyclooctadecane (C18S6), 1,4,8,12-
tetraazacyclopentadecane (C15N4), 1,4,8,11-tetraazacyclo-
tetradecane  (C14N4), 1,4,7,10-tetraazacyclododecane
(12N4), 1,4,7-trithiacyclodecane (C10S3), 1,4, 7-triazacyclo-
nonane (CON3).

As chromoionophore, 9-dimethylamino-5-[4-(15-butyl-1,
13-dioxo-2,14-dioxanonadecyl) phenylimino] benzo[ a] phen-
oxazine, aso known as ETH 5418, was selected because
has a pK, value (6.8) [27] compatible with the working pH
for heavy metals.

As lipophilic salt we tested potassium tetrakis(4-chlorop-
henyl)borate, tetrabutylammonium tetraphenylborate, tetra-
heptylammonium tetraphenylborate, and tetradodecylam-
monium tetrakis(4-chlorophenyl)borate observing that the
last two nearly did not provide a response and the first
two gave a similar response to each other, but tetrabuty-
lammonium tetraphenylborate produces films with the best
physical properties. Since the plastizisers greatly influenced
the selectivity and rate of response, we tested various com-
pounds from different groups such as phosphates esters,
ethers, and carboxylic esters, namely TBP, TEHP, NPOE,
DOP, and DOS.

We prepared 35 mixtures containing one of the
seven ionophores being studied, a chromoionophore and
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liphophilic salt ion in 2:1:1 molar ratio, PVC and one of
the plastizisers tested. All of the prepared membranes were
tested with 0.001M Ca(ll), Mg(Il), Mn(I1), Fe(l11), Ni(ll),
Ag(l), Zn(I1), Cd(I1), Hg(l), Cu(ll), Pb(ll) or Al(I), at
pH 4.7, measuring them after 5min and calculating 1 — «
(Fig. 1).

When TBP was used as the plastiziser, al the mem-
branes produced a response to mercury with a large equi-
librium displacement, as indicated by the low 1 — « value,
according to the sequence C18N6 > C12N4 > C14N4 >
C15N4 ~ C18S6 ~ CO9N3 > C10S3. At the same time,
alkaline earth metal ions gave a strong response according
to: C18N6 ~ C15N4 ~ Cl14N4 > C18S6 >> CI12N4 >
C9S3 > C10S3 asisexpected given the hole-size selectivity
of crown ethers and size of ions. With TEHP, the ionophore
response order was the same as with TBPR, although the re-
sponse level was lower. DOP only gave a response with
mercury following the order: CON3 > C18S6 ~ C10S3 >
C15N4 ~ C18N6 > C14N4 > C12N4 and, similarly, DOS
only responded to mercury inthe order: C12N4 > C10S3 >
C1856 > CIN3 > C15N4 > C14N4 ~ CI18N6. The
Hg(Il) response pattern observed for NPOE was C10S3 ~
CON3 > C14N4 > C12N4 > C18N6 > C15N4 > C18S6.
In spite of the fact that DOS, DOP and NPOE reacted
with mercury for al the ionophores that were studied, none
of these plastizisers were selected because their reaction
rate increased with the plastiziser concentration in the or-
der TBP >» DOS > DOP > TEHP > NPOE. When
TBP was used as the plastiziser, the ionophore selected
was 1,4,7,10-tetraazacyclododecane because of its greater
response to mercury and lower response to alkali and alka-
line earth metal ions.

In the previous experiment, the irreversible nature of the
mercury reaction in all membranes was observed, since
once a reaction has taken place it does not change with
HCI or NaOH addition. The irreversible behaviour of the

1,2
x Fe(lll)
I : , * Al{lll)
T T e T T T 2 T G
- x Zn(lly
X
05 ] N R o Ni(ll
s o< ’
. . N + Ph(ll)
P a Ag(l
F 06 . A o)
o "ou " x - Cd(ly
" a N o Cu(lly
044 -
. £ = Hg(l)
A
sl © u <& s " = Mn(ll)
- i |
0.2 . LI I . & Ca(ll)
A X | | . n
>< A 4 4 Mg(ll)
0 , A i . .
1245134512345 1345 12345 1234512345 plaStlleeP
A B C D E F G ionophores

Fig. 1. Response (1 — «) for different metals with different plastizisers and ionophores. (1) DOP; (2) DOS; (3) NPOE; (4) TEHP; (5) TBP. (A) C18SE6;

(B) C18N6; (C) C15N4; (D) C14N4; (E) C12N4; (F) C10S3; (G) CONS.
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Table 1 )
Selectivity coefficients (log KJaHg) for Hg(ll) at pH 4.7

R~/L mole ratio K() Na(l) Ca(ll) Mg(ll)

ca(ln) Zn(l1) Fe(lll) Pb(11) Ni(ll) cu(l

1.1 -5.04
151 —3.58
2:1 —-3.40
251 —-3.91

—4.28
—3.56
—2.19
—2.70

—2.94
—1.28
—-0.41
—-1.07

—-4.19
—2.65
—-1.62
—2.29

—3.59 -

—2.24 —2.69
—1.47 —1.95
-1.95 221

—2.92
—-3.18
—2.34
—-231

—-3.91
—-3.05
—-2.85
—2.72

—3.65 -

—2.51 —2.92
—2.25 —2.38
—2.36 —2.34

membranes based on neutral ionophores has been described
for mercury [28]. Nevertheless, all the reactions of the other
metal ions studied are reversible, except for Ag(l). In spite
of this, we studied the use of thismembrane asatest strip for
mercury because reversibility was not an essential condition
for adisposable test strip. The irreversible behaviour agreed
with the high stability constant Kg of the mercury complex.
The calculated value, from polarographic data, of the 1:1
complex of Hg(ll) with 1,4,7,10-tetrazazacyclododecane
used here as ionophore was 25.5 & 0.3 (as logKng) [29].
In this case, mercury ion (1.10A) is hardly encircled by the
macrocycle ring, which reduces the macrocyclic effect com-
pared with the corresponding open-chain analogues. The
similarity in logKpg between macrocyclic and open-chain
systems (24.5 4 0.3) results from a combination of a less
favourable AH value (—23.6 + 0.5kcal mol—1) arising from
the unusual conformational strain or incomplete chelation
due to steric constraint, and of a more favourable AS value
(37.7cal K~ mol~1) for the former.

To optimise the proportion of the components in the
membrane we considered the lipophilic anion/ionophore
ratio and the percentage of plastiziser. The optima com-
position of the membrane was established considering
the selectivity-modifying influence of the lipophilic an-
ion/ionophore ratio. To do this, the apparent selectivity
coefficient K’aHg for theions Ca(ll), Mg(I1), Mn(11), Fe(l11),
Ni(I1), Ag(l), Zn(l1), Cd(I1), Hg(l1), Cu(ll) and Pb(Il) was
determined, using the separate solutions method [30] for
different membranes at a predetermined equilibration time
(5min); it was observed that this provided enough time to
obtain an analytical response in all cases.

Here, the quantity of chromoionophore was kept constant,
in an amount necessary to minimise photometric error in the
absorbance measurement, while the mole ratio of lipophilic
anion to ionophore was varied from 1:1 to 2.5:1. Fig. 2
shows that selectivity decreased on the whole when the ratio
increased from 1:1 to 2:1 and that the best selectivity was
obtained using a1:1lipophilic anion/ionophoreratio. Table 1
shows the K2, values for this ratio.

To optimise the amounts of PVC polymer and TBP plas-
tiziser used for making the membrane, we studied the re-
sponse time of test strips containing TBP ranging from 50
to 80% weight of the total. The time to reach a nearly sta-
ble signal upon reaction of the membrane, without agitation,
with 1 x 10~4M Hg(ll) was 2.3min for 50%; 1.2min for
60%; 48s for 70%; and 555 for 80%. With amounts higher
than 70%, the drying time of the membranes increased and

logK_iy,,

50%  100%  150%  200%  250%  300%
% R-/L molar ratio

Fig. 2. Selectivity variation of the sensor as function of lipophilic an-
ion/ionophore: (a) Hg; (b) Ca; (c) Cd; (d) Mg; (€) Zn; (f) Ni; (g) Cu; (h)
Na; (1) Po; (j) K.

they were less homogeneous, worsening the physical prop-
erties. So, 70% TBP and 30% PVC were selected as the
optimum percentages for all the subsequent experiments.

3.2. Reaction parameters

The influence of pH on the membrane response is shown
in Fig. 3, observing not only the usual horizontal displace-
ment [26], but a change in slope that can be attributed to
the complexity of this metal ion system in agueous so-
lution with formation of different stoichiometries of hy-
droxo and acetate pH-dependent complexes of Hg(Il). We

a
17 b
0.8 1
s 0.6
At
0.4 -
02 1
0 : : ‘ —
6.2 5.2 42 32

log [Hg(ID)]

Fig. 3. Effect of pH on sensor response: (a) pH 4.9; (b) pH 4.4; (c) pH
5.4; (d) pH 3.9; (e) pH 5.9.
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selected 4.7 as the working pH because of its greater re-
sponse range. For the buffer, various pH 4.7 acetate buffer
solutions 1 x 102 M were tested: acetic acid/sodium ac-
etate, acetic acid/potassium acetate, acetic acid/magnesium
acetate and acetic acid/lithium acetate. We selected pH 4.7
acetic acid/potassium acetate 1 x 1072 M because it did not
interfere much in comparison with the other buffers, asisto
be expected in view of the apparent selectivity coefficient
values.

The response time of membranes based on two compo-
nents is usualy not very great, in the range of minutes, if
the analyte concentration is not very low [31]. Here, on the
contrary, the response time was long, due to the fact that the
step that limits the time was not diffusion within the plasti-
cized organic phase but convective mass extraction from the
bulk of the agueous solution to the membrane. In this case,
the irreversible behaviour of the test strip due to the large
equilibrium constant of the metal— onophore species made it
possible to preconcentrate mercury in the sensing zoneif the
time of membrane-solution contact increased. Consequently,
the equilibration time necessary for the development of the
analytical signal was variable depending on the concentra-
tionlevel of the analytein the sample. In order to increasethe
speed of the method it was necessary to stir the solution with
the test strip to facilitate the transport of the mercury from
the core of the solution to the surface of the sensor. Different
agitation methods were tried (magnetic stirrer, rotating and
vibrating agitator) and it was found that the best results, i.e.
a homogenous colouring in the membrane, were achieved
using avibrating agitator operating at 600 oscillationsmin—!
for a concentration level depending on the agitation time
(Table 2).

The optical response of the disposable strip based on the
C12N4 ionophore to mercury concentrations was studied at
two equilibration times of 5 and 60 min, in the first case be-
tween 7.9 x 1078 and 107.8 x 1076 M and in the second
between 0.3 x 1076 and 5.1 x 10°6M (Fig. 4). Because
of the irreversible character of the reaction and the differ-
ent species of mercury that may exist in the solution, the
slope of the response curve in the linear maximum slope
zone does not offer information on the stoichiometry of the
reaction.

Table 2
Response (1 — &) vs. equilibration time between strip and 1 x 107M
Hg(I1) with and without agitation

1.3
RE y=-0.0155x +0.8644
v’y £ f — "
0.91 y=00151x+ 18557 =-0.8335x -3.3087
3 0.7
—
0.51 y =0.7429x - 3.934
0.37
0.17
-0.1 T T T
00 9 8 7 4 3
log [Hg(ID]

Fig. 4. Calibration plot for Hg(ll).

3.3. Analytical parameters

Asdiscussed in aprevious article [17], we used the linear
relationship in the middle of the sigmoidal response function
defined by means of a lack-of-fit test as a measuring range
and the intersection of the linear calibration function defined
above and a linear function adjusted in the minimal slope
zone (background) as the detection limit (DL), as shown in
Fig. 4.

We characterised the proposed test strip at two equili-
bration times: 5min without agitation and 60 min with ag-
itation using two series of standards each time, the first
in the maximum slope zone (five standards, nine replicates
each), between 1 x 107° and 1 x 10~*M for 5min and
(nine standards, nine replicates each), between 1 x 10~
and 1 x 10~°M for 60min. The second series was in the
minimum slope zone (three standards, nine replicates each
one), between 1 x 1078 and 1 x 1076M for 5min and
(six standards, nine replicates each), between 1 x 10~° and
1 x 10~'M for 60min. The linearity of both series was
tested by applying the lack-of-fit test [30] and the linear func-
tions obtained were: 1—« = —3.3087—0.8335log [Hg(I]) ]
and 1 — o = 0.8644 — 0.0155l0g [Hg(I1)], for 5min, and
1-a = —3.9341-0.742910g [Hg(I))] and 1—o = 1.0557+

Table 3
Analytical figures of merit

Time (min) l-«
Without agitation With agitation
5 0.956 0.868
15 0.921 0.663
30 0.902 0.448
60 0.810 0.320
120 0.705 0.315

Three replicates in al cases.

Parameter Value, S (5min) Value, S (60min)
Intercept —3.3087; 0.1403 —3.9341; 0.1193
Slope —0.8335; 0.0311 —0.7429; 0.0199

Probability level (%)

(Iack-of -fit test)

Detection limit (uM)

Linear range (M)
R.S.D.2 (%)

Lifetime
Cost

6.26

7.9
7.9-107.8
1.1 (10 uMP)
1.8 (50 pMP)
1 month

€ 0.04

5.04

0.3

0.3-5.1

1.8 (0.5uMP)
1.6 (25pMP)

a8 R.SD. for log[Hg*], n = 3.

b Concentration tested.



L.F. Capitan-Vallvey et al./ Analytica Chimica Acta 524 (2004) 365-372 371

Table 4

Determination of mercury in different types of water using AAS as a reference method

Matrix Test strip (WM Hg) Sa AAS (LM Hg) S Pva (%)
Spring water (Durcal, Granada, Spain) 0.39 0.17 0.42 0.09 78.62
Minera water (Sierras de Jaén) 041 0.09 0.39 0.04 73.02
Mineral water (Solan de Cabras) 0.38 0.07 0.36 0.04 64.98
Mineral water (Lanjaron) 0.38 0.09 0.41 0.05 68.93
Mineral water (Mondariz) 0.38 0.17 0.39 0.08 93.26
Mineral water (Bonagua) 0.43 0.06 0.43 0.06 97.75
Tap water (Granada city) 0.35 0.09 0.38 0.04 89.54
Tap water (Carchuna, Granada) 0.34 0.09 0.40 0.06 40.50
Tap water (Huetor Santillan, Granada) 0.34 0.14 0.30 0.04 89.54

a Standard deviation, three replicate samples.

0.01511og [Hg(I)] for 60min, respectively. The intercept
for both functions gives usaDL of 7.9 uM (1.6mgl~1) for
5min without agitation and 0.3 uM (60.2 ngl—1) for 60min
with agitation.

The upper limit of the measuring range was obtained from
theintercept of thelinear calibration function with the axis of
the abscissa; the value obtained was 107.8 uM for the 5min
procedure and 5.1 wM for the 60 min procedure. Thus, the
measuring range for mercury determinationis7.9-107.8 uM
(1.6-21.6mgl~1) and 0.3-5.1 uM (60.2-1023.0 png !~ Y).

The precision (R.S.D.) using a series of tests strips was
obtained at two concentration levels of mercury for the two
procedures, namely 10 and 50 wM and 0.5 and 2.5 uM, and
10 replicates of each. The values for the 5min procedure
are 1.1 and 1.8% for log[Hg(l1)] and 1.8 and 1.6% for the
60 min procedure. Table 3 shows these and other analytical
parameters.

3.4. Application of the method

In order to assess the usefulness of the proposed method
for the determination of mercury, it was applied to real sam-
ples of waters of various provenance (spring, mineral, and
tap). In al cases, recovery studies were made, using 1 ml
of water sample spiked with 0.40 wM of Hg(I1) mixed with
9ml of pH 4.7 acetate buffer 0.01 M. Table 4 shows the re-
sults obtained using the test strip proposed here compared
with cold-vapour atomic absorption spectrometry used as
a reference method. Table 4 also includes the mean values
from the three determinations of each sample, standard de-
viations and the probability value (Pyq) of the test used for
the comparison of the measurements obtained for both meth-
ods. As can be seen, the results obtained for both methods
are statistically similar.

4. Conclusions

We have developed a simple test strip method for the
determination of Hg(l1) in aqueous samples. The proposed
irreversible optical test strip is based on the ionophore
1,4,7,10-tetraazacyclododecane with measurement by trans-

mission, and shows good selectivity toward mercury. Their-
reversible nature of the reaction of mercury with the sensing
membrane containing neutral ionophore, chromoionophore
and anionic sites does not impede its use in test strip format
for the determination of mercury. Anincreasein the reaction
time would enable the detection of lower mercury concen-
trations, tailoring the procedure to the problem. All of the
reagents needed were sealed in the sensing zone, and thus
the determination of Hg(l1) here only requires buffering the
sample. The proposed test strip offers good results, with an
accuracy, precision and cost that make it useful for routine
analysis with portable equipment with which it is possible
to perform the analysis in situ without prior manipulation.
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IRREVERSIBLE OPTICAL SENSOR FOR MERCURY DETERMINATION

BASED ON TETRAARYLBORATE DECOMPOSITION
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Abstract

A new optical disposable sensor to determine mercury is presented. The procedure uses
a polyester sheet with a sensing area composed of plasticized PVC that incorporates a
tetraarylborate salt as Hg(Il) selective recognition reagent and a porphyrin proton-
selective fluoroionophore as the optical transducer. The sensing scheme is based on the
decomposition of tetraarylborate anion induced by Hg(II) taken by the membrane which
compels the deprotonation of the porphyrin, recovering its fluorescence. The fluores-
cence increases after 15 min contact with Hg(Il) at pH 2.4 which makes it possible to
determine Hg(IT) up to 25 pg-L™" with an intermembrane reproducibility of 6.5 % as
RSD. The disposable sensor presents good selectivity to Hg(II) over other metal ions.
The response mechanism is discussed and the effect of different experimental variables

is reported.

Keywords. Mercury determination, Disposable optical sensor; Tetrakis(4-chlorophenyl)
borate decomposition; 5,10,15,20-Tetraphenyl-21H,23H-porphine.
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Introduction

The availability of disposable or one-shot sensors for heavy metal ions is of great inter-
est in different areas, mainly public health and the environment. Among these ions mer-
cury is notable for being a toxic element of great environmental concern because it is
widespread in the lithosphere and the hydrosphere [1]; [2]. The most widely used tech-
niques for mercury determination include atomic absorption or emission spectrometry,
mass spectrometry and voltammetry. For analysis of trace levels of different mercury
species, the most widely used approaches are chromatographic methods with spectro-
metric detectors [3]; [4]. Although these methods are sensitive and accurate, none of
them can be used for field screening or on-site assay.

Disposable sensors are miniaturized self-contained analytical devices that respond to the
presence or concentration of an analyte or analytes, usually through a chemical or bio-
chemical reaction. The reagents needed to trigger the reactions and processes that lead
to the response are incorporated in the element itself, usually in a dry format, in a form
that makes it unnecessary to prepare, dispense or mix the needed reagents or perform
operations like reaction, extraction, precipitation or dialysis among others.

Different strategies have been used to develop optical or visual disposable sensors for
mercury. Examples include: 1) conventional inorganic reagents such as Cul, incorpo-
rated in carboxymethylcellulose membrane on paper for mercury in fish samples [5]; ii)
conventional organic reagents such as tyrodine, a rhodanine analogue, retained in mem-
branes of polycaproamide, used for mercury in industrial samples with detection limits
lower than 5 ng-mL'1 [6]; 111) ionophores in different schemes, such as 1,4,7,10-
tetraazacyclododecane in plasticized PVC membrane based on ion-exchange mecha-
nism for mercury in waters [7]; iv) different types of enzymatic inhibition, such as those
based on urease inhibition with measurement of the elapsed time until the disappearance
of the pH indicator colour used for mercury in waters with a detection limit of 0.2
ng-mL™" [8]; similarly, the inhibition of horseradish peroxidase immobilized on paper in
the reaction of 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine oxidation by hydrogen peroxide with a
detection limit of 5-10 pg'mL™" [9]; [10] has been described; v) antibodies that recognize
chelated forms of metal ions such as EDTA for Hg(II) have been used to construct im-
munoassays [11]; vi) microbial biosensors based on genetically modified firefly
luciferase with picomolar range sensitivity [12]. The main problem with these dispos-

able sensors is related to the lack of selectivity to Hg(II) over other heavy metals.



The disposable sensor developed here relies on the decomposition of tetraarylborate
anion selectively induced by mercury which leads to phenylmercurial derivatives. This
reaction has been used with different purposes in chemical analysis. For instance, gra-
vimetric, titrimetric [13] or spectrophotometric [14] determination of potassium and
other alkaline ions or alkaline earths [15]; titrimetric determination of tetraarylborates,
both mercurimetry [16] and bromatometry [17]; organomercurial derivatization before
analysis by gas chromatography coupled with atomic fluorescence spectrometry or
atomic emission spectrometry [18]; in-situ conversion of inorganic mercury to organic
mercury combined with the supercritical fluid extraction of the organic mercury [19];
voltammetric Hg(II) determination by monitoring the decrease in the oxidation peak of
the tetraphenylborate on a carbon paste electrode [20].

Murkovic and Wolfbeis [21] have used this reaction to develop an optical sensor mem-
brane for the detection of Hg(Il) based on a plasticized PVC membrane containing the
fluorescent oxacarbocyanine dye and a tetraarylborate salt, whose decomposition in-
duced by Hg(II) leads to the formation of non-fluorescent dye aggregates.

In this paper we apply tetraraylborate decomposition to develop an irreversible dispos-
able sensor for Hg(Il) based on the coupling of a proton-selective fluoroionophore in
membrane that changes its fluorescence by releasing protons when this metal ion is

taken and the lipophilic salt present decomposes.

Experimental

Reagents and materials

The chemicals used were of analytical-reagent grade and all aqueous solutions were
prepared using reverse-osmosis type quality water produced by a Milli-RO 12 plus
Milli-Q purification system (Millipore, Bedford, MA).

Mercury stock solution (1,000 mg-L™") was prepared by dissolving mercury (II) nitrate,
Hg(NOs),'H;0, (Probus, Barcelona, Spain) in 0.2 M nitric acid and diluted with purified
water. Solutions of lower concentration were prepared by dilution with water. Other
stock solutions (1,000 mg-L™") were prepared in water, with adequate amounts of acid if
necessary from nitrate salts of copper and cadmium, calcium, magnesium, sodium (Pan-
reac, Barcelona, Spain), nickel, lead (Merck, Darmstadt, Germany), from sulphate salts
of iron (II) (Mohr’s salt), iron (III), potassium (Panreac), zinc and manganese (Merck).

The solutions were standardized titrimetrically or by using atomic absorption spec-



trometry. A pH 2.4 buffer solution of 1 M was prepared from orthophosphoric acid
(Probus) and sodium hydroxide (Panreac).

For preparing the mercury sensitive films, high molecular weight poly (vinylchloride)
(PVC), 5,10,15,20-tetraphenyl-21H,23H-porphine (TPP), tributylphosphate (TBP),
tris(2-ethylhexyl)-phosphate (TEHP), dioctylphthalate (DOP), bis(2-ethylhexyl) seba-
cate (DOS), 2-nitrophenyloctyl ether (NPOE), and tetrahydrofuran (THF) were pur-
chased from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid, Spain) and sodium
tetraphenylborate (TPB), sodium tetrakis [3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl] borate (BPB),
and potassium tetrakis(4-chlorophenyl)borate (TCB) were purchased from Fluka (Fluka,
Madrid, Spain). Sheets of Mylar-type polyester (Goodfellow, Cambridge, UK) were

used as support.

Apparatus and Software

Steady-state measurements were performed using a Hewlett Packard diode array spec-
trophotometer (model 8453; Nortwalk, CT, US) interfaced to a Pentium MMX 200 mi-
crocomputer via an HP IB interface board for absorption measurement and a Cary
Eclipse fluorescence spectrometer (Varian Australia Pty Ltd.) interfaced to a Pentium 4
2.40 GHz via on IEEE-488 (GPIB) for fluorescence measurements. Fluorescence decay
measurements were obtained using the time-correlated single photon counting technique
with an OB 920 spectrometer with an nF 900-HP nanosecond flash lamp and S900 sin-
gle photon photomultiplier detection system (Edinburgh Instruments Ltd, Livingston,
UK) interfaced to an AMD Athlon™ XP 2400+ 2.00 GHz via an EAT TCC/PCS card.
As software for the acquisition and manipulation of the lifetime data, the F900 single
photon fluorescence spectrometer software package supplied by Edinburgh Instruments
was used.

To obtain the absorbance and luminescence measurements of the disposable sensors,
two types of homemade cell holders constructed in a wide black painted iron block and
with the appropriate size for each type of spectrophotometer were used. For absorption
measurements, the holder had a 5 mm central hole for beam passing and a perpendicular
1 mm wide space for the introduction of the disposable sensor [22]. In the case of lumi-
nescence, the measurements were made by transmission and the holder had two 5 mm
orthogonal holes and a 1 mm diagonal wide space in such a way that both excitation and
emission beams formed angles of 45° with the plane of the sensor [23]. The use of those

cell holders improved the reproducibility of the measurements, so measurements were



made in a zone with a constant diameter (5 mm), which was inferior to the diameter of
the active zone of the sensor.

The pH values of the solutions were measured using a digital pH meter (Crison Instru-
ments, Barcelona, Spain) calibrated at 20+£2°C with standard buffers of pH 7.00 and
4.00 (Merck). The disposable sensors were prepared with a laboratory-made spin-on

device [24].

Preparation of disposable membranes and measurement set-up.

The membranes were produced on a polyester substrate using a spin-coating technique.
Mixtures for the preparation of mercury-sensitive membranes were made from a batch
of 30.0 mg (19.82 wt %) of PVC, 121.0 mg (79.95 wt %) of DOS, 0.10 mg (0.07 wt %)
of TPP, 0.24 mg (0.16 wt %) of TCB. The membrane components were dissolved in 1
mL of freshly distilled THF. Using a homemade spin-on device, the single-use mem-
branes were cast by placing 15 pL of the cocktail on a 14 mm x 40 mm x 0.5 mm dust-
free thick polyester sheet using a homemade spin-coater [24] rotating at 180 rpm. After
spinning for 30 seconds, the membrane was removed from the spin coater and dried in a
dryer with saturated THF atmosphere for 3 min at room temperature and then stored in a
dark place until use.

The sensing area of the disposable sensor was a transparent and orangey-pink circular
film adhered to the polyester 12 mm in diameter and with a calculated thickness of
about 22 um. The calculated concentration of the TPP and TCB in a dry film were 1.07
mmol'kg™ and 3.20 mmol-kg™, respectively.

In order to use the disposable sensors, the following protocol was kept: 10 mL of test
solution, containing between 0.1 and 5.3 uM (in concentration) of Hg(Il) and 1.0 mL of
pH 2.4 orthophosphoric acid/sodium dihydrogen orthophosphate 1 M next to the dis-
posable sensor was placed in a 10 x 1.5 cm polyethylene plastic tube provided with a
screw cap and stirred in a vibrating agitator for 15 min at 800 oscillations per minute.
Next, the membrane was pulled out from the solution, wiped to remove any solution
droplets that might be wetting the surface and its fluorescence was measured at Aexc=
420 nm using a A.n= 650 nm with excitation and emission slit widths of 5 nm. The
polyester support did not show fluorescence in the measurement conditions used, for

which reason, the blank sample was not subtracted in all cases. All measurements were



carried out at room temperature(20 + 3 °C). The membranes were not conditioned be-

fore their use.

Calculations.

The analytical parameter used was a normalized fluorescence a (eq. 1), in fact as 1-a.,
where the minimum (Fy) and maximum (F;) fluorescence values corresponded to the
fully protonated and deprotonated (totally reacted with Hg(Il)) forms of the lumino-
phore TPP, respectively. These were obtained from measuring the disposable sensors
after reaction with pH 2.4 phosphate buffer (Fo) and after reaction with 10™* M Hg(II)

solution in the same buffer (F;).

o L] F —F

eq. 1
Cp F —Fy 1

The extraction constant K, was calculated according to ref [25], using values in the

maximum slope zone of the experimental response functions for mercury. Activities
were calculated according to the two-parameter Debye-Hiickel formalism [26]. Soft-
ware programs used for the treatment of the data and fitting of experimental data to
theoretical response function were: Statgraphics software package (Manugistics Inc. and
Statistical Graphics Corporation, USA, 1992), ver.6.0 STSC Inc. Statistical Graphics
Corporations, USA, 1993 and Graphmatica for Win 32 ver. 1:60d, 1998 edited by K.
Hertzer and adapted by J. Garrido.

Results and discussion

Sensing scheme

The sensing scheme used to recognize mercury in this disposable sensor relies on the
decomposition of tetraarylborate anion in membrane in the presence of Hg(II) rendering
organomercurial derivatives. It is known that in aqueous solution tetraarylborate anion
reacts with Hg(II) causing its decomposition through the formation of monophenylmer-
cury, diphenylmercury, and boric acid [28]; [27].

The optical monitoring of this reaction is achieved through the coupling of a proton-
selective fluoroionophore or what will be henceforth be called luminophore, which loses
its fluorescence by protonation. Initially, the sensing membrane contains the protonated

luminophore as an ion pair with the tetraarylborate anion, whose decomposition com-



pels the concomitant deprotonation of lipophilic luminophore to maintain the elec-
troneutrality of the hydrophobic membrane, thus recovering its luminescent emission.
For the luminophore we used a macrocylic compound, the symmetrically substituted
porphin 5,10,15,20-tetraphenyl-21H,23H-porphine, a compound characterized by high
symmetry, planarity, and electron delocalization. The membrane when dry was
orangey-pink due to the free base form of TPP and had absorption maxima at 420 nm (B
band) and four Q bands at 515, 550, 590 and 647 nm. When placed in contact with the
acid buffer, the membrane changed to green due to the entrance of protons and subse-
quent protonation of up to two pyrrolic nitrogens creating a nonplanar configuration of
the molecule due to repulsion of the inner hydrogen atoms of the porphyrin ring [29],
which modified the absorption spectrum, rendering a B band at 440 nm and two Q
bands at 600 and 658 nm. All these absorption bands of TPP in plasticized PVC mem-
brane followed the same pattern as in other solvents [30], [31]; [29].

The fluorescence spectrum of the membrane corresponding to free base and containing
TCB as tetraarylborate anion, showed two bands at 650 and 716 nm, while the proto-
nated form showed a very lightly intense band at 692 nm. The disposable sensor when
dry showed a fluorescence with an average lifetime of 10.6 ns, which contrast with the
142 ns described in benzene [32], but when introduced in acidic medium both the inten-
sity and lifetime of the fluorescence of the membrane decreased dramatically. Thus, by
introducing a disposable membrane into a pH 2.4 buffer, the average lifetime decreased
from 10.6 ns to 2.8 ns. But the fluorescence lifetime of those membranes after exposure

to a 1.0-10™ M Hg (II) solution increased their lifetime up to the initial fluorescence

values (E =11.0 ns) due to the regeneration of the m-electron conjugated double-bond
system of porphyrin. All these fluorescence lifetimes of the disposable membranes fit
with a biexponential decay [dry membranes: t; 11.3 ns (93%); T2 0.6 (7%); x* 1.665;
membranes at pH 2.4: 1, 1.1 ns (92%); 12 20.9 (8%); % 1.718; membranes at pH 2.4
after reaction with Hg(II): t; 13.2 ns (68%)); 12 6.2 (32%); xz 1.400].

Optimisation of sensor response

The response of this irreversible disposable sensor is influenced by different factors: 1)
composition of the membrane related to proportions of the cocktail components, and
conditions used for membrane making; and ii) reaction process between the sample so-

lution and the disposable sensor related to pH, contact time and analyte activity.



Membrane composition. As an indicator of tetraarylborate decomposition by Hg(II)
we selected a macrocylic compound, the symmetrically substituted porphin 5,10,15,20-
tetraphenyl-21H,23H-porphine because of: i) its intense fluorescent emission in the
visible region due to the conjugated double-bond system and the high mobility of =-
electrons (quantum yield 0.13 in benzene [32]); ii) its high lipophilicity that makes its
immobilization in the membrane polymer PVC possible and the maintenance of its
spectral properties; and iii) the loss of fluorescent emission in acidic medium by proto-
nation of the two heterocyclic nitrogens and subsequent elimination of m-system conju-
gation [33].

Different tetraarylborate anions were tested in PVC membrane: tetraphenylborate
(TPB), tetrakis(4-chlorophenyl)borate (TCB) and 3,5-bis(trifluoromethyl)phenylborate
(BPB). It was observed that in the absence of borate the membrane does not lose the
fluorescence when exposed to the acidic medium, because the protons cannot be ex-
tracted to the membrane and do not respond to Hg(II). Additionally, this behaviour of
the membrane is irreversible due to tetraarylborate decomposition, as demonstrated by
the fluorescence decrease observed when a disposable sensor that has already reacted
with mercury is exposed to a 50 uM aqueous solution of TCB. This decrease is due to
borate extraction to membrane that enables TPP protonation and the consequent loss of
fluorescence [21].

Sensitivity to Hg(II) decreases with the lipophilicity of the tetraarylborate anion present
in the membrane, which is related to the substituent present in the molecule and with its
chemical stability [34], similar to that found by Murkovic and Wolfbeis [21] in their
study of a sensing membrane for Hg(II) based on oxacarbocyanine dye. We found that
the more stable BPB shows no response to Hg(II), while with TPB and TCB
(TPB>TCB) fluorescence recovers rapidly. However, although TPB causes a higher
signal we observe some leaching from the membrane which introduces more irrepro-
ducibility in the response of the disposable sensors, and therefore TCB was selected as a
compromise for next experiments.

The type of membrane plasticizer exhibits a strong influence on the response of the
membrane to Hg(Il); thus to select the plasticizer we conducted a preliminary study
with different plasticizers (TBP, TEHP, NPOE, DOS, and DOP), monitoring the re-
sponse signal against a 10° M Hg (II) solution.



The sensitivity, understood to be the value of the signal, i.e. the increase in fluores-
cence, for a given metal ion concentration, as well as the response time of the different
disposable sensors towards Hg(II), increased with the plasticizer in the order: ethers >
carboxylic esters > phosphate esters, namely NPOE>DOS>DOP>TEHP>TBP (100; 84;
46; 23; 7 in percentage). Due to the similar response to Hg (II) ions provided by NPOE
and DOS, an experiment was done considering the response time (Figure 1) and DOS
was selected as plasticizer for all subsequent experiments because of its faster response
than that of NPOE at the same Hg(II) concentration.

Figure 1
To select the membrane plasticizer percentage we studied the response time and physi-
cal properties of membranes containing different amounts ranging from 50% wt to 80%
wt in DOS (Figure 1). For these experiments, the sensor response to a 10° M Hg (II)
solution was measured at different times while the membrane was maintained in shak-
ing. The response time to reach the equilibrium (tose,) was measured with different
membranes obtaining: 57 min for 50%; 51 min for 60%, 39 min for 68 %, and 36 min
for 80%. With amounts higher than 80%, the physical properties are worse because the
membrane loses homogeneity and the drying time increases considerably. 80% of DOS
and 20% PVC were chosen for membrane hereafter.
To optimise the amount of luminophore TPP, different membranes M1-M6 were pre-
pared from cocktails containing 0.05; 0.10; 0.20; 0.30; 0.50 and 1.20 mg of selected
porphyrin and twice the amount of TCB lipophilic salt in moles. Three membranes of
each type were tested against a 10° M Hg (II) solution. The largest difference between
blank (membrane in buffer) and analyte (membrane in buffer plus Hg(Il) solution) was
observed for membranes of M2 type (Figure 2), for which reason we used cocktails con-
taining 0.10 mg of TPP for the subsequent experiments.

Figure 2
The luminophore/lipophilic anion ratio was also considered to optimise the membrane
composition. Membranes with different molar ratio were tested (1:1, 1:2 and 1:3)
against a 10° M Hg (II) solution, observing that the fluorescence increase grows with
the molar ratio (83; 93; 100%), for which reason membranes with a 1:3 molar ratio were
selected for mercury sensing purposes.
The preparation of disposable sensors was achieved by spreading and evaporation of a
solution of components on a polyester support forming membranes with good mechani-

cal and optical properties. The minimum volume would be that which is adequate to



obtain a diameter and thickness of the sensing zone which ensures that the diameter of
the formed circular film is slightly lower than the width of the sheet of polyester used,
and higher than the width of the radiation beam of the spectrophotometer and where the
fluorescence is not excessively high (15 pL in this case). The reproducibility of the
membrane preparation calculated from the initial fluorescence before contact with

buffer is 7% (n=36).

Reaction parameters. The response of this disposable optical sensor depends on proton
activity, due to the necessary initial obliteration of fluorescence by protonation of two
free heterocyclic nitrogens, a process facilitated by the lipophilic salt present in the
membrane. The fluorescence of membranes disappears below pH 4, growing then at
higher pH values as usual in any system controlled by an acid-base equilibrium (Figure
3). From this data a rough estimation of equilibrium constant K considering a single
protonation equilibrium (K = K,3-K,4) gives a value of 5.6x107.

Figure 3
As working pH we selected 2.4, with very similar results for other pH values less than
4.0. Different buffers were tested as the working buffer, such as phosphate, dichloroace-
tate, formiate, propionate and acetate. A pH 2.4 orthophosphoric acid/dihydrogen phos-
phate in a final concentration of 0.1 M was selected as the buffer due to its good results
and lesser interference that it produces than the others.
The response time was long, due to the fact that the step that limits the time was not
only the diffusion within the plasticized organic phase and the reaction in membrane but
the convective mass extraction from the bulk of the aqueous solution to the membrane.
In order to increase the speediness of the method it was necessary to stir the solution
with the test strip to facilitate the transport of the mercury from the core of the solution
to the surface of the sensor. Different agitation methods were tried (magnetic stirrer,
rotating, vibrating agitator and ultrasound bath) and it was found that the best results,
i.e., a homogenous colouring in the membrane and higher reproducibility, were
achieved using a vibrating agitator operating at 800 oscillations per minute. From the
experiments to select the optimal percentage of DOS (Figure 1), 15 min as reaction time
was selected because at this time 80% of the maximum signal is obtained, a compro-

mise between sensitivity and speediness.

Response mechanism
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The response of disposable sensors to mercury activities was studied between 9.3-107'
M and 9.2:10° M in activities (1.0-10™"" M and 1.0-10™* M in concentrations) at pH 2.4.
From the experimental data, we propose that the mercury sensing could be described by
the following global reaction, if it is assumed that L and R are the luminophore and the

tetraarylborate anion, respectively and X is a decomposition product of R

H,L>* + 2R~ +Hg®* > LHgX, +2H"
in which barred species are in membrane phase, while all other chemicals are in aque-
ous solution. Figure 4 (curve d) shows a good fit of this model characterized by eq. 2
with experimental data.
2

CL-OL-a +

a = H (eq. 2)
e (1_0‘)'CL '(CR _CLO‘)Z Ko

The fit by least-squares of the experimental points, in the linear maximum slope zone of

the response curve for Hg(Il) to the theoretical model, gives for logK,the value

6.5£0.1.

Figure 4
We assume that the Hg(II) ion goes into the membrane by ion-exchange, as can be in-
ferred from the intense interference caused by chloride, which prevents the ion-
exchange from non-dissociated HgCl, and also considering that Montequi et al. indicate
that decomposition of tetraarylborate anion in aqueous solution occurs with Hg(Il) as
HgCl, thus forming HgCI(C¢Hs) mainly [28]. Next, Hg(Il) reacts in membrane with
tetraarylborate to produce an organomercurial associated with porphyrin. We hypothe-
sise that tetraarylborate decomposition occurs in membrane phase and not in the inter-
phase aqueous solution to membrane, because of the lack of fit of experimental data to
the theoretical model which involves monophenylmercury formation or diphenylmer-
cury (curve b in Figure 4) in aqueous solution in addition to the chloride interference
data.
In our case, we found that the decomposition of lipophilic tetrarylborate does not lead to
a mercury-porphyrin complex formation, because of the very slow rate of metallopor-
phyrin formation [35] as a result of the difficulty in deforming the porphyrin ring to
form “sitting-atop” complexes usual for large-sized transition metal ions such as mer-
cury [36]. However, Chan et al. [37] claim that mercury-TPP porphyrin complex forma-
tion is fast (4 min) in plasticized PVC membrane at pH 8.0. Those authors ascribe the

sensing mechanism to the ion-exchange process between two protons of free base TPP
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(corresponding to K,; and K,, constants) and Hg(II). Additionally, a second reason that
supports the lack of formation of a mercury-porphyrin complex in our membrane is that
we observed a concomitant fluorescence increase when the mercury concentration in-
creases, contrary to that described by Chan at al. [37] who found fluorescence quench-
ing due to the formation of mercury-porphyrin complex in PVC membrane, a quenching
that they used as their analytical parameter.

As the reaction product of the mercury sensing process, we accept the formation of an
association that includes free base porphyrin TPP and a mercurial decomposition prod-
uct of tetraarylborate, while any other model supposing the presence of differentiated
free TPP and decomposition product does not fit with our experimental data (curves a

and c in Figure 4).

Analytical Parameters
We have tried two types of calibration functions for the disposable membrane studied,
one of them based on the sigmoidal shape response function previously defined by eq. 2
and other using a linear relationship at low Hg(II) concentrations.
To define and characterize the analytical function based on the logarithmic relationship
between 1-o and Hg(II), two series of standards were used, one in the maximum slope
zone (3 standards, 3 replicates each one), between 2.8:107 and 1.4-10° in activities and
another in the minimum slope zone of lower activity (4 standards, 3 replicates each
one), between 5.5-107'% and 5.5-10™ in activities. The linearity of both series was tested
by applying the lack-of-fit test [38]and the linear functions obtained were, respectively:
l-o = -0.7822 — 4.329-log ap, and 1-a = -0.008 + 0.9069 log ay,. The detection limit
obtained by the interception of both functions is 0.2 uM in activities (0.3 uM in concen-
tration; 63 pug'L™") (Figure 5). As the upper limit of the measuring range the higher con-
centration that statistically fit the linear function was used; this was 2.9 uM (5.3 uM in
concentration). Thus, the measuring concentration range for mercury determination is
between 0.3 and 5.3 puM.

Figure 5
The precision expressed as sensor-to-sensor repeatability with different disposable sen-
sors, expressed as relative standard deviation, was obtained at two activity levels: 0.4
and 1.4 uM using eight replicates of each one and had values of 0.36 and 1.04 % for log
apg (Table 1).

Table 1
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A linear relationship could be found for calibration purposes using as analytical parame-
ter the fluorescence intensity difference between membranes with Hg(II) and blank (F-
Fo). Figure 5 shows that the F-F, variation with mercury concentration between 10™* and
10" M is composed of two linear stretches, of which we used that with lower concen-
trations as analytical function (F-Fy = 8.2:10" [Hg(I)] + 29.1). The detection limit cal-
culated as 3-SD(blank)/slope according to ITUPAC was 0.1 umol'L" (25 pgL") of
Hg(IT). The saturation limit was calculated from the intersection point of the above lin-
ear calibration function and the function independent of mercury concentration (F-Fy =
6.5:10° [Hg(I)] + 242.9). Accordingly, the linear dynamic range for mercury determi-
nation in aqueous samples covers concentrations from 0.1 to 2.6 pmol-L™ Hg(II) (25 to
528 ug-L™"). The precision (RSD) using a series of sensors was obtained at two concen-
tration levels of mercury, namely 0.25 and 2.5 umol-L™', and eight replicates each. The
values were 23.9 and 6.5% for [Hg(I)], respectively (Table 1). The stability of the irre-
versible disposable sensor described here was tested with a series of membranes
checked at a Hg(Il) concentration in the middle of the range and preserved dry and pro-
tected from light for at least one and half months.

Comparing the proposed membrane with other optical membranes based on similar
principles or similar reagents, we found that the analytical performance of the dispos-
able sensor described here is similar to the optical membrane described by Murkovic
and Wolfbeis [39]; [21] used in an usual flow scheme (40-650 pug-L™") although the ex-
posure time needed is higher (30 min) in that case; analogously, the procedure by Chan
et al [37] previously cited, works between 40 and 9000 pg-L™ although it does not refer
to a linear dynamic range but to the full dynamic range.

Our results obtained compare with some other optical or visual disposable sensors de-
scribed to date. For instance, the Hg(II) rapid determination procedure based on p-
phenylazo-3-aminorhodanine immobilized on a polyacrylonitrile fiber filled with a
finely dispersed cation exchanger was proposed for the concentration range 50 to 500
gL' [40]. The test method based on tyrodine in a polycaproine membrane is described
between 40 and 2000 ;,L,g'L'1 [6]. The dip-and-read test strip for Hg(II) based on the in-
hibition of urease has a detection range from 0.2 to 200 ug-L™" [8].

The influence of potential interferents, such as alkaline, alkaline earth, heavy-metal
ions, as well as some anions, on the determination of Hg(Il) was studied at a 0.28 mg.L"

" level. The interferent species were tested at different concentration levels and if inter-
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ference occurred, its concentration was reduced until the error produced did not exceed
+5.0% in the determination of the analyte, this concentration value defined as tolerance.
All ions tested caused negligible effect on Hg(Il) determination with the exception of
chloride due to complex formation discussed above (Table 2).

Table 2

Conclusion

An irreversible optical disposable sensor has been developed for mercury using as selec-
tive recognition reaction the decomposition of lipophilic tetraarylborate present in the
membrane induced by mercury and as optical transducer a proton-selective fluoroiono-
phore that loses its fluorescence by protonation. The disposable sensor has been imple-
mented in a transparent membrane that works by ion exchange offering an easy-to-
measure analytical signal. The irreversible nature of the reaction of mercury with the
sensing membrane containing reagents does not impede its use in disposable sensors for
the determination of mercury. All of the reagents needed were sealed in the sensing
zone, and thus the determination of Hg(II) here only requires buffering the sample.
Drawbacks are related to chloride interference and response time, which in the devel-
oped format is roughly 15 minutes due to diffusion and reaction within the polymeric

membrane, but could be reduced by using porous supports.
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Figure captions

Figure 1. Time response of sensor membranes with plasticizer percentage: a) 50% DOS;
b) 68% NPOE; ¢) 60% DOS; d) 68% DOS; e) 80% DOS. [Hg(Il)] = 10° M. Agitation
with vibrating agitator operating at 800 oscillations'min™".

Figure 2. Influence of the TPP amount in membrane.

Figure 3. Dependence of PVC membrane fluorescence of TPP with pH.

Figure 4. Response of disposable membranes Hg(II). Solid circles: experimental points

with error bars; Solid lines are theoretical response curves according to:

a: 2HL" + 2R~ + Hg?" — 2L+ 2HgXR +2H";

b: H,L?>* +2R ™ +2Heg?" — L +4HgX, +2H";
2 g gAo

¢: Ho,L?" +2R™ +Hg*" - L+HgXR +2H";

d: H,L*" +2R™ +Hg?" — LHgX, +2H".
Figure 5. Calibration plot for Hg(II): a) logarithmic calibration from eq. 2; b) linear cali-

bration.
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Table 1. Analytical Figures of Merit.

Calibration
Parameter (value; S)
Logarithmic Linear

Intercept -4.3;0.2 29.1; 2.1
Slope -0.78; 0.04 8.2:107; 1.9-10°
Probability level % (lack-of-fit test) 15.4 5.9
Linear range (LM) 0.3-5.3 0.1-2.6
Detection limit (uM) 0.3 0.1

0.36* (0.40 pM®) 23.9°(0.25 uMY)
RSD (%) Intersensor . .

1.04% (1.40 uM”) 6.5° (2.5 uM"“

Stability

1.5 month

Cost

€0.16

a: RSD for log ay; b: activity tested; c: RSD for [Hg(II)]; d: concentration tested
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Table 2. Effect of potential interferents
on Hg(II) disposable sensor. [Hg(II)] =
0.28 mg.L"

Interferent Tolerance (mg-L™)
Mg (II) >60.0*
Ca (II) >140.0*
Na (I) 1500.0

K D) >4.0%
Pb (II) >2.0%
Fe (II1) >2.0%*
Fe (1) >2.0%
Ni (1) >2.0%
Zn (1) >2.0%
Cu (1D >2.0%
Cd (1D >2.0%
Mn (II) >2.0%
Co (IT) >2.0%
Cr 0.5

NO5 >200.0%*
SO~ 250.0
PO,” 6100.0

* Maximum amount tested.
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FLUORESCENCE QUENCHING OF THE EUROPIUM
TETRACYCLINE HYDROGEN PEROXIDE COMPLEX
BY COPPER (II) AND OTHER METAL IONS
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Abstract

The europium-tetracycline complex [Eu(Tc)] is known to show only weak fluorescence
with an emission maximum at 615 nm. On addition of hydrogen peroxide (HP), the
strongly fluorescent [Eu(Tc)(HP)] complex is formed, which displays a 15-fold stronger
luminescence intensity. This study describes the decrease in luminescence intensity of
the [Eu(Tc)(HP)] complex in aqueous solution in the presence of Cu®*, Fe®*, Ag*, Al**,
Zn**, Co™, Ni**, Mn**, Ca** and Mg”*. Static and dynamic quenching can be induced by
Cu®*, and these processes were quantified by means of their quenching constants. Stern-
Volmer plots were also derived from lifetime imaging measurements accomplished by
the Rapid Lifetime Determination (RLD) technique based on microwell plate assays,
and also by the Time-Correlated Single Photon Counting technique (TCSPC). Accord-
ing to those data, a time-resolved fluorescent method for copper determination can be
proposed which is based on dynamic quenching of the [Eu(Tc)(HP)] complex by Cu*
ions. The response to copper concentrations is linear up to 1.6 pmol L™, providing a

detection limit of 0.2 umol L.

Index Headings: heavy metal quenching; time-resolved fluorescence imaging; single
photon counting technique; europium tetracycline hydrogen peroxide ternary complex;
copper determination.
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INTRODUCTION

Complexes of Eu’* with different organic ligands are promising candidates as lumi-
nescent probes and stains for biomolecular systems and are extensively investigated for
more than 25 years now." (Immuno)histochemical staining is nowadays an important
method which is widely used for scanning tissue samples or cell cultures for biomolecu-
lar interactions.” The use of europium chelates as labels for proteins or antibodies, with
their outstanding properties like long fluorescence decay times in the ps range, Stokes
shifts of more than 200 nm, and a line-like emission, has resulted in time-resolved de-
tection techniques such as time-resolved fluoroimmunoassays (TRFIA).*® Functional-
ized lanthanide complexes are also used as labels for DNA and proteins, and are appli-
cable as donors in assays based on time-resolved resonance energy transfer (RET).”!
Time-resolved measurements enable the suppression of fluorescent back-ground signals
(noise) by collecting the emitted fluorescence signal within time gates in the us range,
whereas the autofluorescence of other biological species decays in the ns range.

The commonly observed sensitization mechanism for luminescent europium com-
plexes involves a triplet pathway. The transfer of the energy absorbed by the ligand to
the Eu®* occurs from the ligand triplet excited state (T;). The optical excitation window
is limited to wavelengths below 380 nm.'> With the use of “antenna” chromophores as
ligands, which have a smaller energy gap between the lowest singlet excited state (S;)
and the T, state, the excitation wavelength can be shifted into the visible region. Fur-
thermore, longer-wavelength excitation of the Eu’* emission can be achieved due to a
singlet pathway, in which the energy of the S state of the chromophore is directly trans-
ferred to the luminescent states of the europium center.'

The antibiotic tetracycline is known to act as an antenna ligand for europium ions.'* The
Eu(III)-tetracycline complex can bind H,O; to form the strongly fluorescent complex
[Eu(Tc)(HP)] with an absorption maximum around 400 nm. The addition of H,O; to the
[Eu(Tc)] complex induces a 15-fold increase in luminescence intensity at 615 nm, due
to the replacement of a water ligand and formation of a peroxo complex'®. This is, in the
case of a 3:1 molar ratio Eu:Tc an increase in the average luminescence decay time T
from 30 us to 60 us was observed. Both complexes can be excited by a 405 nm LED or
diode laser. Eu** in complexes exhibit eight or nine coordination sites."!® Both [Eu(Tc)]
and [Eu(Tc)(HP)] complexes display the typical absorption and emission spectra of a
lanthanide-ligand complex. The absorption band (with peaks at Aex. = 398 and 405 nm)
is caused by the presence of the tetracycline ligand which - in its uncomplexed form -
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has a very similar absorption spectrum. As in other complexes of this type, the photonic
energy absorbed by the ligand is transferred from the triplet state of the ligand to the

3+ . o . . 17,18
central Eu”" ion with its typical emission spectrum

composed of a main band which
sharply peaks at 615 nm ("Dy—'F,) and several side bands centered at 579, 597, 654,
and 688 nm (°Dy—Fy.4). This reflects the low symmetry of the Eu’* center.

This reversible response in fluorescence emission can be applied in optical sensors
for hydrogen peroxide,19 glucosezo, and for the determination of enzyme activities asso-
ciated with either the production (e.g. by oxidases)*' or the consumption of HP (by per-

. 2.2
oxidase or catalase)™ 3

using time-resolved fluorescence detection techniques or imag-
ing.

It was reported that the luminescence intensity of Eu’* applied in carboxymethyl
cellulose films can be quenched by copper.24 An analogous behavior was observed for
europium terpyridyl chelates in solution.”” The quenching method appears suitable for
copper determination in environmental or tap water samples, although interferences by
other heavy metal ions are immanent. Here, we present a study on the fluorescence
quenching of the [Eu(Tc)(HP)] complex by Cu®* ions and a series of other heavy metal
ions. All experimental variables that influence the quenching process have been exam-
ined and the associated mechanisms have been analyzed. The parameters were opti-
mized for copper ion determination in microwell plate based assays, which enables a

fast and parallel detection of a large number of samples, using time-resolved fluores-

cence readers or imaging systems.

EXPERIMENTAL

Chemicals and Reagents. All chemicals used were of analytical-reagent grade and re-
verse-osmosis type quality water (Milli-RO 12 plus Milli-Q station from Millipore) was
used throughout. The copper stock solution (1000 mg/L) was prepared from copper(II)
sulfate pentahydrate. Stock solutions containing each 1000 mg/L of Fe®*, Ag*, AI**, Zn*,
Co™, Ni**, Mn**, Ca** and Mg** were prepared from iron(IIl) chloride hexa-hydrate, sil-
ver(I) sulphate, aluminium(IIl) nitrate nonahydrate, zinc(Il) chloride, cobalt(Il) chloride
hexahydrate, nickel(Il) sulfate hexahydrate, manganese(Il) sulfate monohydrate, cal-
cium(Il) chloride dihydrate and magnesium(II) sulfate heptahydrate, respectively (all
from VWR, Darmstadt, Germany). Solutions of lower concentrations were prepared by
dilution with a 10 mM MOPS 10 mM buffer of pH 6.9.
3



The 10 mM MOPS buffer was prepared from 3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid
and sodium 3-(N-morpholino)propanesulfonate (Carl Roth, Karlsruhe, Germany). A pH
of 6.9 was adjusted by addition of a hydrochloric acid solution. The EuTc stock solution

was prepared by dissolving the exact amounts of europium(IIl) chloride hexahydrate

(Alfa Products, Danvers, MA, USA; www.alfa.com) and tetracycline hydrochloride
(Sigma-Aldrich) in 10 mM MOPS buffer to have a final concentration of 0.21 mmol L!
in Eu(IlIl) and in Tc.
Apparatus and Software. An Aminco-Bowman Series 2 luminescence spectrophoto-
meter (SLM-Aminco, Rochester, NY) equipped with a continuous wave 150-W xenon
lamp as light source was used to acquire steady-state spectra. Fluorescence was excited
at 405 nm and the emission collected at 616 nm. All experiments were performed at
25°C.

Luminescence intensities from the 96-microwell plates were recorded with a Tecan
GENios Plus microplate reader at an excitation wavelength of 405 nm and an emission
wavelength of 612 nm in presence of different metal ion concentrations. The set-up of

1920 and con-

the imaging system has been described in detail in previous publications
sists of a fast gateable CCD-camera (Imagex — Tgi, Photonic Research Systems, Lon-
don, GB; www.prsbio.com), a pulseable LED array with 96 UV light emitting diodes
(Amax = 405 nm, Roithner Laser Technik, Vienna; www.roithner-laser.com), optical
excitation (BG 12; Schott) and emission filters (KV 550; Schott) and a personal com-
puter for control and visualization of the experiments.

The decay times were recorded with an OB 920 Spectrometer with a uF 900-HP
microsecond flashlamp and a S900 single photon photomultiplier detection system (Ed-
inburgh Instruments Ltd, Livingston, UK; www.edinst.com) using the F900 single pho-
ton fluorescence spectrometer software. For the treatment of the experimental data Stat-
graphics software package (Manugistics Inc. and Statistical Graphics Corporation,
USA, 1992), version 6.0 (STSC Inc. Statistical Graphics Corporations, USA, 1993)
were used.

Procedure. Aliquots of the aqueous solution containing between 0.2 and 1.6 umol L™
of copper or other metal ions were placed into a 10 mL volumetric flask containing 10
umol L™ of the [Eu(Tc)] complex and 0.4 mmol L' of HP. The solution was filled up
tol0 mL with a 10 mM MOPS buffer of pH 6.9. Then, 200 uL of this solution were

placed in each well of a 96-well microplate. The fluorescence intensity was measured



after 30 minutes. The time-resolved fluorescence intensity was determined in a micro-
plate reader setting an excitation wavelength of 405 nm and an emission wavelength of
612 nm with a delay time of 60 ps after excitation and an integration time of 40 ps. All
measurements were carried out at 25° C.

Reference Procedure. Tthe photometric method of Cu”* determination based on the
chelating agent sodium diethyldithiocarbamate-trihydrate (Merck copper test, VWR

International, Darmstadt, Germany) was used.

RESULTS AND DISCUSSION

Theoretical Background

Fluorescence quenching refers to any process which decreases the fluorescence in-
tensity of a sample. A variety of molecular interactions can result in quenching. These
include excited state reactions, molecular rearrangements, energy transfer, ground-state
complex formation, and collisional quenching."”®! Collisional or dynamic quenching
results from collisional encounters between a fluorophore and a quencher molecule. In
the case of static quenching, a complex is formed between the fluorophore and the
quencher, which is nonfluorescent. Collisional (“dynamic”) quenching of fluorescence

is described by the Stern-Volmer equation:

F,
70:1+KqTO[Q]:1+KD[Q] (eq.1)

where Fy and F are the fluorescence intensities in the absence and presence of
quencher, K, is the bimolecular quenching constant, T is the lifetime of the fluorophore
in the absence of a quencher, and [Q] is the concentration of the quencher. The Stern-
Volmer quenching constant is given by KTo. If quenching is purely dynamic, the Stern-
Volmer constant will be represented by Kp. Accordingly, Kp™' represents the quencher
concentration at which 50% of the initial intensity is quenched.

Static quenching can also result in a linear Stern-Volmer plot. Static and dynamic
quenching can be distinguished by their different dependence on temperature and vis-
cosity, or preferably by lifetime measurements. An important characteristics of colli-

sional quenching is the equivalence of fluorescence intensity (F) and lifetime (7):

—=— (eq. 2)

Therefore:



770:1+KqTO[Q]:1+KD[Q] (eq. 3)

Static quenching does not decrease the lifetime because only those molecules are
“seen” that are fluorescent, since the uncomplexed fluorophores still have the un-
quenched lifetime To. The dependence of the fluorescence intensity upon quencher con-

centration for static quenching is:

ot ksfo] (cq. 4

The dependence of Fy/F on [Q] is linear and identical to that observed for dynamic
quenching except that the quenching constant is now the association constant of the
complex.

The measurement of fluorescence lifetimes is the most definite method to distin-
guish between static and dynamic quenching since in case of static quenching To/T = 1.
In many instances the fluorophore can be quenched both dynamically and by complex
formation with the same quencher. The characteristic feature of Stern-Volmer plots un-
der such circumstances is an upward curvature, concave toward the y-axis. In this case

the dependence of the fluorescence intensity upon quencher concentration is:

(4K, & o) (cq.5)

For detailed derivations see the monograph from Lakowicz.*®

Experimental Parameters

The presence of copper results in fluorescence quenching of the [Eu(Tc)(HP)]
complex. The effect is not attributed to a catalytic decomposition of HP. If decompo-
sition takes place, the addition of Cu(Il) ions to a [Eu(Tc)(HP)] solution should generate
a continous decrease in fluorescence intensity over time, until the low fluorescence level
of [Eu(Tc)] is achieved. This could not be observed in kinetic measurements. The most
important experimental parameters that can affect the luminescence quantum yield of
the [Eu(Tc)(HP)] complex are the molar ratio between Eu’" and Tc, the concentration of
HP, ionic strength, and pH.

In order to optimize the Eu:Tc molar ratio, solutions containing different molar ra-
tios (1:1; 2:1; 3:1 and 4:1) were prepared. Every molar ratio was tested against diffe-

rent concentrations of copper. The highest response was observed at a stoichiometry of
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1:1 which therefore was selected for further experiments. The time-resolved microwell
plate assay showed the highest response and the best reproducibility using a timelag of
60 s with an integration time of 40 us after excitation, which follows the main compo-
nent of the three-exponential decay profile of [Eu(Tc)(HP)].15 The reaction time was
varied from 20 to 90 min, revealing that the fluorescence decrease due to quenching
reached a steady state after 30 min. Variation of the [Eu(Tc)] and HP concentrations
resulted in an optimal dynamic range for the quenching assay at an [Eu(Tc)] concentra-
tion of 10 umol L™ and an excess of HP of 0.4 mmol L. Addition of different concen-
trations of sodium chloride between 50 and 1000 mM showed no noticeable influence
of the ionic strength on the quenching constants.

In contrast, the effect of pH on the fluorescence of the europium tetracycline com-
plexe is very high. The influence of pH from 4 to 10 on the fluorescence properties was
studied with [Eu(Tc)], and [Eu(Tc)(HP)] in the absence and in the presence of Cu*".
Figure 1 shows that in all cases a pH around 6.9 indicates the highest changes in fluo-
rescence intensity. Therefore, all further quenching experiments were carried out at pH
6.9.

Figure 1

Luminescence Intensity Studies

The results obtained by luminescence intensity measurements for copper concen-
trations from 0.0025 to 40 umol L' were used for the calculation of a Stern-Volmer
type calibration curve by plotting (Fo/F-1) vs the concentration of Cu®*, (Figure 2). Both
dynamic and static quenching mechanisms can be deduced in the presence of copper as
indicated by the concave upward curvature.

Figure 2

Luminescence Lifetime Studies

Different quantities of copper were added to a solution containing 10 pmol L™ of
the [Eu(Tc)] complex to detect the changes in luminescence lifetime caused by copper
quenching. The average lifetimes T were calculated using a CCD camera-based device,
which can image a 96-microwell plate. The instrumental set-up was the same as de-
scribed by Liebsch et al.*’ with slight modifications.' Imaging according to the Rapid
Lifetime Determination technique (RLD) is a straightforward method for the evaluation

of luminescence lifetimes. The fluorescence is integrated during two time windows. The
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first has a delay time of O Us and an integration time of 50 us, the second a delay time of
50 us and an integration time of 50 us after the excitation pulse (pulse length 60 ps).
After subtraction of the dark background images, the final expression to calculate

the lifetime is:

1= (eq. 6)

where t; is the delay time of the first window and t; is the delay time of the second win-
dow. A, is the integrated signal obtained in the first window; A, is the integrated signal
obtained in the second window. Equation 6 assumes a monoexponential decay. In case
of a multi-exponential decay system like the [Eu(Tc)(HP)] complex it gives only an
approximate value of the average decay time. It is important to note that in this case the
selection of the detection windows has an influence on the lifetime calculated by means
of this model™, taking into account that the integration times of both windows must
have the same value.

From the images obtained (Fig. 3a) we calculated the average lifetimes Tay of the
complex in the presence of different concentrations of copper, observing a decrease in
luminescence lifetime with increasing copper concentration (Figure 3b).

Figure 3a,b

Figure 4 shows the Stern-Volmer plot, (to/tav-1) vs Cu2+, where Ty is the average
lifetime of the [Eu(Tc)(HP)] complex. The slope of the linear function gives the dy-
namic quenching constant. Based on the fluorescence intensity plot (Fig. 2), one can
plot [(Fy/F — 1)/[Cu2+]] VS [Cu2+] as shown in Fig. 5. Accordingly, one can calculate the
dynamic and static quenching constants. The slope of this plot is Kp-Kg and the inter-
cept is (Kp + Ks) where Kp is the dynamic quenching constant and Kg is the static
quenching constant. In our case, Kp-Kg 1is 3-10'"' M and Kp + Ks is 2-106, so for the
constants the values 1.63-10° and 1.84-10° M can be allocated. The slope of the plot
[(To/T)-1] Vs [Cu2+] (Fig. 4) is consistent with a Kp of 1.28-10° M. Consequently, we
assign for Ks = 1.84-10° M and for Kp = 1.63-10° M.

From Kp, the bimolecular quenching constant K, for the system Cu(Il)/
[Eu(Tc)(HP)] can be calculated using the expression Kp = KTy, which gives a K, of
2.5.10° M's™.

Figure 4,5



We must say that the equations used to calculate the different quenching constants are
valid for species following a monoexponential decay model, taking into account that our
fluorescent complex follows a three exponential decay model, the values calculated for
the different constants are an aproximation.

The RLD technique was also applied to study the influence of the ions Fe’*, Ni**,
Zn”*, Ca®, and Mg** on the decay time of the [Eu(Tc)(HP)] complex. However, com-
paring statistically the different lifetimes respect to the decay time of the [Eu(Tc)(HP)]
complex in absence of metal ion any changes were observed, except for iron and nickel
(Table 2).

As confirmation for the average decay times obtained by the RLD imaging set-up,
the Time-Correlated Single Photon Counting (TCSPC) technique was applied in pres-
ence of Cu”* (Figure 6), Fe**, Ni**, and Zn**. Table 1 shows the characteristics lifetimes
of the different exponential terms included in the global 3-exponential decay model and
the average lifetime of the entire decay process, their relative contributions (%) are also
quoted considered as the relative fluorescence intensities of the different components
included in the global process and expressed as a percentage. %~ values close to 1 are
obtained. x” indicates the goodness of the fit between the theoretical decay model and
the experimental data. Lifetime calculations assuming a 2-exponential decay model re-
sulted in higher % numbers, thus indicating a less accurate fit.

Figure 6, Table 1

Comparing the results obtained for copper by using both RLD and TCSPC tech-
niques, a good agreement can be found. In the case of iron and nickel the RLD imaging
is not sensitive enough to detect such small changes in the average lifetime in the com-
plex three-exponential decay model. Fe** and Ni**, similar to Cu®*, are both dynamic
and static quenchers, while the others ions (Zn**, Ca® and Mg2+) are purely static
quenchers. The decrease in lifetime is higher for Cu®* than for Fe** and Ni**.

Table 2

To calculate the corresponding static and dynamic quenching constants, fluores-
cence intensities and lifetimes were measured at different metal ions concentrations. In
all cases, [(Fo/F) — 1] vs the metal ion concentration was plotted. From the slope of the
plots we calculated the constants of static quenching. For dynamic quenchers, as is the
case of Fe3+, [(to/t) — 1] vs metal concentration was plotted, where Ty is the lifetime of

the [Eu(Tc)(HP)] solution without metal. From the slope of these plots the constants of



dynamic quenching was calculated. In all cases the values for Ks and Kp are lower than
those for copper (Table 3). For Zn®*, Ca®* and Mg there was no change in lifetime
observable with increasing metal i1on concentrations, so these can be suggested as purely
static quenchers.
Table 3
Former studies on the use of lanthanides as luminescent probes showed that both
static and dynamic quenching can occur in the presence of Cu™*, for example in the case
of quenching of the luminescence of Eu’* ions retained by ion-exchange in carboxy-
methyl cellulose membranes® and in the case of the Eu(IIl) terpyridine-polyamino-
polycarboxylate chelate.”” In both cases this was ascribed to the paramagnetic nature of
Cu®* ions. Other metallic ions caused also quenching, although, much weaker than in
presence of Cu”*. It should be considered that coloured ions such as Fe**, Ni**, Co** and
Cr’*can cause a quenching effect due to the overlapping of their absorption spectrum
with some emission bands of Eu’*. In the case of colourless ions such Pb**, Zn**, Cd*

2 Py . . 24,25
and Hg™" also no significant dynamic quenching was observed

. Results obtained by
us agree with those of Kessler® and Arakawa and Akamine24, which were outlined
above, although the dynamic Stern-Volmer constants for Fe’* and Ni** are higher in
case of our complexation system. Additionally, we found that Ca®* and Mg** act as

static quenchers besides Zn**.

Time-resolved Fluorescent Intensity Assay for Copper Determination

The luminescence quenching of europium chelates is a promising tool for the quan-
tification of copper concentrations in water samples.24’25 A quick sample analysis and a
high parallelization can be achieved by the application of microwell plates. Two series
of standard solutions were prepared for the determination of the calibration curve: the
first in the maximum slope area (9 standards, 4 replicates each), with Cu”" concentra-
tions from 0.0025 to 1 pmol L', the second in a concentration range where total
quenching is observed (5 standards, 4 replicates each), with Cu’* concentrations from 2
to 40 umol L' (Figure 7). The linearity was proved by a lack-of-fit test and the function
obtained was F = -21872 [Cu(II)] + 36488. The limit of detection (LOD) calculated as
3-SD(blank)/slope (according to IUPAC?), was 0.2 pmol L' of Cu** (12 ug/L). The
saturation limit for the quenching assay was calculated from the intersection point of the
linear calibration function (F = -21872 [Cu(II)] + 36488) and the function independent
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of copper concentration (above maximum quenching) (F = -51.3 [Cu(ID] + 1862.4).
Accordingly, the dynamic range for copper determination in aqueous solutions covers
concentrations from 0.2 to 1.6 pmol L™ Cu®* (12 to 101 pugL™"). Table 4 summarizes the
analytical properties of the fluorescence quenching assay, intercept, slope and probabil-
ity level were calculated using Statgraphics software. The LOD of this method is com-
parable to the results obtained with an europium terpyridyl complex,” but the tetracy-
cline ligand, unlike the terpyridyl derivative, can be obtained very easily. The indicator
complex is easy to prepare, shows a sufficient fluorescence intensity (with a quantum
yield of ¢ = 0.04),” and is excitable at longer wavelenghts.

Figure 7, Table4

RLD Assay for Copper Determination

Detection limit and dynamic linear range were also established using RLD tech-
nique. In this case five standard solutions were prepared for the determination of the
calibration curve (Figure 3b), between copper concentrations from 0.2 to 5 pmol L' of
Cu** (4 replicates each). The detection limit (calculated as before) was also 0.2 pmol L!
of Cu** (12 ug/L). But in this case the dynamic linear range was smaller, running from

0.2t0 0.9 pmol L of Cu®* (12 to 57 ug L™).

Interference from other metal species

In the following, the influence of another metal ions such as AI’**, Co**, Ni**, Zn**,
Mg**, Ca®*, Ag*, Mn”* and Fe** on the fluorescence intensity of [Eu(Tc)(HP)] was stud-
ied and compared with that of Cu®*. In all cases solutions containing 10 wmol L'
[Eu(Tc)], 0.4 mmol L' HP and 0.13 mg/L of the corresponding metal ions except for
Mg2+ (25 mg/L ) and Ca™ (100 mg/L), which are usual concentrations for them in water
samples, were prepared in a 10 mM MOPS buffer of pH 6.9. The resulting fluorescence
intensities were measured by means of a time-resolving microplate reader with a delay
time of 60 s and an integration time of 40 ps.

The results are summarized in Fig. 8. It is evident that the decrease of fluorescence
intensity generated by copper is in all cases higher than that for the other metal ions.
AI’*, Ag* and Mn’* appeared only as very weak interferents (below 10%), whereas
ubiquitous ions like Mg**, Ca®* and Fe’* interfere strongly. In previous papers it was

30,31

found that anionic species such as citrate and phosphate™ " also interfere very strongly.
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Figure 8

Copper assay validation in water samples

In order to assess the method it was applied to actual water samples of diverse
provenance (river water, tap water from old copper pipelines and industrial water), rep-
resenting highly different copper levels. Considering the interferences, the standard ad-
dition method was applied in all cases, adding Cu”* in concentrations between 0.2 and
1.5 pmol L™ to the standard solutions prepared with different volumes of sample (from
25 to 800 uL), 10 pmol L™ [Eu(Tc)] and 0.4 mmol L' HP in 10 mM MOPS buffer of
pH 6.9. Table 5 shows the results obtained using the time-resolved fluorescence inten-
sity method. These are compared with a photometric reference method from Merck
based on the formation of a copper complex with sodium diethyldithiocarbamate as che-
lating agent. Table 5 also includes the mean values from the three determinations of
each sample, standard deviations and the probability value (Py,) of the test used for the
comparison of the measurements obtained for both methods. As can be seen, the results
obtained for both methods are statistically similar. As a result of this studies, the fluo-
rescent copper assay is preferential reliable and reproducible for contaminated wastewa-
ter samples with increased copper concentrations, but the LOD of this method is well
below the legal value for copper in drinking water in Europe (2 mg L™"). Its advantages
include simplicity and rapidity. Only small sample volumes are required and many
samples can be analyzed in parallel by making use of a microwell plate-based format.

Table 5

The time-resolved intensity-based fluorescent assay is prefered over the ratiometric
RLD assay because its dynamic linear range is higher. On the other side, interferents
can be eliminated more efficiently by the internally referenced RLD technique. The

problem of interferences may also be limited by using the standard addition method.

Conclusion

The presence of Cu** ions causes both static and dynamic quenching of the fluo-
rescence of the europium tetracycline hydrogen peroxide complex. The quenching con-
stants have been quantified using the straightforward Rapid Lifetime Determination
(RLD) technique. The results have been validated by Time-Correlated Single Photon
Counting (TCSPC). Interferences by other metal ions like Fe**, Zn**, Ni**, Ca®* and
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Mg2+ were also studied. Based on the results, we have developed a method for the de-
termination of Cu®* in aqueous samples. Time-resolved fluorescence intensity meas-
urements were applied to prove the assay with real water samples. In combination with
the standard addition method increased copper concentrations in wastewater can be de-

termined.
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Fgure captions

Figure 1. Effect of pH on the luminescence intensity of (a) [Eu(Tc)(HP)]; (b)
[Eu(Tc)(HP)] + Cu**; (¢) [Eu(Tc)]. The [Eu(Tc)] concentration was 10 pmol L', that of
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HP concentration: 0.4 mmol L™, and the Cu®* concentration was 2 pmol L. pH values

were adjusted using NaOH and HC1 0.1 M.

Figure 2. Stern-Volmer plot; [(Fo/F) - 1] vs. [Cu2+] in MOPS buffer of pH 6.9. F is the
fluorescence intensity of the initial [Eu(Tc)(HP)] solution without Cu®*, and F is the
fluorescence intensity of the [Eu(Tc)(HP)] solution in the presence of Cu**. The error

bars demonstrate the standard deviations calculated from four identical solutions.

Figure 3. (a) Rapid Lifetime Image (RLD) of an [Eu(Tc)(HP)] solution (¢ = 10 pwmol L
1) in a microwell plate exposed to different concentrations of Cu**: (A) 0; (B) 0.2; (©)
0.5; (D) 0.75; (E) 1; (F) 5 umol L' of Cu(Il), columns were triply spotted. First win-
dow: delay time O us and integration time 50 us; second window: delay time 50 ps and
integration time 50 Us, excitation pulse 60 us. (b) Average lifetime T of [Eu(Tc)(HP)] in
solution (¢ = 10 wmol L") in the presence of different Cu®* concentrations of 0, 0.2, 0.5,

0.75, 1 and 5 pmol L'l, respectively.

Figure 4. Stern—Volmer plot; [(To/T) - 1] vs. [Cu2+] in MOPS buffer of pH 6.9. 1y is the
lifetime of the [Eu(Tc)(HP)] solution without Cu**, and T is the lifetime in the presence

of Cu?*. The error bars show the standard deviations.

Figure 5. Calculations of dynamic and static quenching constants for Cu** from plots of
[(Fo/F) - 1]/ [Cu2+] VS. [Cu2+]. Fy is the fluorescence intensity of the [Eu(Tc)(HP)] solu-
tion without Cu®*, and F is the fluorescence intensity of the [Eu(Tc)(HP)] solution in

2
presence of Cu™".

Figure 6. Luminescence decay profiles of the [Eu(Tc)(HP)] complex in presence and
absence of Cu”*. (a) Eu(Tc)(HP); (b) Eu(Tc)(HP) + Cu®*. Concentrations: 40 pmol L™
[Eu(Tc)]; 0.4 mmol L™ (HP) and 10 pmolL" Cu**.

Figure 7. Calibration plot for the determination of Cu®*; fluorescence intensity vs.

[Cu®*] in MOPS buffer of pH 6.9.
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Figure 8. Comparison of the response of the [Eu(Tc)(HP)] fluorescence on copper and
other metal species. The respective metal ion concentration was 0.13 ppm (w/w), except

for [Mg**] = 25 ppm and [Ca**] = 100 ppm.
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Table 1. Lifetime calculations and relative contributions (%) assuming a triple exponential decay
model using the TCSPC technique. Average lifetime of the entire decay process (t) and chi-

squared xz.
Sample T T, T3 (t) x
EuTc + HP 5.6 us (1 %) 32.6 us (86%) 134.3 us (13 %) 450us 1.261
EuTc + HP + Cu(II) 10.1 ps (16 %) 26.7 us (67%) 81.7 us (17 %) 333us 1.328
EuTc + HP + Fe (III) 4.6 us (1 %) 30.0 pus (88 %) 112.3 us (11 %) 386us 14138
EuTc + HP + Ni (II) 5.0 us (2 %) 30.9 us (86 %) 107.1 us (12 %) 40.0 us 1.588
EuTc + HP + Zn (I) 5.1 us (2 %) 30.6 us (85 %) 114.1 pus (13 %) 41.1us 1.427

Table 2. Comparison of average lifetime calculations using RLD and TCSPC techniques. Concen-
trations: 40 pmol L' [Eu(Tc¢)]; 0.4 mM (HP) and 10 umolL'l of metal, except for Ca(Il):
2.5 mM and Mg(Il): 1.2 mM.

Sample RLD TCSPC
(r) ()

EuTc + HP 48.2 us 45.0 us
EuTc + HP + Cu(II) 28.0 us 333 us
EuTc + HP + Fe (III) 44.3 us 38.6 us
EuTc + HP + Ni (II) 43.7 us 40.0 pus
EuTc + HP + Zn (II) 46.0 us 41.1 us
EuTc + HP + Ca (II) 46.7 us -
EuTc + HP + Mg (II) 46.3 us -

Table 3. Static (Ks) and dynamic (Kp) quenching constants
for Fe (IIT), Ni (II), Zn (IT), Mg (II) and Ca (II).

Metalion KM Kp,M?h
Cu (II) 1.8-10° 1.6:10°
Fe (I10) 2.7-10* 2.7-10°
Ni (ID) 5.4-10° 2.0-10°
Zn (1) 1.2:10° -
Mg (II) 3.2-107 -

Ca (II) 1.7-10 -
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Table 4. Analytical Figures of Merit of the fluorescence quenching assay.

Time-resolved Fluorescent Assay RLD Assay
Parameter

Value; S Value; S
Intercept 36488; 393.6 46.4; 1.4
Slope 21872; 864.6 -8.3-10% 2.1-10°
Probability level % (lack-of-fit test) 12.3 5.7
Linear range (ug/L) 12 - 101 12 -57
Detection limit (ug/L) 12 12

Table 5. Determination of copper in different types of water using the Merck photometric method

as a reference method.

. Quenching Reference
Matrix method S method S  Pu(%)
(LM Cu) (UM Cu)
Tap water 22 0.9 1.36 0.02 17.07
Industrial water 21.2 6.5 21.3 2.0 98.58
River water (Donau, Germany) 0.6 04 0.24 0.02 20.73

Three replicate samples in both cases, S = standard deviation, P,,; = probability value
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