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OBJETIVOS DE LA TESIS 

 

El objetivo general que se pretende en esta Tesis Doctoral es el desarrollo de métodos rápidos 
de análisis químico empleando sensores ópticos desechables, también llamados tiras reactivas, para 
la determinación de aniones en diversas matrices, que presenten las características de basarse en la 
medida de propiedades ópticas y de permitir la determinación cuantitativa de aniones. Como aniones 
objetivo se han seleccionado cuatro de diferentes propiedades y características toxicológicas: nitrito, 
nitrato, cloruro y citrato. Con esta Tesis Doctoral se pretende poner a punto procedimientos de análisis 
rápidos para estos aniones que sean fáciles de usar, de bajo costo y que no contaminen el medio. 
 

Para el desarrollo de estos métodos rápidos de análisis se emplearan diferentes esquemas de 
sensado basados en complejación mediante reactivos cromogénicos convencionales y complejación 
en membrana mediante ionóforos y posterior transducción por absorción de radiación. Las etapas de 
reconocimiento y transducción se combinaran de diferentes formas para lograr una adecuada 
sensibilidad y selectividad. 
 



4  Objetivos 

Los objetivos específicos planteados son: 
 
1. Desarrollar sensores ópticos de un solo uso para la determinación selectiva y rápida de 

aniones que se basen en diferentes estrategias. 
 
2. Proponer los mecanismos de actuación de los diferentes sensores desarrollados. 

 
3. Seleccionar y sintetizar ionóforos que mejoren la selectividad hacia los analitos de 

interés y acoplarlos a esquemas de reconocimiento en sensores ópticos. 
 

4. Establecer la mejor composición de la membrana, buscar los componentes más 
apropiados y optimizar las condiciones de reacción para los diferentes procedimientos 
estudiados. 

 
5. Desarrollar sensores desechables basados en medidas de absorción de radiación 

recurriendo tanto al empleo de reactivos convencional como al de sistemas ionóforo-
cromoionóforo. 

 
6. Caracterizar analíticamente los diferentes sensores desarrollados y demostrar su 

utilidad para el análisis de muestras reales. 
 

7. Estudiar las posibilidades de linealización de las funciones respuesta sigmoidal que 
presentan los sensores basados en segundo componente que operan por coextracción. 

 
 
  



 
 

CAPÍTULO 1 
 

INTRODUCCIÓN 
 

 





 

 

 
 
 
 
 

 
 
 

INTRODUCCIÓN 

 
 

Se pueden considerar los ensayos rápidos como una combinación de herramientas analíticas 
simples, portátiles y baratas con procedimientos de análisis sencillos para la identificación o 
determinación de sustancias. Estos ensayos rápidos son de diverso tipo y entre ellos encontramos 
desde reacciones en disolución con observación visual o medida instrumental, a volumetrías con 
cuentagotas, medida de la longitud o radio de zonas coloreadas u otros. 

 
Todos estos sistemas tienen de común el que se pueden llevar a cabo fuera de un laboratorio. No 

usan las condiciones controladas del mismo. Sus resultados no pueden tener la misma calidad, 
aunque los objetivos que persiguen no son los mismos. Aquí las razones de inmediatez, privacidad u 
oportunidad priman sobre los habituales de un análisis químico, especialmente en términos de 
exactitud o precisión. 
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Uno de estos sistemas rápidos son las llamadas tiras reactivas, también conocidos como 
sensores desechables, sensores de un solo uso o sensores de gota plana. Se podrían definir como 
dispositivos analíticos autocontenidos que pueden ser utilizados, o no, en conjunción con 
instrumentación portátil. De forma más precisa, podríamos decir que son formulaciones analíticas en 
las que todos los reactivos necesarios para hacer un análisis se encuentran presentes en estado 
sólido sobre o dentro de adsorbentes o películas dispuestas sobre láminas de material plástico y que 
en contacto con el problema desencadenan una serie de reacciones o procesos que permiten la 
estimación del analito presente1;2. 

 
Los sensores desechables, nombre con que los denominaremos a lo largo de esta Memoria, 

tratan de satisfacer las necesidades de información química, o, más precisamente, de información que 
se pueda obtener mediante el análisis químico, a niveles próximos al gran público. Por tanto, deben de 
cumplir una serie de condiciones como son: ausencia de manipulación de reactivos y disolventes, 
sencillez de uso, robustez, facilidad de lectura de resultados, inmediatez, bajo costo y que no sea 
necesario personal entrenado para su uso. 

 
De alguna manera supone una democratización – si fuera posible aplicar ese concepto- de la 

Química Analítica. 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 está embarazada, si el contenido en 
cloro o amonio cuaternario de su piscina está al nivel adecuado o si su nivel de glucosa en sangre es 
normal. Incluso se usan para otras cuestiones más polémicas como podría ser el control paterno del 
consumo de drogas de abuso en jóvenes o del patrón sobre sus empleados.   

 
Pero además de estas necesidades de información en casa o a pie de cama por parte de 

usuarios no cualificados, hay muchas otras que pueden ser cubiertas por este tipo de dispositivos. 
Este es el caso de laboratorios de rutina de análisis clínicos o investigaciones de campo por parte de 
geólogos, policía científica o servicios de vigilancia ambiental con diversos objetivos. Así, determinar 
de forma rápida valores de parámetros clínicos en orina y sangre, la denominada en este ámbito 
Química Seca – la cual produjo un cambio en el concepto tradicional de laboratorio clínico al permitir 
utilizar el análisis rutinario de orina como discriminante del estado de salud de poblaciones 
mayoritariamente sanas. También se pueden usar en procedimientos de muestreo para seleccionar 
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que muestras tomar, para monitorizar valores límite en control de procesos, para determinar 
componentes lábiles, por ejemplo en aguas naturales, mediante análisis in situ, o para estimación de 
niveles de analitos que permitan establecer una estrategia de análisis. Incluso para cuestiones tan 
aparentemente nimias como la verificación de muestras, así cuando se sospecha una confusión de las 
mismas. 

 
El concepto de sensor desechable encaja en la cultura del usar y tirar tan extendida hoy en día y 

que aparece en EE.UU. a partir de la II Guerra Mundial por el desarrollo tecnológico que caracteriza la 
reconstrucción bélica. Hay una acelerada producción de bienes de consumo y se generaliza la 
propaganda y venta de productos de usar y tirar, mercancías de un solo empleo, que van desde 
manteles a maquinillas de afeitar, envases no retornables o compresas higiénicas. La brevedad –valor 
de lo efímero- se convierte en el motor que retroalimenta el sistema. Todo producto lleva en sí o 
potencia su propia desaparición. 

 
En este contexto, el desarrollo de dispositivos analíticos que no exigen el uso de un laboratorio, 

que no emplean en absoluto, o casi, reactivos en disolución, que no necesitan personal con 
conocimientos, que se pueden usar en cualquier sitio, que responden de forma prácticamente 
inmediata y que casi no generan residuos, es, evidentemente, bien acogido y aparece como un 
producto –¡ojo, antes el análisis era un servicio!- que encaja en los hábitos culturales.   

 
Estos sensores desechables se pueden clasificar en dos formatos diferentes, los basados en 

observación visual y los que realizan una medida instrumental. 
 
Los primeras son herederas de la tradición en Química Analítica de los papeles reactivos, el más 

conocido de los cuales es el papel de pH en sus diversas variantes (tornasol/universal/décimas). Estos 
sistemas pretenden clasificar la muestra atendiendo a un parámetro de interés en algún subgrupo de 
concentraciones. De esta manera se obtiene una información que se suele denominar 
semicuantitativa, basada en la capacidad de discriminación entre colores del ojo humano. Así dureza 
o nitratos en agua. Alternativamente, pueden ser de tipo disyuntivo (si/no) según se supere un 
determinado valor de concentración, a veces un límite legal. Están diseñados para que sea perceptible 
por encima de ese nivel, así un test de embarazo. 
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Los basados en una medida instrumental utilizan una medida cuantitativa que suministra una 

información más fiable y precisa que la simple distribución en categorías. Las medidas más utilizadas, 
aunque no las únicas, son las eléctricas y las ópticas. Dentro de las eléctricas, los sensores 
desechables amperométricos son los de mayor uso, aunque otros, como los potenciométricos, son de 
interés. En sensores desechables ópticos, los más usados son los que se basan en medidas de 
reflectancia difusa, aunque también en espectrofotometría, fluorescencia, tanto directa como usando 
campo evanescente y, más raramente, otros como en quimioluminiscencia. 

 
En este tipo de sistemas analíticos, a diferencia de los procedimientos analíticos convencionales, 

no se trata de poner a punto un procedimiento, sino de preparar el sistema en su conjunto para su uso 
por el cliente. La dimensión comercial y económica de este tipo de procedimientos rápidos es mayor 
que en otras técnicas y procedimientos. Y buena prueba de ello, es el habitual empleo aquí de 
patentes y modelos de utilidad como forma de publicación y protección de resultados. 

 
Es muy frecuente que sean desarrollados directamente por empresas, ya que las propiedades y 

características que deben mostrar, no solo analíticas sino de estabilidad, robustez mecánica, precio, 
etc., hacen que sea necesaria una tecnología 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 próspero campo de actividad y 
negocio para muchas empresas como Merck, Macherey-Nagel, Kyoritshu, Hach, LaMotte Company, 
Industrial Test Systems, etc. 

 
Las ventajas de este tipo de sistemas analíticos ya han sido señaladas. Los inconvenientes se 

refieren al carácter semicuantitativo de muchos de ellos, su baja exactitud, su escasa capacidad para 
el análisis de trazas, su carácter dedicado para un tipo de analito en una matriz dada, lo que hace que 
tengan escasa versatilidad, salvo que se demuestre su utilidad. 
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1. Clasificación de los ensayos 

 
Estos ensayos de fase sólida deben estar basados en reacciones de suficiente selectividad en 

conjunción con diversas operaciones analíticas para lograr obtener resultados sobre problemas reales, 
sin necesidad de tratamiento previo de muestra ni adición de reactivos. Por otra parte, deben estar 
diseñados de forma que sea fácil su manipulación, sean robustos en su uso, sean estables durante el 
almacenamiento y se pueda realizar la medida con seguridad, generalmente mediante el uso de 
instrumentos dedicados. Las reacciones que se usan van desde reacciones de complejación, a 
reacciones enzimáticas, reacciones antígeno-anticuerpo ó reacciones con ADN. 

 
Se pueden clasificar los ensayos de fase sólida en dos grupos: sistemas verticales y sistemas 

horizontales, atendiendo a como se relaciona el problema conteniendo el analito con la tira reactiva o 
sensor desechable. 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 permitirán 
desarrollar una propiedad analítica3;4 . En los sistemas horizontales la muestra se deposita sobre una 
zona de recepción y se mueve por flujo fluido a través de la tira de ensayo produciéndose como 
consecuencia de esa migración separaciones cromatográficas, reacciones y/o retenciones de analito o 
interferentes, que originaran la propiedad analítica5;6. En esta Memoria de Doctorado solo trataremos 
de ensayos de tipo vertical, por lo que a ellos nos atendremos en lo que continúa. 

 
En los sistemas verticales se pretende integrar todas las operaciones analíticas necesarias en un 

único conjunto sobre el que vamos a aplicar la muestra, lo que provocará, tras la disolución de los 
reactivos, caso de que tenga que ocurrir, diferentes reacciones y procesos que concluirán con la 
realización de la medida. Los tipos de operaciones a realizar dependerán del tipo de problema y de las 
reacciones químicas usadas para su determinación.  

 
Los reactivos en los sistemas verticales se encuentran en fase sólida y se pueden distribuir o bien 

a través de toda la matriz del la zona activa del sensor o bien pueden estar compartimentalizados en 
dominios específicos dentro de la infraestructura de la matriz. Esta distribución de reactivos y 
componentes necesarios se puede lograr de dos maneras: 1) mediante una única capa, los llamados 
sistemas monocapa7-9 ó 2) mediante un conjunto de capas diferenciadas que se encuentran apiladas, 
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los llamados sistemas multicapa10-13. La mayor o menor complejidad del sistema dependerá del propio 
analito, de la complejidad de la matriz que lo contiene y de la selectividad de la reacción de 
reconocimiento. 

 

2. El reconocimiento de aniones 

 
La determinación y cuantificación de aniones, frecuentemente en medio acuoso, tiene un gran 

interés debido a la gran importancia que tienen los aniones en gran cantidad de procesos químicos y 
biológicos. Podríamos decir que el análisis de aniones es esencial para la conservación y 
comprensión del medioambiente. Muchos procesos industriales y agrícolas pueden originar la 
liberación de aniones al medio los cuales pueden tener efectos devastadores. Un campo de gran 
interés es la determinación de aniones en aguas, con el fin de controlar la presencia o el nivel de 
algún contaminante o si la cantidad presente de un determinado anión en agua supera un 
determinado valor (MCL) y decidir si se puede usar para consumo, riego, uso agrícola u otro.  

 
Existen en la actualidad muchos métodos para la determinación de aniones, muchos de ellos son 

métodos cromatográficos, como la cromatografía iónica o métodos basados en electroforesis capilar. 
El empleo de métodos separativos de alta capacidad como son los métodos cromatograficos o 
electroforéticos es una alternativa muy usada y de mucho interés, pues no se precisa de un 
reconocimiento de cada anión, y por tanto de su discriminación de otros presentes, sino solo de su 
separación basada en diferencias en carga, tamaño, polaridad, forma, presencia de grupos quirales u 
otras, y posterior medida en línea de una propiedad no selectiva como puede ser conductividad, 
absorción UV u otras. 

 
El uso de ensayos rápidos de análisis en general, cuyas ventajas antes hemos comentado, 

presenta a priori el problema de que es necesario emplear una reacción de reconocimiento del analito 
con suficiente selectividad para la aplicación concreta a que se destine. Esto supone un problema 
para cualquier tipo de analito, aunque este es mayor para el caso de aniones, especialmente cuando 
lo comparamos con cationes. 
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Entre las características que presentan los aniones que dificultan su reconocimiento en 
comparación con cationes podemos destacar:  

 
1 El tamaño iónico de un anión suele ser mayor que el de cationes isoelectrónicos, así el 

cloruro tiene un radio iónico de 0,167 nm, mientras que el de potasio (K+) es de 0,133 
nm, el mismo que el del anión más pequeño, el fluoruro. Esto implica que la relación 
carga/radio es menor y que, en consecuencia, las interacciones electrostáticas son mas 
débiles, pues disminuyen con el cuadrado de la distancia, originando constantes de 
estabilidad menores. 

2 Las geometrías que presenta la forma de los aniones pueden ser muy diferentes; así el 
cloruro es esférica, el cianuro lineal, el sulfato tetraédrica y el nitrato plana trigonal. En 
consecuencia, habrá que tener en cuenta los requerimientos geométricos de cada 
anión para diseñar sistemas de reconocimiento que tengan una disposición geométrica 
adecuada para poder interaccionar complementariamente con los grupos funcionales 
del anión. 

3 Es frecuente que procedan de ácidos débiles, lo que hace que sean dependientes del 
pH de medio, pues pierden su carga negativa (CN-), o la disminuyen 

( ), al disminuir el pH. Esto implica que los sistemas de reconocimiento 

deberán trabajar entre unos márgenes de pH dados de existencia del anión. 

−− → 3
2
3 HCOCO

4 Los aniones presentan unas energías de hidratación grandes en comparación con 
cationes de tamaño similar, lo que supone que van a interaccionar mucho con 
disolventes polares. Esto dificulta la reacción de reconocimiento del anión, si tenemos 
en cuenta lo antes dicho y que la determinación de aniones tiene interés en medio 
acuoso 

 

3. Esquemas de sensado 

 
Para lograr el reconocimiento de las diversas especies de interés mediante sensores 

desechables de tipo óptico o visual, se han utilizado diferentes esquemas dependiendo del tipo de 
analito y de la muestra en la que aquel se encuentre.  



14  capítulo 1 

 
De una manera general un ligando –portador de iones, ionóforo, indicador o agente complejante- 

o un reactivo o reactivos se enlazan químicamente o bien se entrapan físicamente cerca de la 
interfase o bien en el seno de la capa sensora o bien se inmovilizan directamente en la superficie de la 
zona sensora. La señal óptica se genera mediante la interacción del reactivo, que cambia sus 
propiedades ópticas por reacción con el analito, bien solo o con la ayuda de compuestos adicionales –
cromoionóforo, fluoroionóforo, colorante indicador, reactivos auxiliares-. 
 

Entre ellos podemos citar: a) reacciones redox, este es el caso de la determinación de yoduro 
basada en su oxidación a yodo y retención en una membrana de poliestireno como complejo con 
polivinilpirrilidona14; b) reacciones orgánicas, así la formación de azoderivados para nitrito15;16;16-18 o 
para nitrato previa reducción15;19;20. También se puede citar dentro de este grupo la reacción con 
aminas aromáticas en presencia de cobre para cianuro21 c) reacciones de precipitación o de disolución 
de precipitados, así para cloruro se han propuesto sistemas basados en cromato de plata22, en 
barberina23 o en el complejo de Ag(I) de 2,4,6- tri(2-piridil)-1,3,5-triazina24; para sulfato se ha 
propuesto un sistema basado en el complejo Arsenazo III-bario25 y otro basado en el complejo ácido 
rodizónico-bario26;27; c) reacciones enzimáticas; muy habituales en análisis clínico, así para cloruro 
usando la catálisis por dipeptidilpeptidasa I (catepsina C) de la hidrólisis de oligopéptidos derivados28 o 
para hidrógenocarbonato basándose en su carácter básico débil mediante una reacción indirecta  en 
la que interviene una β-galactosidasa y un criptandano28; d) reacciones de complejación 
convencionales, así para vanadato29 o para fosfato mediante la clásica reacción con molibdato y 
posterior reducción30 o para borato con cúrcuma30; e) reacciones de sustitución de ligandos en 
complejos cromogénicos como la usada para fluoruros30; e) reacciones basadas en ionóforos, así se 
ha utilizado para cloruro basado en cloruro de triciclohexilestaño31. 

 
Vamos a tratar a continuación los dos esquemas de reconocimiento usados para iones 

alcalinotérreos en la presente Memoria de Doctorado, a saber: complejación convencional y uso de 
ionóforos 
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3.1. Sensores desechables basados en reactivos cromogénicos 
convencionales 

 
Este es un esquema frecuentemente usado para sensores desechables y se basa en una 

reacción entre el analito que se encuentra presente en el problema y un reactivo que se encuentra 
inmovilizado en la membrana sensora. Como consecuencia de la reacción se origina una nueva 
especie que implica una reorganización del reactivo, en ocasiones con la incorporación del analito en 
ella, como es el caso de la complejación o reacciones orgánicas, lo que lleva aparejado una 
modificación de sus características electrónicas y, por tanto, de sus propiedades ópticas, lo que 
aprovecharemos para la medida.  
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  Figura 1.1. Modelo de sensor desechable basado en un reactivo convencional 
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Como caso general consideraremos que el analito es un ión Am- que reacciona con un reactivo 

convencional HnL de carácter lipofílico para originar una especie cargada ( )±−npnm
npAL negativamente 

(nm>np) o positivamente (nm<np) que se retendrá en la fase orgánica como par iónico 

con un catión lipofílico Xnpnpnm ALX −
+ o anion lipofílico X- según sea la carga de la especie formada. 

Los diferentes equilibrios se rigen por las siguientes constantes: constantes de distribución entre 

ambas fases del reactivo ; de la sal lipofílica  y de la especia formada como par iónico 

; constante global de formación de la especie β

LnHDK
XRDK

DpiK c; constante de disociación de la sal lipofílica Kd; 

constante de asociación del par iónico especie formada-catión lipofílico KAS y constante de acidez del 
ligando Ka.  
 

En la Figura 1.1 se muestra un modelo general de sensor desechable en el que la zona sensora 
del mismo es de naturaleza hidrofóbica y que la especie resultante tuviera carga negativa (nm>np) 
siendo retenida en membrana como par iónico por una catión lipofílico. En el caso de que estuviera 
constituida por un polímero hidrofílico –celulosa, por ejemplo- se podrían sustituir las anteriores 
constantes de distribución por isotermas de adsorción. 

 
El equilibrio general que se cumple es: 

 

( ) ( ) −+
−

− −++↔−++ XnpnmnpHALRXRnpnmnALHp np)npnm(
m

n  

 
donde se supone que np<nm y cuya constante de equilibrio vendrá dada por. 
 

 
[ ] [ ]

[ ] )npnm(nmp
n

npnmpn
npnpnm(

e
XRALH

XHALR
K

−−

−−+
−=  (1.1) 

 
En la anterior reacción, y en la correspondiente constante, las concentraciones barradas se 

refieren a las de las especies inmovilizadas en la fase orgánica y las que se encuentran entre 
corchetes a disolución. 
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Sustituyendo las diferentes concentraciones por las constantes de los equilibrios involucrados se 

puede demostrar que la constante global del proceso Ke se relaciona con las constantes de los 
diferentes equilibrios involucrados, según: 

 

 )npnm(
XRD

p
LnHD

)npnm(
d

p
apiDASc

e
KK

KKKK
K

−

−

⋅

⋅⋅⋅⋅β
=  (1.2) 

 
Vamos a simplificar este caso general suponiendo que: a) los coeficientes de actividad en fase 

membrana son equivalentes para el reactivo y la combinación reactivo-analito; b) que la 
estequiometría de la reacción es 1:1; c) que la especie originada es neutra y no necesita, por tanto, de 
un  catión lipofílico para su extracción como par iónico a fase inmovilizada y d) no hay influencia del 
pH. 

 
En consecuencia el equilibrio quedará resumido de la forma:  
 

ALLA ↔+  

y caracterizado por: 
 

 
[ ]AL
ALKe =  (1.3) 

 

donde [A] es la concentración de analito y A y AL  es el número de moléculas de reactivo libres 
y combinadas en la fase inmovilizada del sensor desechable, respectivamente32;33. 

 

Si hacemos un balance de masas respecto al reactivo ( ALLCL += ), se puede demostrar que 

L y AL  varían con la concentración analítica de reactivo CL según: 
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 [ ] L
e

C
AK

L
+

=
1

1  (1.4) 

 

 [ ]
[ ] L

e

e C
AK

AKAL
+

=
1

 (1.5) 

 
Tanto la concentración de reactivo libre como combinado dependen de la concentración de 

analito, aunque en un caso depende de forma directa y en el otro de forma inversa. 
 
Nos podemos encontrar con dos situaciones, dependiendo de que midamos una propiedad 

óptica, por ejemplo absorción de radiación UV-Vis o fluorescencia, que dependa de la concentración 
de reactivo L (Figura 1.2) o bien que midamos una propiedad que dependa de la concentración de la 
combinación AL (Figura 1.3). 

 
En el caso de que la propiedad analítica medida dependa de la combinación AL, que es lo 

frecuente en un reactivo cromogénico, la ecuación 1.5 se puede simplificar como se indica a 
continuación. 

Si la concentración de analito es baja, <<[ ]A
eK

1 , la respuesta será proporcional a [A] pues 

 y se cumplirá que [ ] 1≈AK e [ ] Le CAKAL = . 

 

Si la concentración de analito va aumentando, se tiende a un valor límite, [ ]A >>
eK

1  , luego 

1<<Ke[A] y se cumplirá que LCAL = . Esto es, el reactivo se satura con el analito y la señal depende 

de CL, el cual es constante. 
 
En el caso en que la propiedad analítica medida dependa de la concentración de reactivo L que 

no ha reaccionado, la ecuación 1.4 se puede simplificar según sigue: 
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Si la concentración de analito es muy baja [A]<<Ke y la combinación formada es suficientemente 

estable, se cumple que 1>>[A]Ke y, en consecuencia, que  LCL = ; esto es, la señal depende de la 

concentración analítica CL que es constante. 
 

Si  se cumple que 1<<[A]K[ ] eKA ≈ e y por tanto que [ ]AK
CL
e

L= ; esto es, la señal medida 

decrece al aumentar la concentración de analito. 
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Figura 1.2. Relación entre señal óptica que es proporcional a 
especie formada y la concentración de analito 

 

Si [A]>>Ke se cumple que  1<<[A]Ke y CL<<[A], luego L  debería tender a un valor límite cero si Ke 
fuera suficientemente elevada, pues se consume todo el reactivo. 

 

En el caso en que se pueda medir tanto AL  como L , se puede usar como parámetro analítico el 
cociente entre ambos. A partir de las ecuaciones 1.4 y 1.5 se puede escribir: 

 

 [ ]AK
L

AL
e=  (1.6) 
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Este cociente es directamente proporcional a la concentración de analito y es independiente de 

CL. Esta forma de medida presenta la ventaja de ser menos sensible a fluctuaciones instrumentales y 
el inconveniente de que ambas especies L y AL deben estar presentes en cantidad suficiente como 
para que se puedan medir ambas con precisión, lo cual limita el rango dinámico. 

 
Como vemos, la constante de equilibrio tiene una gran importancia en la respuesta que origina el 

sistema, sea cual sea el parámetro que midamos ( LAL,AL,L ). En cualquier caso, la constante de 

equilibrio define el rango de concentraciones de analito que se puede medir con una fase reactiva 
dada. 
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Figura 1.3. Relación entre señal óptica proporcional a reactivo 
restante y concentración de analito 

 
Si la medida que se hace es de absorción de radiación por transmisión, las expresiones 

anteriores resultan al aplicar la ley de Beer: 
 

 [ ] L
e

L C
AK

l
A L

+

Φε
=

λ

1
                                                       (1.7) 
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[ ]

[ ] L
e

e
AL C

AK
AKl

A AL

+

Φε
=

λ

1
                                                (1.8) 

 

En ellas LA  y ALA  son los valores de absorbancia medidos a las longitudes de onda Lλ  y 

ALλ características del reactivo y de la combinación, Lε  y ALε  son las absortividades molares 

respectivas del reactivo y de la especie formada, l es el paso de radiación efectivo de la zona sensora 

del sensor desechable que suele ser de unos pocos a decenas de µm y Φ es la eficiencia en la 

recogida de radiación en el detector. 
 
En el caso de que se mida la reflectancia difusa se puede utilizar la expresión de Kubelka-Munk, 

donde el parámetro experimental R definido como el cociente de la intensidad de radiación leida por el 
detector con respecto a la intensidad reflejada por un patrón: 

 

 
std

x
I
IR =  (1.9) 

 
Reflectancia que se relaciona con la concentración a través de una expresión del tipo: 
 

 ( )
S
C

S
K

R
R ε

==
−
2

1 2
      (1.10) 

 

en la que K es el coeficiente de absorción, S es el coeficiente de reflexión, ε es la absortividad 

molar y C es la concentración. Las medidas de reflectancia son comparables a las de transmitancia y 
al igual que ella no se relaciona linealmente con la concentración. Se han usado diversos algoritmos, 
que dependen de la naturaleza de la iluminación, de las características reflectantes de la tira reactiva 
seca y de la geometría del instrumento, para convertir las medidas de reflectancia en función lineal de 
la concentración34. 

 
Gran número de las reacciones usadas en sensores de un solo uso para la determinación de 

especies basadas en reactivos cromogénicos convencionales son irreversibles. Esto se debe a 
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diversas razones, la primera de las cuales es que la constante estabilidad Ke es muy grande, esto es, 
producen una gran variación negativa de energía libre. Como el rango de respuesta aproximadamente 

abarca log Ke±1 , si se cumple que pA<(logKe-1), el reactivo se encontrará saturado por el analito Am- 

presente y un ulterior aumento en la concentración de ese analito aniónico no originará un aumento de 
señal.  

 
La forma más habitual de usar esos sensores irreversibles es ponerlos en contacto con un 

volumen fijo de analito, de forma que se establezca un aparente equilibrio que estará gobernado por la 
cantidad total de analito en la muestra, de forma que el analito será extraído de la muestra a la tira 
reactiva tal como se observa en la Figura 1.4,  donde se cumple que C1>C2>C3. Se alcanzará la 
saturación una vez que la cantidad de analito excede la capacidad enlazante de la membrana. 
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Figura 1.4. Respuesta de los sensores desechables a un volumen fijo de problema 

segunda razón que justifica la irreversibilidad es la lenta velocidad de reversión de la 
. Esto es, que la velocidad de reacción entre el agente reactivo y el analito es alta, pero la 
versa es muy lenta. A veces, la regeneración de la membrana se logra con ácidos diluidos, 
 y 2 o bien añadiendo algún otro reactivo. Sin embargo, los sensores desechables se suelen 
 de un solo uso debido a su bajo precio.  
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Como vemos, las condiciones para la determinación de especies mediante sensores desechables 
difieren de las empleadas habitualmente en disolución usando los mismos reactivos, pues en 
disolución se usa exceso de reactivo o reactivos, en ocasiones grandes, para, junto con los altos 
valores de constante de equilibrio, conseguir desplazar la reacción completamente hacia la formación 
de productos. En sensores desechables, al igual que para sensores en formato fibra óptica o de flujo, 
la cantidad de reactivo es constante y normalmente no muy elevada. En el caso de que la constante 
de equilibrio fuera muy alta, lo cual suele ser habitual con el uso de reactivos cromogénico o 
fluorogénicos convencionales, se podría extraer todo el analito de la disolución hasta el punto en que 
se agote todo el reactivo.  

 
En este caso, el sensor desechable no funciona como un sensor reversible, pues el sensor 

perturba la muestra, sino como un dispositivo de preconcentración permitiendo la determinación de 
pequeñas concentraciones de analito. Esta opción utiliza una transformación irreversible del analito 
aniónico que genera un producto fácilmente cuantificable. La selectividad proviene en este caso de la 
propia transformación/reacción del analito, aunque puede ser mejorada mediante posteriores 
tratamientos que eliminen los interferentes concomitantes, ya que el producto formado no se perderá. 
Este es lo que a veces se conoce como metodología tipo dosímetro que es adecuada para la 
concentración de analito, aunque menos útil si se producen cambios rápidos y/o de gran intensidad en 
la concentración de analito35. 

   
De este tipo es la determinación de nitrito con un sensor desechable, que se discute en el 

capítulo siguiente, basado en la diazotación de sulfanilamida con nitrito en medio ácido y posterior 
reacción de copulación con N-(1-naftil)etilendiamina y retención del azoderivado catiónico formado 
sobre el polímero sulfónico Nafion mediante intercambio iónico.  

 

3.2. Sensores desechables basados en reactivos ionóforos 

 
El término ionóforo o portador de iones fue utilizado para describir la capacidad transportadora de 

iones a través de membranas de la valinomicina y nigericina y señalar el aspecto dinámico del 
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mecanismo de transporte36, aunque también se usa el término general ligando para señalar la 
asociación y coordinación entre la molécula portadora y el ión. 

 
Así Moore y Pressman observaron una liberación de protones a partir de mitocondrias en 

disoluciones de potasio y evidenciaron las propiedades únicas de la valinomicina para inducir el 
transporte activo de potasio a través de membranas y su intercambio por protones37. Este proceso de 
cambio iónico se da también a través de bicapas artificiales38, así como en la interfase de membranas 
poliméricas plastificadas de electrodos selectivos de iones 39. 

 
La limitación principal que presentan los reactivos convencionales para el desarrollo de sensores 

de tipo sonda, flujo y, en menor extensión, de gota plana, se debe a las altas constantes de estabilidad 
que originan con iones metálicos. Ello hizo que aumentará el interés por el uso de ionóforos, que se 
pueden considerar como moléculas orgánicas lipofílicas, no coloreadas y con capacidad para 
complejar iones de forma reversible y transportarlos a través de membranas orgánicas32. Este tipo de 
moléculas ha encontrado una amplia utilización en electrodos selectivos de iones especialmente para 
iones alcalinos y alcalinotérreos y aniones como cloruro40. 

 
En este caso el sensado se logra mediante interacciones supramoleculares, esto es interacciones 

no covalentes, que tienen la característica general de que son suficientemente débiles como para dar 
lugar a un proceso de tipo reversible35. 

 
Aunque la química basada en receptores para cationes comenzó en 1967 con las investigaciones 

de Pedersen acerca de la complejación de metales alcalinos con éteres corona, los receptores para 
aniones no comenzaron a estudiarse hasta 1976 cuando Graf and Lehn41 describen el 
encapsulamiento de fluoruro, cloruro y bromuro por un criptato protonado. 

 
 El reconocimiento y solubilización de un determinado analito –huésped- por parte del 

receptor o molécula anfitrión es el resultado de una combinación de aspectos complementarios: 
número y tipo de átomos/grupos enlazantes, tamaño y forma de la cavidad que originan en la 
molécula, organización estereoquímica y posicional exacta de los grupos enlazantes y grupos 
funcionales no enlazantes de la molécula, adecuada preorganización –conformación- de la molécula y 
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reparto favorable de la combinación formada entre las fases acuosa –muestra- y orgánica –zona 
sensora-. Los tipos de interacciones puestas en juego no son de tipo  covalente sino de baja energía, 
lo que justifica la reversibilidad. 

 
El reconocimiento de aniones se puede lograr mediante receptores abióticos que emplean 

diferentes tipos de interacción42. La que origina interacciones más fuertes son las interacciones 
electrostáticas de tipo culombiano, esto es, la que tiene lugar entre cargas enteras. Se puede diseñar 
un receptor para aniones basándose exclusivamente en atracciones culombianas si se elimina la 
fluctuación estocástica de cargas positivas alrededor del analito aniónico en disolución y se sustituye 
por un campo permanente. La idea básica de sustituir la nube de cargas fluctuantes por cargas 
positivas unidas covalentemente en una molécula llevó a diseñar receptores tipo amonio cuaternario35. 

 
La eficiencia de los receptores tipo amonio cuaternario se puede incrementar de forma 

considerable mediante enlaces de hidrogeno complementarios. Para evitar la competencia de 
contraiones presentes, se pueden utilizar receptores eléctricamente neutros mediante la disposición 
adecuada de grupos aniónicos unidos covalentemente que originen estructuras zwitterionicas. Otra 
alternativa es disponer de dipolos eléctricos incorporados en la estructura del receptor de forma que 
su extremo positivo se oriente hacia donde debe unirse el anión. Además de los receptores basados 
en amonio cuaternario se han propuesto sales de guanidinio en los que la interacción ocurre por 
enlace de hidrógeno y apareamiento de cargas43;44 

 
Sin embargo, los receptores más eficientes y más fácilmente practicables son los receptores 

aniónicos neutros basados en enlace de hidrógeno como principal interacción. Su gran ventaja es que 
estos enlaces son direccionales, lo que permite diseñar receptores con formas específicas capaces de 
diferenciar entre huéspedes aniónicos con diferente geometría y, por tanto, con diferentes 
requerimientos para interaccionar por enlace de hidrógeno. Se han propuesto un gran número de 
receptores de aniones45, entre ellos se encuentran amidas46;47, sulfonamidas, ureas48, tioureas49, 
aunque también compuestos con simples grupos hidroxilos o heterociclos como pirrol o imidazolio.  

 
Aunque no es necesaria la presencia de pares electrónicos libres en el anión analito para que se 

originen enlaces de hidrógeno, cuando existen tienen gran importancia para su reconocimiento 
supramolecular. Así, en el caso de que el anión posea pares electrónicos libres, lo cual es muy 
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frecuente, estos pueden servir para originar interacciones tipo Lewis con receptores que posean 
grupos aceptores de electrones. Con este objetivo se han utilizado moléculas orgánicas con zonas 

altamente deficientes de electrones como heterociclos tipo tetrazina o complejos π de metales con 

grupos aromáticos orientados o compuestos con centros metálicos como puntos de interacción 
directa35. En este último caso hay diferentes formas de unir el metal a la estructura orgánica. Algunos 
metales como estaño, boro o mercurio forman enlaces covalentes fuertes y directos que permiten la 
construcción de receptores con funcionalidad ácido Lewis situada en posiciones predeterminadas con 
una orientación precisa dentro de la estructura45. El uso conjunto de enlaces de hidrógeno e 
interacciones electrostáticas es capaz de originar receptores de aniones muy efectivos, como es el 
uso de cajas macrocíclicas protonadas para haluros42. 

 
Alternativamente, se pueden construir estructuras receptoras conteniendo un cierto número de 

posiciones de coordinación con heteroátomos que se usan para formar complejos tipo Werner 
coordinativamente insaturados con iones metálicos50. Las dos estrategias usan el solapamiento de 
orbitales atómicos de huésped y anfitrión a través del metal para el reconocimiento. Entre los 
receptores basados en complejos con metales de transición tenemos los complejos tipo polipiridilo 
principalmente con iones de los metales de los grupos 8 y 9, los basados en tricarbonilo de renio (III), 
los complejos de lantánidos (III)51 y los metalodendrímeros50. 

 
No se pueden considerar estrictamente como interacciones supramoleculares estas 

interacciones, pero dado que no suelen ser los enlaces formados de alta energía lo que permite que 
sean reversibles, es por lo que se pueden considerar como ejemplos de sistemas huésped-receptor. 
Un ejemplo típico de la incorporación covalente de centros metálicos son los mercuracarborandanos52. 

 
Un último tipo de interacción usada para el reconocimiento de aniones es el efecto hidrofóbico. 

Así se ha propuesto para el reconocimiento de naftalenosulfonatos por parte de β-ciclodextrinas y es 
debido al desplazamiento de moléculas de agua de la cavidad interna de la ciclodextrina por parte del  
anillo de naftaleno, mientras que el grupo sulfonato permanece fuera de la cavidad en contacto con el 
disolvente, lo que controla la orientación del grupo naftaleno dentro de la cavidad53. 
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4. Uso de ionóforos para aniones en sensores ópticos 

 
Se han utilizado diversos planteamientos para el desarrollo de sensores en los cuales se combina 

la selectividad que aportan los ionóforos con medidas de tipo óptico. De forma amplia podríamos decir 
que un sensor óptico para aniones consta de dos partes. Una de ellas es el lugar de unión del anión 
mediante el uso de un receptor de aniones. Como más arriba se ha comentado los principales grupos 
de receptores de aniones pertenecen a dos categorías: receptores neutros y receptores cargados 
positivamente. La segunda parte es el cromóforo que convierte el acto del reconocimiento del analito 
por el receptor en una señal óptica. Estas dos partes, que se ilustran en la Figura 1.5, pueden estar 
covalentemente enlazadas, intermolecularmente unidas una a otra o mecanísticamente relacionadas. 

 
Cada parte cumple una función precisa; en la primera reside la función de coordinación con un 

anión dado, mientras que en la segunda residen los cambios en algunas propiedades 
espectroscópicas (color, fluorescencia) debido a la coordinación. Este diseño general se basa en la 
coordinación del anión y en principio son reversibles, viniendo determinada la extensión del proceso 
por la concentración del anión presente54.  

 
Además de este tipo de sistema, existen otros en los que el proceso de interacción conduce a 

cambios irreversibles de color o fluorescencia. A este tipo de sistemas se les suele conocer como 
dosímetros o quimiodosímetros (chemodosimeters). Se pueden definir como dispositivos de tamaño 
molecular o mayor que utilizan receptores abióticos para lograr el reconocimiento del analito con una 
transducción irreversible concomitante que es observable visualmente55. 
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Figura 1.5. Esquema operativo de un sensor de aniones56. 
 
 

o diferentes tipos de sensores para aniones basados en moléculas que presentan 
idas la zona receptora y la zona señalizadora. No serán tratados en esta 
ser utilizados en esta Memoria de Doctorado, aunque se citan diversas revisiones 
or extenso, como son las de Martinez-Mañez et al.54;57, Davis et al.58, Fabbrizzi et 
 

os los sensores en los que la zona receptora y la zona señalizadora no estan 
idas, sino que corresponden a dos moléculas diferentes relacionadas 
ntre sí, podemos citar dos tipos de esquemas principales. 

n de ionóforos con colorantes sensibles a potencial. La ubicación de un ionóforo 
nión dado a un lado de una membrana origina un cambio en el potencial de la 
plejación con el analito aniónico y, por tanto, en la distribución del colorante, 

respuesta óptica; por ejemplo una atenuación de fluorescencia por concentración; 
o el cloruro de bencil bis(trifenilfosfina) paladio(II) como ionóforo para nitrito y 
lmetil amonio como ionóforo para cloruro, usando en ambos casos rodamina B 
 colorante sensible a potencial61. 

de un ión junto con un contraión en una membrana; ese es el conocido como 
tracción62. Este mecanismo pertenece a los que se denominan sistemas basados 
ponente ó sensores tipo Simon40. Este mecanismo de sensado se utiliza en 
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algunos de los sensores desechables estudiados en esta Memoria, razón por la cual se discutirá a 
continuación. 

 

4.1. Sensores basados en un segundo componente 

 
En 1982 se describió un tipo de sistema de dos fases que hacía uso de una membrana en una 

tira reactiva óptica, del tipo antes llamado de química seca, para la determinación de iones alcalinos 
en fluidos biológicos63. Este tipo de optodo de química seca pertenecía al tipo, mencionado 
anteriormente, de los basados en segundo componente, en el cual un indicador de pH se combina con 
un ionóforo para transducir la información producida por la interacción aceptor-huésped en una señal 
de tipo óptico. A este principio se denominó inicialmente de heterogenous pH reaction64. 

 
En este caso, se incorporaba en la fase orgánica el ionóforo éter 2,3-nafto-15-corona-5 y el 

indicador de pH 7-(n-decil)-2-metil-4-(3´,5´-diclorofen-4´-ona). La extracción de K+ en fase orgánica 
originaba que el indicador sufriese una desprotonación, lo que originaba un cambio en el estado 
electrónico del indicador y el consecuente desplazamiento espectral.  

 
Este sistema fue patentado por Miles Inc. y comercializado bajo el nombre de analizador de 

química seca Seralyzer65;66. Entre 1983 y 1986 tanto el instrumento como las tiras reactivas fueron 
evaluadas y el mecanismo en que se basan fue estudiado y discutido por el grupo del Prof. Simon en 
la ETH de Zurich (Suiza)67. Dicho principio fue adaptado para optodos selectivos de iones, tanto de 
tipo sonda como de flujo, y usado para el desarrollo de gran número de membranas principalmente 
para diferentes iones metálicos62;68. 

 
Estos sensores se basan en los cambios de concentración en el seno de una fase separada o 

tridimensional –las llamadas bulk membranes- que contiene todos los componentes necesarios, 
disueltos en una membrana polimérica plastificada, generalmente de cloruro de polivinilo (PVC) o un 
polímero similar, para la extracción y reconocimiento del analito y para la transducción de la entalpía 
libre del proceso en una señal de tipo óptico. 
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Los optodos basados en películas hidrófobas no pueden responder a un solo ión, debido a que 
se debe cumplir el principio de electroneutralidad en el seno de la membrana y no puede haber una 
transferencia neta de carga hacia la misma. Por ello, se utiliza un equilibrio de transferencia de fase 
que involucre dos iones diferentes, -uno de ellos el analito y el otro un ión de referencia- de manera 
que se permita la transferencia de iones en ambos sentidos y se mantenga en todo momento la 
electroneutralidad en la membrana. Generalmente, la reacción de complejación de uno de los dos 
iones –el analito- con el ionóforo es el que conduce o desencadena la respuesta de tipo óptico debida 
al segundo ión o ión de referencia: cambio de absorbancia, fluorescencia, fosforescencia o índice de 
refracción. Esto significa que la respuesta del sensor se ha descompuesto en dos procesos diferentes: 
el de reconocimiento del analito por parte del ionóforo y el de transducción de la energía libre del 
proceso anterior mediante el reconocimiento del ión de referencia mediante un ionóforo específico 
denominado cromoionóforo. 
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gura 1.6. Membranas sensoras para aniones basadas en coextracción 
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El cromoionóforo de transducción química debe mostrar una alta selectividad hacia el ión de 
referencia y debe reaccionar con él de forma reversible. Generalmente, el  ión de referencia utilizado 
es el protón, pues se pueden usar como cromoionóforos indicadores de pH que responden muy 
selectivamente a este ión. El emplear protones como ión de referencia tiene diversas ventajas, pues el 
pH de la muestra se puede variar y tamponar en un rango muy amplio de valores y se pueden usar 
gran número de indicadores con valores de pKa diferentes, con la condición de que estén lipofilizados, 
al objeto de que puedan disolverse en la membrana lipofílica de PVC. 

 
Se han usado una gran variedad de ionóforos y cromoionóforos tanto neutros como cargados 

para la preparación de membranas sensoras. Por otra parte, dependiendo de la carga de los analitos 
se definen dos mecanismos mediante los cuales se origina la respuesta óptica: un mecanismo de 
cambio iónico para analitos catiónicos y un mecanismo de extracción para aniónicos.  

 
Dejando de un lado las membranas sensoras de cationes, las membranas sensoras de aniones, 

basadas en equilibrio de coextracción, se pueden usar ionóforos neutros L y cromoionóforos cargados 
C-, lo que a su vez exige el empleo de cationes lipofílicos R+ (Figura 1.6.1) o bien, si el cromoionóforo 
C es neutro, no serán necesarios tales cationes lipofílicos (Figura 1.6.2). En el caso de que el ionóforo 
este cargado L+ serán necesarias posiciones  aniónicas R- en la membrana, siempre que el 
cromoionóforo no esta cargado C (Figura 1.6.3) y no lo serán en caso contrario (Figura 1.6.4). Por 
último, membranas que solo contengan un cromoionóforo neutro pueden actuar como sensoras de 
aniones (Figura 1.6.6) aunque no coextraen aniones selectivamente, sino que muestran un esquema 
de selectividad tipo Hofmeister, esto es, la selectividad varía de acuerdo con la lipofilicidad del anión69. 
 

4.2. Sensores basados en un segundo componente para aniones 

 
Vamos a discutir a continuación de forma breve la teoría del mecanismo de sensado basado en 

coextracción que emplea ionóforos neutros, pues este tipo es uno de los que se ha usado en esta 
Memoria de Doctorado, para la puesta a punto de sensores desechables para aniones. Este tipo de 
sensores ópticos tiene la característica de responder a la actividad del analito en contraste con otros 
métodos analíticos en los que se mide concentración total.  
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Como caso general, consideraremos que el analito es un anión  que reacciona con un 

ionóforo neutro L de carácter lipofílico para originar el complejo  que se retendrá en la fase 

orgánica polimérica como par iónico con el cromoionóforo protonado . Como se indica 

esquemáticamente en la Figura 1.6, en el caso de que el cromoionóforo este cargado será necesaria 
la presencia de una sal de catión lipofílico necesaria para que se pueda dar el equilibrio de 
coextracción. 

−νX
−ν

pXL

νHCXLp

La extracción del analito desde la disolución problema al sensor desechable se puede describir 
mediante un esquema de tres etapas: a) difusión del analito a través de la interfase de la muestra; b) 
transferencia de fase y proceso de complejación/descomplejación; y c) difusión de las especies a 
través de la membrana70. 

 

Al introducir el sensor en una disolución que contiene el analito , y para mantener la 
electroneutralidad en la membrana, se produce una coextracción de cationes de forma que por cada 

carga negativa que entre en forma de analito para complejar con el ionóforo y originar , debe 

entrar otra carga positiva, y la única disponible son los protones que se asocian al cromoionóforo. Así 
como la entrada de analito no es perceptible, la entrada concomitante de cargas positivas si es 
susceptible de transducción óptica mediante la variación de la absorbancia del cromoionóforo al 
protonarse. 

−νX

−ν
pXL

 
El equilibrio global de coextracción que tiene lugar entre la muestra y el sensor desechable será: 

+−ν−ν+ ν+⇔+ν+ν+ HCXLXHCLp p  

 
En este caso no es necesaria la presencia de cationes lipofílicos para permitir el equilibrio. Este 

equilibrio de coextracción viene gobernado por la constante  pXL
eK

 
[ ] [ ]

[ ] [ ]pHX

pXL
e LCaa

HCXL
K p

νν

ν+−ν

+−ν

⋅
=  (1.11) 
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En ella las concentraciones en fase orgánica vienen dadas en molalidades (moles·kg-1) y sus 

coeficientes de actividad se denotan por γ. En fase acuosa las actividades se denotan por a. 

 

Esta constante  será función  de la constante de estabilidad del complejo, de la constante 

de acidez del cromoionóforo y de las lipofilicidades relativas del analito y del protón . 

pXL
eK

−νXK +HK

 
La constante de complejación se refiere al equilibrio: 

 
−ν−ν ↔+ pXLLpX  

 
y viene dada por  

 p
LX

XL
XL aa

a
p

p
−ν

−ν

−ν =β .              (1.12) 

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

 

CHHC +↔ ++  

 
y viene dada por: 
 

 
+

+
=

HC

CH
a a

aa
K                                      (1.13)  

 

Las lipofilicidades relativas del analito y del protón se pueden describir mediante a los 

equilibrios: 

−νXK +HK
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+

+
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K  (1.14) 
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−ν−ν ↔ XX  
−ν

−ν

−ν

γ
=

X

X
I a

K  (1.15) 

 
Si sustituimos actividades por las correspondientes concentraciones y coeficientes de actividad 

en las cuatro constantes que acabamos de definir y, a su vez, operamos en la  (ec. 1.11) resulta 

que la constante de coextracción se relaciona con las constantes de formación del complejo, de 
acidez del cromoionóforo y las lipofilicidades de los iones principal y de referencia, así como con los 
coeficientes de actividad en fase membrana, según: 

pXL
eK
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Como vemos las actividades de todas las especies involucradas controlan el equilibrio, pero solo 

la concentración del cromoionóforo será accesible a través de medidas ópticas. 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 iónica dentro de ella puede variar, 
pues no contiene sal lipofílica. En caso de membranas que la contengan y de acuerdo con la teoría de 
Debye-Hückel, se debería originar un coeficiente de actividad medio constante en fase membrana. No 
obstante, y en una primera aproximación, vamos a suponer a lo largo de esta Memoria que los 
coeficientes de actividad de las especies cargadas son despreciables y que el cambio en los 
coeficientes de actividad de las especies neutras son relativamente pequeños dentro del rango de 
calibración, si su concentración total se mantiene baja. Cuando la cantidad de alguno de los 
componentes de la membrana se incrementa, así de ionóforo por razones de selectividad, se observa 

un cambio en el coeficiente de actividad y, por tanto, en la constante de equilibrio pXL
eK 71.  

 
La aproximación que aceptamos significa que las concentraciones en fase orgánica son 

proporcionales a las actividades. En resumen, la expresión anterior queda reducida a: 
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Para expresar la constante de equilibrio  en función de parámetros experimentales, 

realizaremos un balance de masas respecto a ionóforo (C

pXL
eK

L concentración analítica de ionóforo) y con 
respecto a cromoionóforo (CC concentración analítica de cromoionóforo): 
 

 [ ] [ ]−ν+= pL XLpLC                                                      (1.18) 

 [ ] [ ]++= HCCCC                                      (1.19) 

 

Así mismo definiremos la fracción de cromoionóforo α como el cociente de forma no protonada a 

total: 

 [ ] CCC α=  (1.20) 

 
Luego 
 

 [ ] ( ) CCHC α−=+ 1    (1.21) 

 
Como el cromoionóforo es la única especie detectable en la membrana, si medimos a una 

longitud de onda característica de la especie desprotonada, podemos definir una absorbancia 

normalizada, que será la misma fracción α anterior, como parámetro analítico, de manera que sí α = 1 

no habrá cromoionóforo protonado y le corresponderá una absorbancia A1 y si α = 0 todo el 

cromoionóforo estará protonado y su absorbancia correspondiente será Ao. La forma habitual de 
establecer A1 consiste en tratar la membrana con una disolución 0,01 M de NaOH lo que obliga a que 
todo el cromoionóforo esté en forma básica. En el caso de Ao se trata con HCl 0,01 M, o con otro ácido 
fuerte, con lo que el cromoionóforo se encontrará en forma ácida. 

  
Sustituyendo resulta: 
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Si combinamos las ecuaciones 1.17, 1.18, 1.19, 1.20 y 1.21 obtendremos la función respuesta de 

la membrana sensora para el ión Xv-: 
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Dado que la membrana sensora está en equilibrio químico con la muestra conteniendo analito, lo 

que mediremos no serán concentraciones, sino el producto de actividades entre el ión de referencia y 
el analito. Si se mantiene constante la actividad del ión de referencia podemos despejar la actividad 
del analito (ecuación 1.24). 

 
Si representamos la actividad del analito frente al grado de desprotonación según la ecuación 

citada obtendremos la curva representada en la. Figura 1.7, la cual no nos ofrece mucha información 
salvo que la usemos en forma logarítmica. 
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Figura 1.7. Actividad del analito vs. grado de 
protonación 

 
Si tomamos logaritmos en la ecuación anterior y establecemos como variable independiente 

 y como variable dependiente α y las renombramos como X é Y, respectivamente, llegamos a 

la ecuación 1.24, cuya inversa Y=f(X) podemos observar en la Figura 1.8. 

−νXalog

  

 ( )

( ) ⎟⎟
⎟
⎟
⎟
⎟

⎠

⎞

⎜⎜
⎜
⎜
⎜
⎜

⎝

⎛

⋅⋅⋅ν⋅⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
ν
⋅−−

−
=

ν−ν

+ν

+H
XL
e

p
c

p

C

L aKCpY
C
CY

YlogX
p1

1

1

1                          1.25) 

 
Si tenemos en cuenta en esta expresión que: 1) CC y CL son conocidos; 2) que v y p toman 

valores discretos y conocidos en tanto se ha estudiado el sistema y el comportamiento del 

cromoionóforo y del ionóforo en uso; 3) que  la podemos calcular, bien teóricamente si 

conocemos las constantes de distribución y formación de las especies implicadas, o bien 
empíricamente mediante el establecimiento de un modelo sigmoidal, tal como se explicará más tarde; 
y 4) conociendo la actividad del catión de referencia en la disolución problema, nos queda entonces 

que 

pXL
eK

( ) ( )AffaX ≡α=−ν .  
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Esto es, resulta una respuesta, y en consecuencia un modelo de tipo sigmoidal, ya que 

usualmente se suele representar en función de tal como se muestra en la Figura 1.8, pues 

como hemos dicho la variación de α con la actividad del analito no ofrece información interesante por 

el gran número de décadas que implica. Por ello, se usa la representación frente al logaritmo decimal 
de la actividad. Este modelo no tiene la sencillez de un modelo lineal, pero permite, de una manera 
fácil, la determinación experimental de la actividad del analito.  

−νXalog

 
De manera similar se han desarrollado expresiones, que resultan ser análogas, para el caso de 

sensores basados en un segundo componente que utilizan en vez de un cromoionóforo, un 
fluoroionóforo, esto es un indicador ácido-base fluorescente de tipo lipofílico72. 
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Figura 1.9. Modelo sigmoidal de respuesta en sensores 
para aniones basados en un segundo componente 

 
En algunas ocasiones el cromoionóforo presente no se puede protonar de forma completa, lo que 

se puede deber a diversas causas, así por ejemplo que la concentración de cromoionóforo sea mayor 
que la de sal lipofílica por razones de selectividad o bien a que el pH de trabajo no lo permita. Esto 

hace que no se pueda determinar Ao y, por tanto, tampoco α como indica la ecuación 1.22. Para 

resolver el problema se utiliza un valor de α efectivo, αef,  que señalará el grado de desprotonación en 
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esas concretas condiciones de concentración de sal lipofílica o de pH62. En la presente Memoria de 

Doctorado se usa αef por esta segunda razón, lo que nos permite conocer el grado de protonación con 

respecto a disoluciones reguladoras dadas: 
 

 
otampón

o
ef AA

AA
−

−
=α  (1.26) 

  
 

Se puede generalizar más aún el modelo anterior para el caso en que junto al anión  se 
coextraiga un catión genérico M

−νX
z+, en lugar de un protón, como se puede ver en el esquema de la 

figura 1.10.  
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Figura 1.10. Esquema general de sensado 
para un proceso de coextracción de un anion 
y un catión genérico. 

 
 

En este caso  el equilibrio global de coextracción que tiene lugar entre la muestra y el sensor 
desechable es: 

 

−ν+−ν+ +ν↔+ν++ν p
z
n

z XLzMCzXMLzpCn  

 
Y la ecuación que gobierna este proceso general, que se deduce de un modo similar a como lo 

hemos hecho más arriba,  es la siguiente: 
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SENSOR DESECHABLE PARA LA 

DETERMINACIÓN DE NITRITO EN AGUAS  
 

 

1. Introducción 

 
La presencia de compuestos nitrogenados en aguas naturales, tanto superficiales como 

subterráneas, se debe a que intervienen en reacciones bioquímicas que son necesarias para 
satisfacer los requerimientos metabólicos de organismos vivos. El vertido de aguas residuales, tanto 
urbanas como industriales y sobretodo el empleo de fertilizantes en agricultura, incrementan los 
contenidos de materia nitrogenada orgánica y inorgánica en aguas. Bajo condiciones ambientales 
normales y en presencia de oxígeno, muchos compuestos nitrogenados orgánicos pueden sufrir una 
serie de reacciones enzimáticas por las que se produce amoniaco, el cual es posteriormente oxidado 
a nitrito y nitrato (proceso de nitrificación). 
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El nitrato, aparte de otros problemas, puede ser reducido, por una bacteria que se encuentra en 
el aparato digestivo, especialmente en lactantes, a  nitrito, el cual reacciona con la hemoglobina dando 
lugar a metahemoglobinemia. Además, el nitrito, reacciona con  aminas secundarias y terciarias en 
productos alimentarios para dar lugar a la producción de nitrosaminas, compuestos que parecen 
poseen acción cancerígena. Por todo esto, el análisis de nitrito en agua es necesario no solo por su 
carácter indeseable, sino también porque actúa como un indicador de contaminación bacteriana. De 
hecho, muchos países miembros de la comunidad europea1;2 requieren que el agua de consumo 
humano tenga una concentración máxima admisible en nitrito de 0,1 mg·L-1.  

 
El método usual para llevar a cabo este análisis, requiere, tomar una muestra, conservarla 

refrigerada a una temperatura de 4ºC, o acidificarla a pH<2 con H2SO4 y ser transportada al 
laboratorio donde el análisis tendrá que ser llevado a cabo con la mayor brevedad posible, no mas 
tarde de 24 horas después de la toma de muestra. 

 
Sin embargo, una de las tendencias actuales de la Química Analítica, es la obtención de la 

información química en el lugar donde se necesite sin necesidad de toma de muestra, conservación, 
transporte o análisis en el laboratorio por personal especializado. Existen métodos de análisis rápido 
(test kits) para análisis químico3 que presentan interés por su rapidez, simplicidad, bajo coste 
económico, y porque permiten la detección y/o determinación del analito sin la necesidad de personal 
especializado o incluso de un laboratorio4. Estos métodos de análisis rápido son procedimientos de 
análisis especialmente adaptados y consisten en una reacción química, bioquímica o inmunológica 
junto con un sistema para la evaluación, estando ambos procesos bien acoplados uno a otro. Se 
basan en el uso de algún efecto observable visualmente, normalmente una comparación con una 
carta de colores o la medida de alguna propiedad analítica susceptible de ser medida. 

 
Los análisis basados en ensayos rápidos se pueden llevar a cabo de dos maneras: en disolución 

o en fase sólida. Los sistemas de fase sólida más comunes son los sensores desechables, también 
llamados tiras reactivas, los cuales normalmente consisten en unas pequeñas láminas de un material 
plástico con matrices o zonas de reacción adheridas o termoselladas.  
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La mayoría de los procedimientos para tiras reactivas se basan en medidas de reflactancia difusa 
de una zona reactiva opaca que contiene los reactivos del ensayo. Se han descrito algunos sistemas 
para la preparación de tiras reactivas transparentes que absorben líquidos empleando un polímero 
formador de membrana y un componente que se hincha en agua5. Nosotros hemos empleado la 
metodología de membranas tridimensionales, llamadas “bulk membranes”6 para el desarrollo de una 
base transparente y desechable para el sensor de este tipo. Así, este grupo de investigación ha 
propuesto diversos métodos cuantitativos basados en sensores desechables para la determinación de 
diferentes analitos, como por ejemplo, hierro7, calcio8, o ácido nalidíxico  en agua y orina9. 

 
Existe un buen número de tiras reactivas comerciales para análisis semicuantitativo de nitritos. 

Entre las más usadas en análisis medioambiental, especialmente para aguas, podemos citar las 
varillas de Merckoquant para análisis rápidos que nos dan una información semicuantitativa por 
comparación óptica en un rango de 1 a 80 mg·L-1 y las de RQ Flex, que son capaces de medir nitritos 
entre 0,02 y 3 mg·L-1 usando un reflectómetro de bolsillo; ambos son de Merck. También podemos 
citar las tiras de Quantofix de la casa Macherey-Nagel para análisis semicuantitativo, las cuales 
permiten trabajar en un rango entre 1 y 3000 mg·L-1 de nitrito, empleando una carta de colores. 

 
Sin embargo, el uso más común de tiras reactivas para nitrito en análisis clínico es en el 

diagnóstico de infecciones en el tracto urinario causados por bacterias como E. Coli, Proteus, 
Klebsiella, Stafilococcus o Enterococcus, las cuales son capaces de reducir enzimáticamente nitratos 
a nitritos. Las mas comunes son las tiras multirreactivo, las cuales contienen adheridas a una tira de 
plástico una serie de pequeños cuadrados de un material poroso que están impregnadas en los 
reactivos necesarios, y son capaces de responder hasta a diez analitos diferentes cuando se 
humedecen con orina.10   

 
En este Capítulo se expone el diseño y caracterización de un sensor desechable óptico e 

irreversible, que nos permite la determinación de nitritos, en aguas de diverso tipo, de forma cualitativa 
y cuantitativa con la ayuda de un espectrofotómetro convencional, en un rango de concentraciones 

entre 2,5 y 500 µg·L-1, dependiendo del tiempo de contacto. Para ello, nos hemos basado en la 

reacción clásica de diazotación de la sulfanilamida (SA) con nitrito en medio ácido y posterior 
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copulación con N-(1-naftil)etilendiamina (NED), encontrándose todos los reactivos incorporados en 
una membrana de Nafión.  

 
Este sensor desechable permite la determinación de nitrito en concentraciones mayores de 1,7 

µg·L-1, con un bajo costo y una buena precisión (7,8 %) y, como consecuencia de su diseño, puede 

ser usado con equipamiento portátil para análisis de rutina. Su principal desventaja, como 
consecuencia del mecanismo de reacción en el que se basa, es un largo tiempo de análisis cuando se 
trabaja a alta sensibilidad. 

 
El método propuesto11;12 es selectivo, debido a la selectividad que muestra la reacción de 

derivación, y es sensible, ya que el rango de aplicación de la clásica reacción es reducido 
considerablemente por preconcentración del producto de reacción en la matriz sólida. 

 
El sensor desechable consiste en una pequeña lámina rectangular de poliéster que tiene una 

pequeña superficie circular, transparente e incolora de unos 6 mm de diámetro que se encuentra 
adherida sobre dicha lámina. Esta capa denominada zona activa, contiene todos los reactivos 
necesarios para la formación y fijación de la especie coloreada y permite una respuesta rápida y 
selectiva para nitrito.  

 

0.50 mm 

14 mm

45 mm

 
Figura 3.1. Sensor desechable para nitrito 

 
A continuación se detallan los diferentes estudios realizados para la caracterización de este 

sensor desechable. 
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2. Experimental  

 

2.1. Instrumentación y software 

 
Para llevar a cabo las medidas de absorbancia se utilizó un espectrofotómetro Perkin-Elmer 

Lambda 2 (Norwalk, CT, USA) conectado a un ordenador  IBM SX-486.  La adquisición  y tratamiento 
de los espectros fue llevada a cabo con el software PECSS suministrado por Perkin-Elmer. Las 
medidas de absorbancia se realizaron utilizando el soporte de la Figura 3.2. Este accesorio está 
construido en un bloque de hierro pintado de negro y presenta un orificio de 4 mm de diámetro que 
delimita la superficie del haz de luz y evita los posibles fenómenos de refracción en el borde de la 
zona sensora. Dicho fenómeno de refracción podría incrementar los errores en la medida de la señal 
analítica.  

 
Para el tratamiento estadístico de datos se empleo el software: Statgraphics Versión 6.0, STSC. 

,Manugistics and  Statistical Graphics Corp., USA, 1992. 

 

hν

 
 
 
 
 
 

Figura 3.2. Soporte utilizado para medir la
absorbancia del sensor desechable. 
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2.2. Reactivos y materiales 

 
La disolución madre de nitrito (10,0 mg·L-1)  se preparó en agua a partir de nitrito sódico (Merck, 

Darmstadt, Alemania) secado a 105ºC. La disolución que se conservó en botella ámbar y refrigerada, 
fue periódicamente contrastada por valoración con disolución patrón de permanganato potásico. 
Disoluciones de menor concentración se prepararon por dilución adecuada con agua. Otros reactivos 
y materiales usados fueron: láminas de poliéster tipo Mylar (Goodfellow, Cambridge, UK), disolución 
de Nafión al 5% p/p en mezcla de alcoholes alifáticos, sulfanilamida, clorhidrato de N-(1-
naftil)etilendiamina; todos ellos fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid, España). También se 
utilizaron disoluciones patrón de los iones: Na(I), K(I), Mg(II), Ca(II), Zn(II), Al(III), Pb(II), Cd(II), Hg(II), 
Fe(III). Ni(II), Co(II), Mn(II), Cr(III) y Cu(II), todos ellos como nitratos; CrO42-, SO42-, CO3-, PO43-, ClO-, y 
Cl- como sales sódicas y NO3- como sal potásica que en todos los casos fue suministrada por Merck. 
Todos los reactivos utilizados fueron de grado analítico y el agua utilizada procedía de un equipo de 
ósmosis inversa (Milli-Ro 12 acoplado a un equipo Milli Q de Millipore Co. (Bedford, MA, USA). 

 

2.3. Preparación de las membranas sensoras 

 
Para preparar la membrana sensora se pesó en un vial de vidrio con tapón de unos 3 mL de 

capacidad, 7,0 mg de sulfanilamida y 0,7 mg de N-(1-naftil)etilendiamina, se añadieron 0,6 mL de 
Nafión y se agitó vigorosamente la mezcla hasta conseguir que fuera completamente homogénea. 
Esta disolución es la que denominamos cóctel.  

 
Con este cóctel se prepararon las membranas utilizando un sistema centrífugo de fabricación 

propia basado en el descrito por Seiler y Simon13. El diseño y partes fundamentales de este dispositivo 
se pueden ver en la Figura 3.3. El sistema consta de un motor que hace girar un plato que tiene una 
muesca superficial de las mismas dimensiones de la lámina de poliéster con el propósito de que ésta 
encaje perfectamente en ella. La velocidad de giro se puede ajustar mediante un sistema digital que 
permite seleccionar la velocidad de giro del plato. El conjunto va cerrado con una tapa metálica 
superior que presenta un orificio en el cual encaja una pieza cilíndrica de teflón expresamente 
realizada de forma que una vez cerrada dicha tapa, la pieza queda a una altura y posición adecuada, 
para que con ayuda de una micropipeta se pueda depositar un cierto volumen de cóctel sobre la 
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lámina de poliéster que se encuentra girando a una velocidad establecida. De esta forma, el cóctel se 
extenderá de forma homogénea sobre la lámina de poliéster debido a la acción de la fuerza centrífuga. 
Después de un tiempo dado de giro del plato, se deja reposar la lámina en el mismo sistema cerrado o 
bien en un recinto externo, durante un tiempo suficiente para que se evapore el disolvente. Una vez 
evaporado el disolvente, el sensor desechable resultante posee una zona circular homogénea, 
denominada zona activa del sensor, donde se encuentran los componentes necesarios para 
reconocer al analito y sobre la que se realizará la media del parámetro analítico.  

 
En este caso concreto, el sistema centrífugo de preparación de membranas operó a una 

velocidad de rotación de 300 rpm y se depositaron 30 µL de cóctel sobre una lámina rectangular de 

poliéster de dimensiones 50 mm x 14 mm x 0,5 mm, que hace de soporte. Después de 30 segundos, 
que es cuando el cóctel se ha distribuido homogéneamente sobre la lámina de poliéster, se detiene la 
rotación y se deja la membrana al aire en un lugar oscuro durante 20 minutos donde la evaporación 
lenta de la mezcla de alcoholes alifáticos que disuelven el Nafión dará lugar a la formación de una 
membrana sensora homogénea.   

 
 

 

Motor

Orificio de inyección cóctel

Plato giratorio

On / Off

tapa

Motor

Orificio de inyección cóctel

Plato giratorio

On / Off

tapa

Figura 3.3. Sistema centrífugo de preparación de membranas 

 
Las características físicas de la zona sensora obtenida para el sensor de nitritos fueron: 

membrana circular sólida y homogénea de 6 mm de diámetro, transparente e incolora, que está 
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firmemente adherida al soporte sólido. El espesor de esa capa sensora se calculó en 0,2 µm 

aproximadamente. Este espesor se estimó por cálculo considerando la membrana como un cilindro 
del que conocemos su diámetro, el volumen de cóctel añadido y la densidad que se asimila a la del 
constituyente mayoritario, el Nafión.   

 

2.4. Medida de la absorbancia. 

 
Las medidas de absorbancia se obtuvieron a partir de un sensor desechable que previamente ha 

estado en contacto con la muestra problema y de una tira de Mylar de las mismas dimensiones que 
hace de blanco. Ambas tiras fueron depositadas en dos soportes como los descritos en el apartado 
2.1. Esta forma de medir hace que aumente la reproducibilidad, ya que la medida es llevada a cabo en 
una zona de diámetro constante, 4 mm, el cual es inferior al diámetro de la zona activa del sensor 
desechable. Así, evitamos la variabilidad en el tamaño de la zona entre una membrana y otra. Las 
medidas de absorbancia se llevaron a cabo a 536 nm. 

 

2.5. Procedimiento para muestras y patrones. 

 
Se coloca una alícuota de 25 mL de una disolución de patrón o problema conteniendo entre 8,9 y 

500 µg·L-1, 4,7 y 200 µg·L-1 o  2,6 y 100 µg·L-1de nitrito, dependiendo del rango en el que queramos 

hacer la medida, en una vaso de 30 mL y se le añaden 0,5 mL de disolución de HCl 2 M. A 
continuación, se introduce en la disolución el sensor desechable, sujeto a un soporte, y se agita la 
disolución magnéticamente (Figura 3.4) a 300 rpm durante un tiempo que oscila entre 45 y 90 
minutos, dependiendo del rango de concentraciones que se desee ensayar, todo esto a temperatura 
ambiente. A continuación, se saca el sensor de la disolución y se sacude para eliminar las gotas de 
disolución que lo puedan mojar, tras lo cual se mide la absorbancia en la forma anteriormente descrita. 
Todas las medidas se realizan a temperatura ambiente. En ningún caso se acondicionan las 
membranas antes de su uso. 
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Agitador Magnético

 
Figura 3.4. Sistema de agitación magnética. 

 
3. Resultados y discusión 

 

Condiciones experimentales 

 
Para optimizar el desarrollo de color en el sensor desechable, se han estudiado los factores que 

afectan a la composición de la membrana (naturaleza y composición de los componentes de la 
mezcla, volumen y condiciones usadas para la preparación de la membrana) y los factores que 
afectan a la reacción con nitrito y fijación de los productos de reacción en la membrana sensora (pH, 
fuerza iónica, temperatura y tiempo de contacto). 

 

3.1. Composición de la membrana 

 
Como soporte de la membrana sensora se seleccionaron láminas de poliéster de politereftalato 

tipo Mylar, debido a que son transparentes en la región del visible y son inertes frente a los reactivos 
químicos empleados. Como reacción para la determinación de nitrito se utiliza la conocida reacción de 
formación de colorantes azoicos (reacción de Griess) basada en la diazotación de aminas aromáticas 
por parte del nitrito en medio ácido y acoplamiento o copulación posterior con aminas o fenoles. Se 
seleccionó esta reacción debido a su alta reactividad, sensibilidad y selectividad para esta especie. 
Los reactivos que forman la capa sensora son un compuesto diazotante o nitrosante, un reactivo 
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copulante y un soporte sólido polimérico que incorpora los reactivos y retiene al colorante azoico 
cuando se forme. 

 
Como reactivos diazotante y copulante se seleccionaron sulfanilamida (SA) y N-1-

(naftil)etilendiamina (NED), respectivamente. Otros reactivos, tales como ácido sulfanílico, p-
nitroanilina, ácido p-aminobenzoico, 1-naftilamina o el 1-naftol, conducen a peores resultados en 
términos de velocidad de reacción en la membrana, solubilidad en la membrana y toxicidad. 
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+
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N-(1-naftil)etilendiamina
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Figura 3.5.  Esquema de las reacciones en las que se basa el sensor para el reconocimiento de nitrito.  

 
El colorante azoico que se forma en el medio ácido de reacción esta cargado positivamente y por 

tanto puede ser retenido fuertemente por resinas de cambio catiónico (p.e. Dowex 50W-X2-H+) como 
se ha demostrado previamente14. Por lo tanto, para ser retenido en la membrana sensora es necesaria 
la presencia de grupos cargados negativamente que doten a la membrana de propiedades de cambio 
iónico y permitan retener al colorante azoico por interacciones electrostáticas. Esta carga negativa 
puede ser introducida en la membrana como una especie aniónica lipofílica formando un par iónico 
con el indicador o bien como un polímero cargado negativamente que actúa como polímero formador 
de membrana. La primera alternativa no dio buenos resultados, ya que las membranas de PVC 
preparadas con diferentes plastificantes y sales de anión lipofílico como son las derivadas de 
tetrafenilborato, fueron propensas a la lixiviación de componentes a la disolución problema, lo cual 



Sensor desechable para la determinación de nitrito  59 

resulta en una baja reproducibilidad. Este problema se solucionó empleando membranas de Nafión15, 
que es un copolímero de tetrafluoroetileno sulfonado, descubierto en la década de los 1960 por 
Walther Grot de DuPont de Nemours y considerado el primer tipo de polímeros sintéticos con 
propiedades iónicas (ionómeros). Este polímero forma una membrana iónica que es capaz de retener 
especies catiónicas del colorante azoico por cambio iónico con los grupos sulfónicos del Nafión. El 
Nafión se suministra comercialmente disuelto en una mezcla de alcoholes alifáticos, lo que permite la 
solubilización de los componentes de la zona sensora y su evaporación posterior  para formar la zona 
sensora sólida. 

 
Para optimizar las proporciones de los componentes de la membrana (SA, NED y Nafión) se 

prepararon varios sensores utilizando un volumen constante de Nafión de 0,6 mL, cantidad que nos 
permite llegar a  una situación de compromiso entre la mínima cantidad necesaria para poder disolver 
en ella diferentes proporciones de los reactivos y la máxima cantidad posible que no encarezca el 
sensor desechable. Se utiliza una cantidad constante de uno de los dos reactivos utilizados en este 
cóctel, variándose la cantidad del otro constituyente. Se sigue este modelo de optimización univariante 
debido a que el empleo de optimización multivariante nos llevó a resultados erróneos, ya que aunque 
se producía aumento de señal en determinadas ocasiones, este iba acompañado de un 
empeoramiento de las propiedades físicas de la membrana, tales como pérdida de homogeneidad, de 
transparencia, aumento de fragilidad, etc. Para evitar llegar a estas situaciones cuando se planteaba 
un diseño de experimentos, se optó por la optimización univariante. Las diferentes mezclas 
preparadas contenían cantidades de SA y NED entre 0,5 y 10,0 mg y entre 0,1 y 1,5 mg, 
respectivamente. 

 
Se encontró que para cantidades de NED mayores a 1,0 mg y/o cantidades de SA mayores a 10 

mg se obtenían sensores desechables cuya zona activa era opaca y quebradiza, por lo cual no era 
posible su utilización. Las Figuras 3.6 y 3.7 muestran la respuesta de diferentes sensores frente a 0,1 
mg·L-1 de nitrito; estos resultados indican que 0,7 mg de NED y 7 mg de SA son las cantidades 
apropiadas para la preparación del sensor desechable. 
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Figura 3.6. Optimización de la cantidad de NED en la membrana. 
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  Figura 3.7.  Optimización de la cantidad de SA en la membrana 

 
Otras condiciones relacionadas con la preparación de la membrana que pueden influir en su 

respuesta son el volumen de la mezcla depositada sobre el soporte y el tiempo de secado. Empleando 
la composición optimizada, se prepararon un conjunto de membranas empleando volúmenes de cóctel 

comprendidos entre 5 y 40 µL. En este rango, se observó que la señal analítica aumentaba debido al 

incremento en el diámetro de la zona sensora. Dado que el tamaño de la zona sensora viene limitado 

por la anchura de la lámina soporte, se seleccionó como óptimo un volumen de 30 µL del cóctel, ya 
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que volúmenes mayores alcanzan los bordes de la tira de poliéster y el espesor de la zona sensora no 
es uniforme. Cuando se emplea este volumen de cóctel, el diámetro de la membrana circular que se 
forma es ligeramente menor que el ancho de la tira de poliéster y mayor que el ancho del haz de 
radiación del espectrofotómetro. 

 
También se han estudiado los efectos de las condiciones de secado y el tiempo de secado. Se 

probaron dos condiciones de secado, que fueron a presión atmosférica y bajo condiciones de vacío, 
ambas en ausencia de luz. El secado al aire a presión atmosférica resultó ser el que originaba 
membranas de mejores características; así 20 minutos fueron suficientes para un completo secado del 
sensor desechable. 

 

3.2. Condiciones de reacción 

 
 Como consecuencia de  la reacción con nitrito, el sensor desechable que en un principio es 

incoloro, desarrolla un color violáceo cuyo máximo de absorbancia está a 536 nm. Este valor es muy 
similar al que se obtiene en agua (540nm) o en fase resina (550nm) para el mismo colorante azoico14. 

 
Los factores experimentales que afectan a la reacción de nitritos y fijación del indicador son el pH, 

la fuerza iónica y el tiempo de reacción. 
 
Como es sabido, las especies nitrosantes (H2NO2+, NOX, N2O3) se forman a partir del ácido 

nitroso, por lo que el pH del sistema debe estar por debajo del valor del pKa de este ácido (3,6) para 
asegurar una completa protonación del nitrito16. Para comprobar la influencia del pH sobre la 
respuesta de la membrana, se emplearon varios sensores desechables en disoluciones acuosas que 

contenían 100 µg·L-1 de nitrito a diferentes valores de pH, comprendidos entre 1 y 7. El pH fue 

ajustado con ácido clorhídrico e hidróxido sódico. Como se puede ver en la Figura 3.8 la respuesta 

máxima se consigue para un pH de 2,0±0,5.  
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Figura 3.8. Efecto del pH en la señal del sensor desechable para una concentración de 
nitrito de 0,1mg·L-1   
 

También se ha intentado el evitar tener que añadir ácido a la disolución problema, incluyendo a 
este en la membrana, como se hace en tiras reactivas para determinar nitrito en orina para el 
diagnóstico de infección bacteriana 17-19o en diagnósticos para distinguir alergias de infecciones 20. 

 
Se probaron los siguientes ácidos hidroxicarboxílicos, ácidos mono, di y tricarboxílicos en un 

porcentaje aproximado del 10%: cítrico, oxálico, tartárico, málico, malónico, succínico, glutárico, 
adipico, benzoico y tricloracético y también ácido p-toluensulfónico e hidrógeno sulfato de potasio. 
Pese a que los ácidos tartárico, cítrico y oxálico dieron los mejores resultados, en general las 
propiedades ópticas y mecánicas de la membrana sensora se deterioran, volviéndose opaca y 
quebradiza, y necesitándose un mayor tiempo de contacto entre el sensor desechable y la disolución 
que cuando el ácido se encuentra en la disolución. Por otra parte, se pueden utilizar membranas de 
Nafión conteniendo solo los reactivos, debido a la acidez que se origina debido a los protones 
presentes en los grupos sulfónicos del Nafión. 

 
Dado que este sensor desechable se pretende utilizarlo para determinar nitrito en aguas 

naturales, no es buena alternativa el emplear el ácido introducido dentro de la membrana ya que el 

nivel de nitrito puede estar por debajo de 10 µg·L-1 y el uso del ácido dentro de la membrana conduce 

a una menor sensibilidad del procedimiento. Por ello, es necesario que el sensor desechable esté en 
contacto con un volumen de la disolución para que así se produzca una preconcentración del 
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colorante azoico. Este método es diferente del empleado con tiras reactivas para uso clínico, las 
cuales son humedecidas con la muestra, o bien se añade sobre la zona sensora una pequeña 
cantidad de muestra. Por todo ello se decidió añadir el ácido a la disolución problema donde se va a 
introducir el sensor desechable. 

 
Para ajustar el pH se estudiaron diferentes ácidos y tampones. Pero aunque ha sido observado 

que los ácidos minerales dan peores resultados que otros como el ácido acético16, hemos encontrado 
en este estudio que el pH óptimo es ligeramente inferior que el pH usual empleado para este método 
en disolución, pH 2,5-3,0, y se comprobó que el HCl originaba buenos resultados y presentaba una 
capacidad reguladora adecuada. 

 
La influencia de la fuerza iónica se ha estudiado a dos niveles de concentración de nitrito, a 0,5 

mg·L-1 y a  3,0 mg·L-1, mediante la adición de cantidades crecientes de NaCl. Se ha comprobado que 
el efecto de la fuerza iónica sobre la respuesta de la señal de la membrana es muy pequeño para 
valores de fuerza iónica superiores 0,5 M cuando la concentración de nitrito es de 0,5 mg·L-1, mientras 
que para concentraciones de nitrito de 3,0 mg·L-1  el efecto de la fuerza iónica sobre la señal es 
menor, comenzando a apreciarse una disminución solo a valores superiores a 2,5 M de NaCl.  

 
Para ambas concentraciones de nitrito, la presencia de concentraciones mayores de NaCl 

conlleva una lixiviación del colorante azoico hacia la disolución, que posiblemente sea debido a la 
existencia de una competencia por los grupos negativos del Nafión entre los iones Na+ y el 
azocompuesto protonado. A bajas concentraciones de nitrito, no se observa este fenómeno de 
lixiviación.  

 
Aunque se ha observado que incrementando la temperatura se incrementa la velocidad de 

respuesta del ensayo, se eligió el trabajar a temperatura constante para simplificar el procedimiento 
operatorio. 

 
Se ha comprobado que, al igual que nos ocurrió con un sensor de este tipo para la determinación 

de hierro en disolución7, el tiempo de equilibrio óptimo entre el sensor y la disolución de la muestra 
depende de la concentración de analito. Así el tiempo necesario para obtener un valor constante de 
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absorbancia, disminuye cuando aumenta la concentración de analito en la disolución. Por tanto, se 
puede decir que no hay una única relación entre absorbancia y concentración, sino diferentes en 
función de los diferentes tiempos de equilibración utilizados. Esto es habitual en este tipo de sensores 
desechables, que podemos llamar de preconcentración, pues conforme se aumenta el tiempo de 
contacto se produce un mayor desplazamiento del equilibrio hacia la formación de producto de 
reacción y su retención en la membrana, debido a la alta variación negativa de energía libre que 
involucra. 

 
Para demostrar este hecho se estudió la variación de la señal debida a nitrito en el sensor 

desechable con el tiempo, al introducir este en disoluciones de concentración creciente de nitrito en el 
rango de concentraciones de 0,1 a 3,0 mg·L-1. Para realizar este experimento, se colocó el sensor 
desechable en una cara de una cubeta de 10 mm de paso óptico, añadiéndose 5 mL de la disolución 
de nitrito de la concentración que corresponda en cada experiencia. 
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Figura 3.9. Influencia del tiempo de contacto sobre la respuesta del sensor para diferentes 
concentraciones de nitrito: A) 0,1 mg·L-1; B) 0,5 mg·L-1; C) 1,0 mg·L-1; D) 1,5 mg·L-1; E) 2,0 mg·L-1; 
F) 3,0 mg·L-1. 

 
 
Como puede observarse en la Figura 3.9, la velocidad de la reacción se incrementa  a medida 

que la concentración de nitrito es mayor, hasta una concentración de nitrito de 2,0 mg·L-1 
aproximadamente. También se observa que la señal permanece constante cuando se alcanza el 
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equilibrio. Todo ello es debido a que se ocupan todas las posiciones iónicas en la membrana, valor 
que coincide aproximadamente con la capacidad cambiadora del Nafión (0,85 meq·g-1)21. En 
consecuencia, un aumento en el tiempo de reacción permitiría la determinación de bajas 
concentraciones de nitrito. 

 
Para aumentar la velocidad del método de análisis es necesario agitar la disolución después de la 

inserción del sensor desechable, ya que de esta forma se facilita el transporte de los iones nitrito 
desde la disolución hasta la superficie de la membrana. Se ensayaron diferentes formas de agitación, 
(agitación magnética, rotación y agitador vibratorio); de ellas la que producía unos mejores resultados, 
en términos de mayor reproducibilidad y coloración homogénea, fue la agitación magnética a 300 rpm 
y durante un tiempo que depende del nivel de concentración de nitrito de la muestra. 

 

3.3. Parámetros analíticos 

 
 Debido a la influencia del tiempo de equilibración sobre la respuesta del sensor, se establecieron 

funciones de calibrado a diferentes tiempos de contacto del sensor con la muestra (45, 60 y 90 
minutos), preparando para ello varias disoluciones patrón de nitrito de concentraciones comprendidas 
entre 0,001 y 500,0 mg·L-1. Cada curva de calibrado se obtuvo con 8 patrones y tres réplicas de cada 
patrón.  

 
El test de fallo de ajuste (lack-of-fit test) se empleó para determinar la linealidad  de estas curvas 

analíticas como se recomienda por el Analytical Method Committee22 y también para establecer el 
límite superior del rango lineal. La precisión, expresada como desviación estándar relativa (DER), se 
obtuvo a partir del análisis de diez patrones de nitrito de concentración 0,1 mg·L-1 y tres réplicas de 
cada uno. El límite de detección y cuantificación según la IUPAC23-25 se determinaron a partir de diez 
blancos.  

 
Se aprecia que el límite de detección disminuye conforme aumenta el tiempo de contacto del 

sensor con la disolución. En la Tabla 3.1 se muestran los diferentes parámetros analíticos del 
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procedimiento propuesto. La repetibilidad, incluida la reproducibilidad de la construcción de las 
membranas, es aproximadamente del 8%. 
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Figura 3.10. Curva de calibrado para el método de 90 minutos. 

 
 

Tabla 3.1. Parámetros analíticos del sensor desechable de nitrito 

MÉTODO: 

PARÁMETRO 
45 MIN 60 MIN 90 MIN 

Ordenada en origen 0,0093 0,0141 0,0098 

Pendiente (µg·mL-1) 0,0034 0,0055 0,0105 

Lack of fit. (P-value) 0,641 0,397 0,677 
Rango Linear (µg·L-

1) 8,9-500 4,7-200 2,6-100 

LD (µg·L-1) 2,7 1,4 0,8 

LQ (µg·L-1) 8,9 4,7 2,6 

DER (%) 6,9 8,8 7,8 
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3.4. Selectividad 

 
Con el fin de comprobar el efecto producido por otras especies químicas, que se puedan 

encontrarse de manera habitual en las muestras de agua, se ha realizado un estudio sistemático de 
los efectos producidos en la determinación de muestras que contienen 0,1 mg·L-1 de nitrito. Para 
realizar este estudio se han ensayado los posibles interferentes a diferentes concentraciones de tal 
modo que si se observa interferencia, la concentración del interferente se reduce hasta que origine un 
error inferior al 8% en la determinación del analito. La máxima concentración de interferente que 
origina un error del 8% se toma como nivel de tolerancia. 

 
De esta manera, se han encontrado tolerancias para NO3-, SO42-, CO32-, HCO3-,  Cl-, PO43-, Ca 

(II), Mg (II), Na (I), K(I), Pb (II), Zn (II), Cd (II), Hg(II), Cu (II), Ni (II), Co (II), Mn(II), Al (III), Cr(III) y (VI), 
y Fe(III) mayores de 100 mg·L-1, que es la máxima cantidad ensayada. La única interferencia que se 
presentó fue para hipoclorito y cromato, con una tolerancia para ambos iones de 1 mg·L-1 , pues estos 
oxidan a las aminas presentes en la membrana. 

 

3.5. Aplicaciones analíticas 

 
Se ha aplicado el método a muestras reales de agua de diferente procedencia (fuente, grifo, agua 

mineral, pozo y mar).  Dado que ninguna muestra contenía nitrito, se les añadió a todas ellas una 

cantidad de este de 50 µg·L-1. En muchas muestras el contenido en nitrito se ha determinado 

directamente, mientras que en otras, como es el caso del agua de grifo, fue necesario previamente 
eliminar el hipoclorito presente  mediante la adición de 2 g de carbón activo por litro de agua, agitando 
durante 30 minutos y filtrando posteriormente. 

 
Para la validación del método hemos utilizado el método de calibrado por adición de patrón26,27. 

Esta metodología implica la realización de tres calibrados: 1) calibrado con patrones (CS); 2) calibrado 
con adición de patrón (CA); 3) calibrado de Youden (CY). Este último consiste en obtener la recta de 
regresión utilizando volúmenes crecientes de muestra diluidos todos ellos hasta un mismo volumen 
final y representar gráficamente la señal obtenida en función del cociente Vañadido/Vfinal.  
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Aplicando el protocolo estadístico del análisis de regresión lineal, se calculan las desviaciones 

estándar de las regresiones, los términos independientes (as, aA y aY), y las pendientes (bs, bA y bY) de 
los tres calibrados y, suponiendo que no existen interacciones analito-matriz que produzcan errores 
sistemáticos proporcionales y que se elimina la contribución de la matriz a la respuesta analítica, se 
procede como sigue: 

 
1. Se comparan las varianzas de regresión de los calibrados CS y CA y se calcula la varianza 

promedio. 
2. Se comparan las pendientes de los calibrados CS y CA y se calcula la pendiente promedio. 
3. Se corrigen las ordenadas en el origen de los calibrados CS y CA y se estima el blanco de la 

matriz a partir del calibrado CY. 
4. Se estima el contenido en analito en la muestra mediante los calibrados CS y CA y se 

comparan ambos contenidos. 
 

Si ambos contenidos son iguales, el error sistemático constante ha sido corregido mediante el 
blanco de Youden y se puede utilizar el calibrado CS para la determinación de analito en esa muestra. 

 
La pendiente, ordenada en origen, y la desviación estándar de la regresión para cada curva fue 

calculada empleando un análisis por regresión lineal.  Se encontró que el método propuesto es válido 
bajo las condiciones siguientes: 1) homogeneidad de las varianzas para todas las curvas de calibrado; 
2) similares pendientes y 3) que el valor de la ordenada en origen obtenida por la curva de YC está 
incluida en el valor del  intervalo de confianza para la curva SC. Bajo estas condiciones la veracidad 
del método se confirma al comparar el contenido de analito determinado por las diferentes funciones 
de calibrado. Dado que se comprobó que los resultados por ambos métodos fueron similares, el 
método es veraz, aceptándose la hipótesis nula para un nivel de significación del 95%. 

 
La Tabla 3.2 muestra los resultados obtenidos del estudio de validación. No se encontró 

diferencia significativa entre las pendientes del calibrado AC y el SC, y en todos los casos  tcal fue 

<ttab., para un valor de α del 0,05 y 16 grados de libertad. 
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 Tabla 3.2. Determinación de nitrito en diferentes muestras de agua (se añadió 50 µg·L-1 de nitrito a todas 
las muestras) 

Muestras  de agua 
Concentración 
obtenida del 
calibrado SC 

(µg·L-1) 

Concentración 
obtenida del 
calibrado  AC 

(µg·L-1) 
P-value (%) c  ± sn-1

Fuente  (Granada) 15,04 18,93 34,65 53,12±0,006 
Mar  (Almería) 21,76 21,56 93,91 57,11±0,017 

Mineral (Benzoya) 14,75 15,98 65,10 53,38±0,036 
Mineral (Lanjaron) 21,29 26,07 15,60 50,46±0,008 
Grifo (Granada) 16,81 19,46 33,62 50,89±0,023 

Grifo (Illora, Granada) 15,02 16,67 54,21 48,51±0,019 
Pozo (Illora, Granada) 18,89 20,50 54,28 50,36±0,017 
Los datos son el promedio de 3 calibrados independientes: SC calibrado estándar; AC adición 
estándar y  YC (P-value). Ĉ ± sn-1: concentración media para 3±desviación estándar. 

 
 

4. Conclusiones 

 
Se ha diseñado un sensor desechable para nitrito basado en medidas de transmisión que ofrece 

buena repetibilidad y bajo costo. El sensor desechable propuesto permite la determinación de nitrito 
en aguas después de la adición de ácido clorhídrico diluido como único pretratamiento de la muestra. 
Los resultados obtenidos indican una buena exactitud y precisión. Dado su bajo costo, el sensor 
desechable puede emplearse para análisis de rutina con equipamiento portátil. También podría usarse 
para la determinación semicuantitativa de nitrito empleando una carta de colores. 

 
Las desventajas de este sensor desechable son su relativamente largo tiempo de respuesta (60 

minutos) cuando la concentración de nitrito es muy baja, y su tiempo de vida limitado, un mes bajo 
condiciones óptimas, aunque este puede ser incrementado por el empleo de procedimientos 
apropiados de preservación (ausencia de luz, atmósfera inerte, y/o bajas temperaturas). 
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SENSOR DESECHABLE PARA LA 
DETERMINACIÓN DE CLORURO EN AGUAS 

 

 
 

1. Introducción 

 
El ión cloruro es un anión cuyo análisis es muy habitual y necesario en diferentes contextos, 

como son aguas naturales, industriales, fluidos biológicos, etc. Por lo general, el ión cloruro en aguas 
es analizado en los laboratorios principalmente mediante volumetría, gravimetría, espectrofotometría, 
potenciometría (ISE), coulometría y cromatografía iónica. El uso de métodos rápidos (test methods) 
puede ser una alternativa en algunos casos donde puede ofrecer una reducción en el costo, tiempo de 
análisis, personal especializado, así como la posibilidad de ser usados en cualquier sitio donde se 
necesiten y de forma sencilla.  
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Han sido propuestos diversos sistemas de ensayo para la estimación y/o determinación rápida y 
simple de cloruro, principalmente en muestras de agua. Entre los sistemas de ensayo para cloruro se 
encuentran valoraciones, tanto visuales como instrumentales, y cromatografía radial en kits que son 
distribuidos por diferentes compañías como CHEMetrics, Hach, Macherey-Nagel, Merck, Lange o 
Kyoritsu Chemical-Check, entre otras. Diferentes dispositivos de estado sólido ha sido usados para 
determinar cloruro. Los más sencillos son las tiras reactivas de papeles impregnados con sales como 
Ag2CrO4.1 o complejos con reactivos orgánicos como es el complejo de plata de una triazina2 o tubos 
indicadores3, donde el color o área de la tira reactiva, o la longitud de la mancha de los tubos 
indicadores es la propiedad observada. 

 
Otras tiras reactivas, que se utilizan principalmente para uso clínico, incluyen  membranas de 

PVC basadas en el empleo de ionóforos4 y ensayos enzimáticos multicapa5, los cuales miden 
absorción de radiación por transmisión o reflexión, respectivamente, o las membranas de 
poliacrilamida que contienen atenuadores de fluorescencia, como los derivados del acridinio6. 

 
Entre los diferentes sistemas huésped-receptor para aniones, los ligandos organometálicos 

neutros han sido usados en diferentes esquemas de sensado, que se basan en la coordinación del 
anión a un centro ácido de tipo Lewis7. Así, varios compuestos orgánicos de estaño han sido usados 
como receptores tipo ácido Lewis para sensado de aniones, tanto en electrodos selectivos de 
aniones8;9, como en optodos4. La secuencia de selectividad que se observa con este tipo de 
receptores se desvía de la secuencia que se observa para membranas cambiadoras de aniones, 
conocida como secuencia de selectividad liotrópica de Hofmeister para aniones. Esta desviación de la 
serie de Hofmeister se debe a que la selectividad no esta gobernada por una simple lipofilicidad del 
anión, sino por interacciones químicas específicas entre el receptor neutro y el anión. Dependiendo de 
los sustituyentes orgánicos, la selectividad normalmente se desvía de la serie de Hofmeister  siendo el 
ión cloruro altamente favorecido10. También se han propuesto otros sistemas sensores de tipo óptico 
para cloruro11-15 . 

 
En este Capítulo, se expone el trabajo realizado para el desarrollo y puesta a punto de un sensor 

óptico desechable para la determinación de cloruro en aguas de diverso tipo que está basado en un 
mecanismo de coextracción e implementado en un formato de tipo sensor desechable.  El sensor 
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desechable se basa en el uso de de un ionóforo selectivo de cloruro, el cloruro de trioctil estaño, y la 
4´,5´-dibromofluoresceina octadecilester como cromoionóforo16. El sensor óptico desechable 
desarrollado para la determinación de cloruro en aguas funciona de modo reversible y ofrece 
suficiente selectividad y sensibilidad para su uso en aguas naturales, que es el objetivo de este 
estudio. 

 

2. Experimental 

 

2.1. Reactivos y materiales 

 
Todos los productos químicos usados fueron de grado reactivo analítico. El agua empleada en 

todo momento fue de tipo ósmosis inversa (Milli-Ro 12 acoplado a un equipo Milli Q de Millipore Co. 
(Bedford, MA, USA). Las disoluciones patrón de cloruro (1,000 M) se prepararon en agua por pesada 
exacta de cloruro potásico anhidro (Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España). También se 
emplearon disoluciones patrón de los siguientes iones: Br-, I-, y NO3- como sales potásicas y SO42-, 
como sal sódica, todos suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania). 

 
Para preparar las membranas sensoras se ha utilizado PVC de alto peso molecular, tributil 

fosfato (TBP), 2-notrofeniloctiléter (NPOE), bis(2-etilhexil)sebacato (DOS), dioctilftalato (DOP), tris(2-
etilhexil)fosfato (TEHP) y tetrahidrofurano (THF), todos ellos proporcionados por Sigma (Sigma-Aldrich 
Química S. A., Madrid) y cloruro de trioctilestaño (TOT) suministrado por Fluka (Fluka, Madrid, 
España). El cromoionóforo dibromofluoresceina octadecil ester (BFE) fue sintetizado por nosotros de 
acuerdo con descrito por Tan16 y su síntesis se describe en el Anexo 1.  Como soporte se emplearon 
láminas de poliéster tipo Mylar (Goodfellow, Cambridge, UK). 

 

2.2. Instrumentación y software 

 
Para realizar las medidas de absorbancia se utilizó un espectrofotómetro Hewlett-Packard HP-

8453 de diodos en fila (Nortwalk, CT, USA) conectado a un ordenador personal Pentium MMX 200 a 
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través de una interface y un cable HP IB para adquisición de espectros y posterior tratamiento de los 
datos. La recogida y tratamiento de los espectros UV-Vis fue llevada a cabo utilizando el software UV 
HP ChemStation Software proporcionado por HP. Las medidas de absorbancia se realizaron utilizando 
el soporte17 anteriormente descrito en el Capítulo anterior, el cual tiene un orificio circular de 4 mm de 
diámetro que delimita la superficie del haz de luz y previene posibles fenómenos de refracción que se 
producen en el borde de la zona sensora. Estos fenómenos de refracción podrían incrementar los 
errores en la medida de la señal analítica. Las medidas de absorbancia se realizaron frente a una 
lámina de poliéster tipo Mylar de las mismas dimensiones que el sensor desechable.  

 
Otros aparatos y material de laboratorio utilizados fueron: un sistema rotatorio de velocidad de 

giro variable para la preparación de las membranas 18, ya descrito en el Capítulo anterior, un pH-metro 
digital provisto de electrodo combinado de vidrio y cloruro de plata (Crison Instruments, Barcelona, 
España) y, entre otros, un agitador de tubos Vibromatic (Selecta, Barcelona, España). Los programas 
utilizados para el tratamiento de datos fueron: Statgraphics Plus Versión 6.0 (Manugistics Inc. y 
Statistical Graphics Corporation, version 6, USA, 1992) y GraphMatica para Win32 v1.60d, (1998 
editado por K. Hertzer y adaptado por J. Garrido). 

 

2.3. Preparación de la membrana 

 
Para la preparación de la zona sensora para cloruro se utiliza una mezcla que contiene 40,00 mg 

(37,8 % p/p) de PVC, 63,50 mg (60 % p/p) de tributilfosfato, 1,33 mg (1,26 % p/p) del ionóforo TOT, y 
1,00 mg (0,94 % p/p) de cromoionóforo BFE en un vial de vidrio y que se disuelven en 0,75 mL de 

tetrahidrofurano recién destilado. Se depositan 20 µL de ese cóctel sobre una lámina de poliéster de 

14 mm × 45 mm × 0,25 mm de espesor, con ayuda del sistema centrífugo de preparación de 

membranas. A continuación, se introduce la tira en un desecador de vacío durante 10 minutos, para 
lograr una evaporación lenta del disolvente. La membrana así preparada consiste en una película 

circular sólida, homogénea, de 6 mm de diámetro y 9,5 µm de espesor, transparente, de color 

anaranjado y bien adherida al soporte sólido. La concentración de ionóforo y cromoionóforo en el 
sensor una vez seco es de 25,4 mmol·kg-1 y 12,7 mmol·kg-1, respectivamente. Las características 
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físicas y dimensiones finales del sensor utilizando los componentes seleccionados fueron las 
reflejadas en la Figura 4.1. 
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Figura 4.1. Esquema y dimensiones del sensor para cloruro. 

 
 

2.4. Procedimiento experimental 

 
Se toma una alícuota de una disolución patrón conteniendo cloruro en actividades comprendidas 

entre 0,15 y 24,7 mM (0,18 y 31,6 mM en concentraciones) y se coloca en un matraz de 50 mL junto 
con 1,0 mL de una disolución reguladora 1M de  acido ortofosfórico/ sodio dihidrogenofosfato de pH 
2,0, enrasando con agua. Se toman 10,0 mL de la anterior disolución que se introducen en un tubo de 
polietileno de 10x1,5 cm junto con el sensor desechable para cloruro durante 6 minutos sin agitación. 
A continuación, la membrana se saca de la disolución y se sacude para eliminar las gotas de 
disolución que la puedan mojar; tras lo cual se mide la absorbancia a 534 nm. Antes de ser usado, se 
introduce el sensor desechable en una disolución de NaOH 0,02 M, para eliminar los iones cloruro de 
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la membrana, produciéndose un cambio de color de la misma de amarillo-anaranjado a rojo. Todas las 
medidas se realizan a temperatura ambiente, no siendo necesario acondicionar las membranas antes 
de su uso. 

 
En el caso de las muestras de agua, se introducen 8 mL de agua en un tubo de polietileno, 

diluida si es necesario,  junto con 2 mL de tampón ácido ortofosfórico/ sodio dihidrogeno fosfato 0,1 M 
de pH 2,0, operando igual que antes. 

 

2.5. Cálculos 

 
El valor de la constante de coextracción Ke necesaria para obtener un ajuste óptimo de los datos 

experimentales se calculó de acuerdo con estudios previos19, para lo cual se toman los valores en la 
zona de máxima pendiente de la curva de calibrado pues son los que ofrecen más información y 
producen menos error. 

 

El grado de desprotonación (α, ecuación 4.1) del cromoionóforo se obtuvo de los espectros 

haciendo uso de los valores de mínima y máxima absorbancia (AHC y AC-) obtenidos al equilibrar el 
sensor desechable con HCl 10-2 M y NaOH 2·10-2 M, respectivamente. 

 

HCC

HC
AA

AA
−

−
=α

−

                                                       (4.1) 

 

Dado que el cromoionóforo no puede estar completamente protonado (α ≅ 0,95) al pH de trabajo 

(pH 2,0), sustituimos el valor de α por un valor de α efectivo, αef, con el fin de usar una medida que 

nos de el grado de desprotonación con respecto al pH de las disoluciones tampón (2,0). Para ello, se 
obtienen los valores de absorbancia mínima y máxima (Atampón y AC-) equilibrando los sensores 
desechables con  tampón de pH 2,0, 10-2 M y con NaOH 2·10-2 M. Los coeficientes de selectividad 

fueron calculados usando el método de las disoluciones separadas (SSM)opt
j,Cl zK −−

20;21. Las 

actividades se calcularon de acuerdo con el formalismo de Debye Hückel22. 
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3. Resultados y discusión 

 
 Este sensor desechable  consiste en una lámina de poliéster que se emplea como soporte de 

una membrana polimérica sensora plastificada y transparente que contiene todos los reactivos 
necesarios para poder extraer y reconocer cloruros de forma rápida y selectiva16;23.  El proceso de 
reconocimiento huésped-receptor de cloruros por parte del ionóforo, está acoplado, a través de una 
condición de electroneutralidad, a la coextracción de un ión de referencia, un protón, el cual se 
encuentra complejado de manera reversible por un indicador de pH, denominado cromoionóforo, que 
actúa  como transductor del proceso de reconocimiento. Cuando la membrana sensora entra en 
contacto con una disolución acuosa conteniendo cloruro, ocurrirá el siguiente proceso de coextracción, 
caracterizado por una constante Ke:  

 

−+− ++++↔+ ClHLCHC
__
LCl     (4.2) 

 
De este modo, a partir de la absorbancia de la forma desprotonada del cromoionóforo, que es la 

especie medible en la fase membrana, podemos obtener el grado de desprotonación α, que se define 

como la relación entre el cromoionóforo desprotonado respecto a su concentración analítica Co. Se 
trata por tanto de una absorbancia normalizada y es el parámetro analítico usado. 
 

La actividad de cloruro y la actividad protónica en la fase acuosa están relacionados con la 

constante de equilibrio  Ke  y con α, a través de la siguiente función respuesta obtenida considerando 

el equilibrio total y realizando los oportunos balances de masa y carga: 
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donde CL y CC son las concentraciones analíticas de ionóforo y cromoionóforo, respectivamente.  Para 
determinar ópticamente la actividad de cloruros, el pH del problema se ajusta a un valor adecuado y 
conocido con una disolución reguladora. 
 

3.1. Optimización de la respuesta del sensor desechable 

  
Los parámetros que pueden influenciar la respuesta óptica se relacionan con: a) diseño y 

composición de la membrana, y b) el proceso de equilibración entre la disolución problema y el sensor 
desechable.  

 

3.1.1. Optimizacion de la composición de la membrana 

 
Para garantizar la movilidad y/o permeabilidad del analito y de los protones a través de la 

membrana, es necesario introducir  en la membrana una sustancia plastificante. El tipo y la proporción 
de plastificante se optimizaron teniendo en cuenta la extensión de la reacción con cloruro, el tiempo de 
respuesta y la selectividad. Después se estudió la selectividad de la membrana para aniones 
concomitantes con cloruro en agua para diferentes relaciones ionóforo:cromoionóforo. 

 
Fueron ensayados cinco plastificantes diferentes, provenientes de diferentes grupos como son 

ésteres fosfato, éteres y ácidos carboxílicos, en concreto: tributilfosfato (TBP), o-nitrooctilfeniléter 
(NPOE),  bis(2-etilhexil)sebacato (DOS), dioctilftalato (DOP) y tris(2-etilhexil)fosfato (TEHP). Para 
seleccionar el plastificante, se prepararon membranas conteniendo cada uno de los plastificantes y 
manteniendo una composición fija del resto de los componentes. Todos ellos contenían 33% de PVC, 
65% en peso  del plastificante correspondiente, 1,00 mg de cromoionoforo y una cantidad de ionóforo 
de 1,33 mg correspondiente a una relación molar 2:1 ionóforo/cromoionóforo, todo ello disuelto en 
0,75 mL de THF recién destilado. Estas proporciones de partida seleccionadas fueron valores 

habituales en estudios de este tipo16. Con 20 µL de cada cóctel se prepararon diferentes membranas, 

según se indica anteriormente. A continuación, se puso cada una de las membranas en contacto con 
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disoluciones 0,04 M de cloruro  a pH 2 con tampón ácido ortofosfórico/ dihidrogenofosfato potásico 
0,02M y se registró la variación de absorbancia a 534 nm.  

 
 Los mejores resultados se obtuvieron empleando DOS y TBP, pues eran los que daban lugar a 
absorbancias mayores. El orden de respuesta encontrado, de mayor a menor, fue el siguiente: DOS ~ 
TBP >DOP > NPOE > THEP. Para elegir entre DOS y TBP se realizó un estudio cinético para 
comprobar con que plastificante se obtenía una máxima respuesta en un menor tiempo. Para ello, se 
prepararon dos sensores desechables con los dos plastificantes a estudiar a un 65% y se depositaron 
en una de las caras de una cubeta  de cuarzo de 10 mm de longitud de paso óptico, añadiendo 5 mL 
de una disolución 4·10-2 M de Cl-. Se comprueba que utilizando DOS como plastificante, el tiempo de 
respuesta necesario para alcanzar la máxima señal es la mitad que el tiempo necesario cuando se 
emplea TBP, como se puede ver en la Figura 4.2, por lo que se eligió DOS como plastificante para 
siguientes experiencias.  
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Figura 4.2. Tiempo de respuesta de las membranas para cloruro usando como plastificante DOS (línea 
continua) y TBP (línea discontinua). 
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  La proporción óptima de DOS se estableció considerando: 1) su influencia sobre la selectividad24 
con respecto a aniones concomitantes que están presentes en aguas naturales y 2) su influencia 
sobre la velocidad de respuesta. 
 
 Se denomina selectividad, a la capacidad de una membrana sensora para extraer 
exclusivamente  el analito y para discriminar especies interferentes que respondan originando el 

mismo tipo de señal. Se define mediante el coeficiente de selectividad ,  para el caso de que 

junto con el ión primario  coexista un ión interferente j

opt
ijK

−νi z-. Ese coeficiente lo calculamos  mediante el 
método de las disoluciones separadas25 y viene dado por el cociente entre las actividades de los iones 

principal e interferente para un valor de α = 0,5. Para seleccionar la proporción óptima de plastificante, 

se estudió la influencia de esta proporción sobre la selectividad de la membrana, así como en la 
velocidad de la reacción. El estudio se realiza variando el porcentaje de DOS en el cóctel, desde un 
30% hasta un 70%, manteniendo constante la masa final del cóctel. Esto implica el ir bajando la 
cantidad de PVC al ir subiendo la de DOS, ya que ambas están relacionadas. 
 

Se prepararon series de disoluciones de cloruro y de los interferentes bromuro, yoduro, nitrato y 
sulfato con seis niveles de actividad diferentes en cada serie  y con el valor de pH ajustado a 2,0 con 
una disolución reguladora de ácido ortofosfórico / dihidrógeno fosfato. Se analizó cada serie con una 
misma membrana, efectuando tres réplicas por serie. Cada membrana se introdujo durante 6 minutos 
para asegurar la consecución del equilibrio y, a continuación, se midió la absorbancia y se 

establecieron las funciones αef frente a , lo que permitió calcular los coeficientes de 

selectividad.   

−Clalog

 

El coeficiente selectividad está directamente relacionado con αef y gráficamente se corresponde 

a la distancia que separa las funciones respuesta del analito y del interferente. En esta Memoria de 
Doctorado se han determinado los coeficientes de selectividad matemáticamente utilizando la 
ecuación: 
 



Sensor desechable para la determinación de cloruro en aguas 85 

 
( )

( ) 1

1

1

1

1
−

−
ν−

ν⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
ν

α−−

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
α−−

⎟
⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛

α−

⋅α
=

−ν

−+

+−ν

p
p

C

L

q
q

C

L

X

J
z

Hopt
J,I

C··p·
C
C

C·z·
z
q·

C
C

K
K

·
a

K
z

Z  (4.4) 

 
Donde y p son la carga y la estequiometría del anión principal (i); y z y q las del anión interferente j. ν

 
Para el cálculo de este coeficiente de selectividad fue necesario estudiar por separado el 

comportamiento y respuesta para cada uno de los iones, para luego extraer de esos datos 
experimentales los parámetros de la ecuación 4.4. 

 

Los valores experimentales de αef para sulfato, se ajustaron para el caso de un anión 

monovalente ya que al pH de trabajo, la cantidad de HSO4- es significativamente alta. El orden de 
selectividad encontrado fue: I- > Br- > Cl- >> NO3- > SO42- lo que implica un cambio en el modelo usual 
de selectividad de aniones debida a transferencia de energía libre desde agua a una membrana 
orgánica (serie de Hofmeister). Esta variación es debida a la interacción tipo ácido Lewis que es 
producida por el ionóforo dentro de la membrana. Como se ve en la Figura 4.3, al variar el porcentaje 
de plastificante no se altera este orden en la serie de Hofmeister, aunque el valor de coeficiente de 
selectividad, especialmente para nitrato y sulfato se incrementa a partir de porcentaje de un DOS del 
50% en adelante. 
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 Figura 4.3. Variación de la selectividad del sensor desechable en función del porcentaje  
 de DOS. 
 

 
Por otra parte, y para seleccionar el porcentaje de plastificante más adecuado, se realizó un 

estudio para comprobar en que caso se obtiene una respuesta más rápida y alta. Para ello, se utilizó 
una disolución de cloruro de concentración 0,04 M y se estudió la variación de la absorbancia en 
función del tiempo de igual manera a como antes se ha indicado (Tabla 4.1).  

 
Se observa que la velocidad se incrementa con la cantidad de DOS hasta un porcentaje del 60%. 

Con cantidades mayores, tanto la velocidad como las propiedades físicas son peores pues la 
membrana es menos homogénea y aumenta el tiempo de secado para su preparación. Aunque del 
estudio de selectividad, como se ve en la Figura 4.3, se deduce que el 50% de plastificante es el que 
produce una mejor selectividad, se seleccionó finalmente un 60% de plastificante dado que la 
selectividad en este porcentaje es más que suficiente y el tiempo de respuesta se mejora en un 25%. 
Si comparamos con otras membranas para cloruro basadas en un ionóforo organoestannico similar 4, 
se observa que el tiempo de análisis en nuestro caso lo hemos reducido de 10 a 6 minutos. 
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Tabla 4.1. Tiempo de equilibrio en 
función de porcentaje de DOS en 
membrana. 

DOS 
(%) 

Tiempo 
(min) 

40 9,5 

50 8,0 

60 6,0 

70 8,5 
 

 
La concentración óptima de ionóforo en la membrana es la necesaria para alcanzar la máxima 

selectividad para cloruro. Con el objetivo de estudiar la influencia de la relación ionóforo:cromoionóforo 
sobre el coeficiente de selectividad, se prepararon un conjunto de membranas desechables en las que 
se varió dicho cociente. Para ello, la cantidad de cromoionóforo se mantuvo constante en todos ellas 
en una cantidad adecuada para minimizar el error fotométrico en la medida de la absorbancia, 
mientras que la proporción molar del ionóforo respecto al cromoionóforo se fue incrementando desde 
un 50% a un 500% respecto a la cantidad de cromoionóforo. De cada proporción se prepararon tres 
membranas distintas.  

 
Se utilizaron series de disoluciones de los interferentes yoduro, bromuro, sulfato y nitrato, 

además de cloruro, con el valor de pH ajustado a 2,0 con una disolución reguladora ácido ortofosfórico 
/ dihidrógeno fosfato, siendo la concentración de este tampón  1·10-2 M en la disolución final. Se 
analizó cada serie con una misma membrana, efectuando tres réplicas por serie. Cada membrana se 
introdujo en la disolución durante 6 minutos para asegurar la consecución del equilibrio y, a 

continuación, se midió la absorbancia y se establecieron las funciones αef frente a , lo que 

permitió calcular los coeficientes de selectividad. 

−Clalog

 
Tal y como puede observarse en la Figura 4.4, no hay diferencias significativas en los 

coeficientes de selectividad entre los principales iones interferentes ensayados, sin embargo se 
selecciona una relación ionóforo/cromoionóforo de 2 por ofrecer mejores coeficientes de selectividad y 
porque se ajustan mejor los datos experimentales al modelo teórico.  
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Los valores de coeficiente de selectividad , que se obtienen para esta relación son los 

siguientes: I

opt
j,Cl zK −−

- (0,82), Br- (0,19), (-3,21) y (-3,26). La selectividad encontrada supone alguna 

mejora respecto a los resultados publicados previamente para un sensor de membrana para cloruro 
en suero, el cual incorpora ese mismo ionóforo pero emplea bis(1-butilpentil)adipato como plastificante 

y que obtiene unos coeficientes de selectividad de  I

−
3NO −2

4SO

- (1,0), Br- (0,3), (-1,8) y (-2,8)−
3NO −2

4SO 16. 

Además, el uso de un ionóforo similar, cloruro de triciclohexil estaño, combinado con el plastificante 
bis(2-etilhexil)sebacato da lugar a una membrana con coeficientes de selectividad mas bajos (I- (1,0), 

Br- (0,5),  (<-2,0)−
3NO 4. 
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Figura 4.4. Variación de la selectividad del sensor en función de la 
relación molar ionóforo/cromoionóforo 
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3.1.2. Optimización de los parámetros de reacción 

 
Los parámetros relacionados con la fijación del analito en la membrana sensora son el  pH, y el 

tiempo de contacto entre el sensor desechable y la disolución 
 

La 4´,5´,dibromofluoresceina octadecil ester es una molécula neutra cuando se encuentra en su 
forma ácida y está cargada negativamente en su forma básica (Figura 4.5).  La influencia de pH sobre 
la respuesta del sensor desechable se estudió a diferentes actividades de cloruro. Una vez 
preparados los sensores desechables se pusieron en contacto con disoluciones de cloruro cuyo pH se 
ajustó con disoluciones reguladoras de pH comprendidas entre 2,0 y 7,2, preparadas a partir de 
H3PO4 y NaOH. Se prepararon tres series de seis disoluciones que contenían una concentración de 
cloruro comprendida entre 0,1 y 1x10-4 M. 

 

O

O(C18H37)

O

Br Br  
 

Figura 4.5.  4’,5’-dibromofluoresceina octadecil éster. 

 
Como puede apreciarse en la Figura 4.6, solo a valores de pH por debajo de 5 es cuando se 

observa coextraccion de iones cloruro y protones. Para un pH entre 2,0 y 4,0, hay un buen ajuste 
entre los datos experimentales y el modelo teórico (usando como criterio de ajuste la suma de los 
cuadrados de las residuales). Se seleccionó como pH de trabajo 2,0 porque produce un mayor 
desplazamiento de la curva hacia la izquierda, lo que supone un incremento de la sensibilidad del 
sensor. El tampón empleado fue ácido fosfórico/ dihidrógeno fosfato de una concentración final 0,02 
M.  
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En la Figura 4.7 se muestra la respuesta óptica del sensor desechable, basada en el cloruro de 
trioctil estaño como ionóforo, a actividades de cloruro comprendidas entre 8,1x10-7 y 0,32 (1x10-6 y 0,5 
M en concentraciones) a un pH de 2,0. Como se puede ver existe una clara distinción entre la 
estequiometría 1:2 (Cl-:L) (p=2) y el resto ( p=0,5, p=1). La distinción entre las estequiometrías 0,5, y 
1,0 no esta clara, pero se considera que la estequiometría que tiene lugar en la membrana es la 1:1 
de acuerdo a lo publicado por Wuthier8.  

 
El ajuste por mínimos cuadrados de los puntos experimentales en la zona lineal de máxima 

pendiente (6 diferentes niveles de concentraciones y nueve réplicas de cada uno) de la curva de 
calibrado al modelo matemático indicado en la ecuación 4.3 permite calcular un valor para el log Ke de 
4,41. 
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Figura 4.6. Curvas teóricas y experimentales obtenidas a diferentes pH: a) pH 2,0;   b) 
pH 2,4;   c) pH 2,7;   d) pH 3,0;  e) pH 3,4;  f) pH 4,0;  g)  pH 5,2;   h) pH 7,2. 
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Figura 4.7. Estequiometría de la reacción de intercambio. Curvas teóricas. 

  

3.2. Parámetros analíticos 

 
Como rango de medida hemos usado la relación lineal en el centro de la función sigmoidal de 

respuesta, la cual ha sido establecida como una recta mediante un ajuste por medio de mínimos 
cuadrados y como límite de detección se ha utilizando la intersección de la función de calibrado lineal 
anteriormente definida y una función lineal ajustada en la zona de mínima pendiente23 como puede 
verse en la Figura 4.8.  

 
Para caracterizar el sensor desechable propuesto, se prepararon dos series de disoluciones 

patrón, una en la zona de máxima pendiente de la respuesta sigmoidal (seis patrones, nueve réplicas 
de cada uno), en un rango de concentraciones comprendido entre 4,05x10-4 y 8,00x10-3 en actividades  
(5,00x10-4 y 1,00x10-2 M en concentraciones) y otra serie de disoluciones patrón en la zona de mínima 
pendiente del sigmoide (cinco patrones, nueve réplicas de cada), entre  8,10x10-7 y 8,10x10-5 en 
actividades (1,00x10-6 y 1x10-4 M en concentraciones). La linealidad de ambas series, como se ha 
explicado anteriormente, fue comprobada por aplicación de un  test de fallo de ajuste26. 
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Las funciones lineales que se obtuvieron fueron, respectivamente:  

 
 

 α = -0,6538 – 0,4066  (4.5) −Clalog

                                               α = 0,7924 – 0,0285                                               (4.6) −Clalog
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Figura 4.8. Cálculo del límite inferior y superior y del rango dinámico lineal. 

 
 

El límite de detección se calculó por la intersección de ambas funciones, lo que dio un valor de 
0,15 mM y el límite superior se obtuvo por la intersección de la función de calibrado con el eje de 
abscisas, resultando un valor de 24,7 mM. De esta manera, el rango de medida del sensor desechable 
propuesto para cloruro está comprendido entre 0,15 y 24,7 mM en actividades. 

 
Tabla 4.2. Limites inferior y superior para el sensor de cloruro 

 Limite de detección Límite superior 

 Actividad 0,15 mM 24,7 mM 
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La precisión del sensor desechable expresada como desviación estándar relativa (DER), fue 

estudiada a para tres niveles de actividad de cloruro 0,41, 2,02, 8,00 mM (0,5, 2,5, y 10 mM en 
concentraciones) y usando diez réplicas de cada uno, realizándose un doble estudio. Por un lado, 
empleando siempre el mismo sensor desechable, esto es un estudio intramembrana, y por otro lado, 
empleando un sensor diferente en cada réplica, lo que llamaremos estudio intermembrana. La 
precisión intramembrana y intermembrana para el log aCl- se muestra en la Tabla 4.3 y 4.4. 

 
 

Tabla 4.3. Reproducibilidad intramembrana        Tabla 4.4. Reproducibilidad intermembrana 
  (mM) −Cla DER (%) 

0,41 6,0 
2,02 6,4 
8,00 6,6 

 

 

  (mM) −Cla DER (%) 

0,41 2,6 
2,02 4,4  
8,00 4,8  

 
 

Tabla 4.5. Parámetros analíticos del sensor desechable para cloruro. 
Parámetro Valor; S 

Ordenada  -0,654; 0,022 
Pendiente -0,407; 0,008 
Nivel de probabilidad % (test fallo ajuste) 8,32 
Rango lineal (mM) 0,15 – 24,68   
Limite detección (mM) 0,15 

0,41 2,6 
2,02 4,4 DER (%)a 

Intramembrana (mMb) 8,00 4,8 
0,41 6,0 
2,02 6,4 DER (%)a 

Intermembrana (mMb) 
8,00 6,6 

aDER en términos de log aCl-; b expresado en actividades 

 

Los resultados obtenidos, indican que el sensor desechable propuesto actúa reversiblemente y 
ofrece buenos resultados de precisión, expresada como DER, tanto cuando se emplea el mismo 
sensor desechable así como cuando se emplean diferentes sensores. La Tabla 4.5 muestrea un 
resumen de estos y otros parámetros analíticos.  
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En la Tabla 4.6, se puede ver una comparación de las características principales del ensayo 

desarrollado frente a otros procedimientos propuestos.   

 
Tabla 4.6. Características de métodos rápidos usados para la determinación de cloruro 

Medio de ensayo Método de 
detección  

Rango analítico 
(mg·L-1) 

Tiempo de 
análisis 

(min) 
Referencia 

Tira reactiva 
Merckoquant Visual (color) 500 –3000 5 27 

Ensayo rápido 
Aquaquant Visual (color) 5 –300 5 27 

Tira reactiva Hach Visual (color) 30 –600 - 28 
Varillas de ensayo 

Quantofix Visual (color) 500 –3000 - 29 

Papel indicador 
Satesmo  

Visual 
(microvaloración 

sobre papel) 
250 –5000 - 30 

Kyoritsu Chemical-
Check Pack Test Visual (color) 2 –50; 

100 –200 110 s 31 
Tira reactiva Visual (color) 1500 –8000 1 2 
Tira reactiva espectrofotometría 20 –350 10 4 

Tira reactiva sellada Visual (longitud de la 
zona coloreada) 0,1 –1000 10 32 

Tira reactiva Visual (color) 1000 –4000; 
2000 –6000 

0,5 
0,5 

33 
Polvo indicador SFS 1 –30 20 3 
Tubo indicador Visual (longitud de 

zona coloreada) 20 –200 5 3 
Membrana Atenuación fluoresc. 3,5 –3550 - 6 

Sensor desechable Espectrofotometría 5 –877 6 esta Memoria 

 

3.3. Aplicaciones del método 

 
Para comprobar la aplicabilidad del sensor desechable propuesto para la determinación de 

cloruro, fue aplicado a la determinación de cloruro en aguas de diversa procedencia (grifo, pozo, río y 
mar). Los resultados han sido validados por comparación con un método potenciométrico (ISE)34. Los 
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.7 donde se recogen los resultados correspondientes 
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al valor promedio de tres réplicas para cada muestra con cada uno de los métodos, la desviación 
estándar de estas medidas y el valor P del test de comparación de medias empleado. Como se 
observa no existe diferencia significativa entre las medias obtenidas utilizando el sensor desechable 
propuesto y el método de referencia. 

 
 
Tabla 4.7. Determinación de cloruro en diferentes tipos de agua, empleando como método de referencia un 
método potenciométrico (ISE). 

Muestra 
Sensor 

desechable 
(mM Cl-) 

S 
Metodo 

referencia  
(mM Cl-) 

S Pval 

Agua de mar (Almuñecar, Granada) 498 12,73 479 20,41 34,5 
Agua de mar (Almería) 555 76,59 493 12,04 11,0 
Agua de grifo (Balanegra, Almería) 6,8 0,98 6,1 0,15 30,8 
Agua de grifo (Almería) 0,8 0,32 0,83 0,02 72,0 
Agua de pozo (Rebeque, Almería) 7,7 0,58 7,2 0,18 20,6 
Agua de arroyo (Chauchina, Granada) 22,5 0,58 23,6 0,59 12,2 
 

 

4. Conclusiones 

 
Se ha desarrollado un sensor desechable óptico para la determinación de cloruro basado en un 

ionóforo organoestánnico, el cual mide por transmisión y ofrece una buena eficiencia junto con una 
repetibilidad suficientemente buena. Este sensor desechable puede ser considerado como una 
alternativa económica para obtener información analítica in situ. La membrana tiene suficiente 
selectividad para la determinación de cloruro en aguas naturales y puede ser aplicada 
satisfactoriamente a la determinación  de este ión en aguas de diferentes orígenes. El uso de este 
sensor sólo requiere tamponar la muestra problema y ofrece buenos resultados con una exactitud, 
precisión y costo que lo hacen útil para análisis de rutina con equipamiento portátil. El tiempo de vida 
de este sensor desechable es de un mes y medio en condiciones normales cuando esta protegido de 
la luz. Una desventaja de este sensor desechable es el relativamente largo tiempo de respuesta que 
es de 6 minutos. 
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SENSOR OPTICO DESECHABLE PARA LA 
DETERMINACIÓN DE NITRATO  

BASADO EN UN RECEPTOR  
TIPO AMIDA 

 

1. Introducción 

 
El reconocimiento de aniones es un área emergente de especial interés en química 

supramolecular debido al reto que presenta cuando se compara con cationes (por tamaño, forma, 
geometría, interacciones, dependencia de pH, efectos del disolvente) así como por su importancia en 
monitorización ambiental, diagnóstico médico y análisis biológico1;2. 

 
El ión nitrato es un anión con un débil carácter básico y coordinante, por lo que el 

reconocimiento selectivo de nitrato requiere tanto complementariedad en tamaño como en forma por 
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parte del receptor. Diferentes receptores sintéticos han sido estudiados para el reconocimiento de 
nitrato, principalmente los basados en enlaces de hidrógeno. En este caso, los grupos enlazantes se 
disponen de forma convergente y rígida, empleando receptores con simetría C3, para ajustarse a la 
funcionalidad del nitrato, al igual que en los receptores basados en amidas propuestos por Anslyn 3 o 
los receptores basados en tioureas por Herges4. En otros casos, se ha usado para el reconocimiento 
de nitrato receptores con amidas donoras de enlaces  de hidrógeno y una contribución electrostática 
por parte de un centro metálico, como es el caso del platino (II) nicotinamida5. 

 
Interacciones por enlace de hidrógeno con aminas protonadas se han utilizado para 

complejar dos nitratos, tal como ocurre con el macrocilo bicíclico de simetría C3 que se obtiene por 
condensación entre tren y dicarboxialdehidos6. Las interacciones electrostáticas también han sido 
usadas para reconocimiento de nitratos empleando receptores tipo amonio cuaternario7-9,10, o 
complejos catiónicos como el complejo de Ni (II)- fenantrolina11, aunque la selectividad está 
influenciada por la hidrofobicidad de acuerdo con la serie de Hoffmeister12, lo cual resulta en una 
fuerte interferencia de aniones de similar energía de hidratación como ocurre con nitrato y cloruro. La 
coordinación de metales o ácidos de Lewis son otros tipos de interacciones no covalentes empleadas 
para complejar a aniones, tal como los complejos altamente cargados de Pt, que encapsulan al nitrato 
a través de los átomos de platino que actúan como ácidos de Lewis13 o una metalocaja macrotriciclica 
de Pd (II) que encapsula nitrato a través de átomos de Pd14. 
 

El uso analítico de estos receptores es muy limitado. Así podemos citar un ensayo 
competitivo espectrofotométrico para nitratos, basado en el desplazamiento de un indicador aniónico, 
como es el rojo de metilo o la resorufina, que están complejados con el receptor al añadir nitrato 15. 
Sin embargo el empleo de mezclas CH3OH/CH2Cl2 (1:1) como disolvente impide su uso en muestras 
reales.  
 

En cualquier aplicación al análisis de los receptores arriba citados, hay que tener siempre en 
consideración el importante papel jugado por los efectos del disolvente en el control de la unión del 
anión, en la fortaleza del enlace y en la selectividad16. Para cualquier aplicación a muestras reales, las 
cuales mayoritariamente son muestra acuosas, la competición entre el receptor neutro y los aniones 
solvatados en disolución homogénea, pueden conducir a que no haya reacción o a un pequeño 
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desplazamiento de la misma. Por el contrario, el empleo de sistemas basados en membrana sí hace 
posible el reconocimiento de aniones en disolución acuosa. 

 
El ión nitrato se encuentra siempre presente en sistemas ambientales, alimentarios, 

industriales y fisiológicos, pero las fuentes comunes de contaminación de aguas son causadas por las 
escorrentías debido al uso de fertilizantes, lixiviación de tanques sépticos, aguas residuales, y la 
erosión de depósitos naturales17. El nitrato puede ser causa de diversos problemas sanitarios18 entre 
los cuales los más serios son la metahemoglobinemia infantil (o síndrome del niño azul), 
especialmente en niños lactantes y la formación de nitrosaminas por la reacción con aminas 
secundarias en productos alimentarios, que posiblemente esté relacionada con la aparición de cáncer 
de estómago. Estos problemas han sido comúnmente reconocidos, y como consecuencia, se han 
establecido reglamentos legales con el propósito de controlar los niveles medioambientales, 
especialmente en aguas, estableciéndose un MCL de 10 mg·L-1 como nitrógeno en los Estados 
Unidos19 y 50 mg·L-1 como nitrato en los países de la Unión Europea20;21. 

 
Se han empleado diferentes estrategias para facilitar la detección, determinación y 

monitorización de nitrato principalmente en aguas22. Estos incluyen sensores desechables, 
dispositivos analíticos miniaturizados autocontenidos con los reactivos necesarios incorporados en el 
elemento en forma seca, que responden a la presencia o concentración de un analito, normalmente a 
través de una reacción química o bioquímica. Entre los sensores desechables electroquímicos se 
encuentran los sensores amperométricos de tipo dispositivo capilar relleno (capillary-fill device type)23, 
que se basan en la reacción de nitrato en un electrodo de cobre recién preparado a partir de sulfato de 
cobre e hidrógenosulfato de potasio serigrafiado en la lámina inferior del dispositivo24. 
 

Se han descrito dos tipos de sensores potenciométricos desechables para nitrato: electrodos 
selectivos de iones preparados usando tecnología de serigrafiado (screen-printing)9,10 y dispositivos 
potenciométricos preparados por deposición del polímero sensible a iones sobre la puerta aislante de 
un transistor de efecto de campo25. El nitrato de tridodecilemetilamonio es el receptor usual empleado 
y con él la selectividad  sigue el esquema de Hoffmeister.  

 
Los sensores visuales para nitratos, tiras reactivas, están basados en la reducción  a nitrito y 

en la formación de un colorante azoico con los reactivos adsorbidos26 o inmovilizados químicamente 
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en un soporte celulósico27. Las técnicas empleadas para  una determinación cualitativa o 
semicuantitativa son: comparación de la tira reactiva con una carta de colores28 o medida de la 
longitud o diámetro de la zona coloreada de una tira reactiva sellada con polímero27. 

 
Tiras reactivas para nitrato con muy diferentes formatos, tanto mono como multianalito, son 

suministradas por diferentes fabricantes como Merck, Industrial Test Systems, Macherey-Nagel, Orion 
AQUAFast, Hach, Agri-Screen, CHEMetrics y EnviroEquip entre otras, y se emplean en diferentes 
aplicaciones como aguas, tierras, savia, tejidos de plantas, forrajes, vinos, zumos de frutas y sueros, 
entre otras. Los sensores ópticos desechables para nitrato están basados en las mismas reacciones 
que los visuales, empleando la medida de una propiedad óptica, normalmente la reflectancia difusa 
con instrumentación autónoma27 o dispositivos portátiles, como es el caso del reflectómetro digital de 
bolsillo Nitracheck y el sistema Reflactoquant de Merck. 

 
El uso de receptores o ionóforos para nitrato pueden mejorar las tiras reactivas 

convencionales de diferentes maneras: 1) por no requerir la reducción de nitrato o la formación de 
compuestos coloreados; además de la toxicidad asociada con nitratos, los reactivos que se emplean 
en tiras comerciales contienen aminas que son tóxicas por naturaleza; 2) por incrementar el rango 
dinámico usual en tiras reactivas para nitrato; 3) por poder determinar fácilmente la concentración de 
nitrato, mientras que la mayoría de las tiras comerciales solo ofrecen información semicuantitativa; 4) 
por ser reversibles, lo que posibilita su reutilización, y además tiene la ventaja de reducir el error de la 
determinación. 
 

En este Capitulo se expone el trabajo realizado para el desarrollo y puesta a punto de un sensor 
óptico desechable altamente selectivo para la determinación de nitrato en aguas de diverso tipo 
mediante el empleo de un espectrofotómetro convencional, que esta basado en el empleo de un 
receptor de simetría C3 basado en amidas, que mejora las características analíticas de sensores 
desechables ya existentes29.  
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2. Experimental 

2.1. Reactivos 

 
Los productos químicos empleados fueron de grado analítico y todas las disoluciones acuosas se 

prepararon empleando agua procedente de un sistema de purificación de osmosis reversa Milli-Ro 12 
plus Milli-Q (Millipore, Bedford, MA). 

 
Las disoluciones patrón (1M), se prepararon en agua a partir de sales potásicas de nitrato, 

yoduro, bromuro (Merck, Darmstadt, Alemania), sulfato (Panreac, Barcelona, España) y cloruro 
(Sigma-Aldrich Química S.A, Madrid, España); y sales sódicas de perclorato (Panreac), tiocianato, 
nitrito, hidrógenocarbonato y acetato (Sigma-Aldrich). 

 
Para la preparación de las membranas sensible a nitrato, se utilizó cloruro de polivinilo de alto 

peso molecular (PVC), tributilfosfato (TBP), tris-(2-etilhexil) fosfato (TEHP), dioctilftalato (DOP), bis (2-
etilhexil)sebacato (DOS), 2-nitrofeniloctil éter (NPOE) y tetrahidrofurano (THF), todos ellos adquiridos 
a Sigma-Aldrich. El cromoionóforo 1,2-benzo-7-(dietilamino)-3-(octadecanoilimino) fenoxacina30 y el 
ionóforo 2,16,18,32,45,47-hexaetil-5,13,21,29,34,42,44,46,48-nonaazaheptaciclo [15.15.11.13,31.17,11. 
115,19.123,27.136,40]-octatetraconta-1,3(45),7(48),8,10,15(47),16,18,23(46),26,31,36,37,39-pentadecaeno-
6,12,22,28,35,41-hexona15;31 fueron sintetizados, purificados y caracterizados según viene descrito en 
el Anexo 1. Como soporte se utilizaron láminas de poliéster tipo Mylar (Goodfellow, Cambridge, UK). 

 

2.2. Preparación de los sensores desechables y procedimiento de medida 

 
Las membranas se fabricaron sobre un soporte de poliéster empleando la técnica de 

recubrimiento giratorio. Las mezclas para la preparación de las membranas sensibles a nitrato se 
hicieron a partir de una disolución que contenía 29,20 mg (32,2 % p/p) de PVC, 58,80 mg (65 % p/p) 
de tributilfosfato, 1,50 mg (1,7 % p/p) del ionóforo HNOPH, y 1,00 mg (1,1 % p/p) del ionóforo 1,2-
benzo-7-(dietilamino)-3-(octadecanoilimino) fenoxacina disueltos en 1,0 mL de tetrahidrofurano 

recientemente destilado. Los sensores desechables fueron preparados depositando 15 µL de esta 
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mezcla sobre una lámina de poliéster de 14 mm × 45 mm × 0,25 mm de espesor con ayuda de un 

sistema centrífugo de preparación de membranas rotando a 180 rpm32. Tras dejar girando durante 10 
segundos, se extrajo la membrana del sistema centrífugo de preparación de membranas y se dejaron 
secar en un desecador con atmósfera saturada de tetrahidrofurano durante 10 minutos a temperatura 
ambiente. La zona sensora del sensor desechable es una película circular de 6 mm de diámetro, 

transparente, de color rojo, con un espesor calculado de 4,5 µm y una concentración de ionóforo y 

cromoionóforo en el sensor una vez preparado de 1,71 mmol·kg-1 en cada uno de ellos. 
 
También es posible preparar estos sensores desechables en soportes celulósicos o tipo tejido 

mediante un proceso de impregnación en dos baños para el tampón y el cóctel, con las ventajas de 
simplicidad y tiempo de respuesta que ello supone para su uso.  

 
Para evaluar la respuesta del sensor desechable se toma una alícuota de 8 mL de una disolución 

a ensayar conteniendo nitrato en actividades comprendidas entre 0,022 y 45,15 mM (0,026 y 62,68 
mM en concentración) que se coloca en un tubo de polietileno de 10 x 1,5 cm junto con 2 mL de 
disolución reguladora 0,1M dihidrogeno fosfato/monohidrógeno fosfato de pH 6,0. Se introduce a 
continuación el sensor desechable en el tubo donde se mantiene durante cinco minutos sin agitación. 
Tras alcanzar el equilibrio, se saca la membrana de la disolución, se sacude para eliminar las gotas de 
disolución que la puedan mojar y se mide su absorbancia a 660 nm en un espectrofotómetro de 
diodos en línea Hewlett-Packard (modelo 8453; Nortwalk, CT) provisto de un soporte metálico de 44 
mm de alto y 12 de fondo, pintado en negro mate que se coloca en el compartimento de cubetas33. 
Para corregir la absorbancia de fondo, las medidas fueron realizadas frente a una tira de poliéster 
como referencia. Todas las medidas se realizaron a temperatura ambiente y las membranas no fueron 
acondicionadas antes de su uso. Los valores de absorbancia máxima y mínima, correspondientes con 
la forma completamente protonada  (AHC+) y desprotonada (AC) del cromoionóforo, necesarios para 

calcular los valores de α fueron obtenidas midiendo la absorbancia de membranas equilibradas con 

HNO3 0,01M y con NaOH 0,02 M, respectivamente. Las actividades fueron calculadas de acuerdo con 
la ecuación de dos parámetros de Debye-Hückel34. 

 
Las constantes de coextracción Ke1, Ke2, y Ke3 se calcularon en la zona de máxima pendiente de  

la curva experimental obtenida para nitrato, ya que proporciona más información y menor error35. 
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Estas constantes se calcularon a partir de membranas que contenían ionóforo (Ke1 y Ke3) y otras que 

no lo contenían (Ke2). Los coeficientes de selectividad  se determinaron aplicando el método de 

las disoluciones separadas (SSM)

opt
j,NOK −

3

36;37. Los programas utilizados para el tratamiento de datos y el 
ajuste de datos experimentales fueron: Statgraphics Plus Versión 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 discusión 

 
El mecanismo de sensado utilizado en este sensor desechable se basa en un proceso reversible 

de coextracción de iones nitrato y protones entre una membrana tridimensional de PVC plastificado y 
una fase acuosa que contiene el analito38. Aunque para un sensor de un solo uso, la reversibilidad no 
es estrictamente necesaria, este sistema proporciona ventajas en términos de reversibilidad y también 
da lugar a un amplio rango de medida y un corto tiempo de respuesta. En este mecanismo, la unión 
selectiva de nitrato por el ionóforo L va acompañada de la protonación del cromoionóforo C para 
mantener la electroneutralidad de la membrana, lo que genera la señal analítica. En este caso no se 
requiere el uso de aditivos iónicos lipofílicos para la coextracción debido al carácter neutro tanto del 
ionóforo como de la forma básica del cromoionóforo, como se observó experimentalmente. El 
siguiente equilibrio de coextracción tiene lugar, si se asume que las especies que se originan son 

 y HC−
3LNO +: 

 
−+−+ +↔+++ 33 LNOHCNOHLC         (5.1) 

 
donde las especies barradas están en la fase membrana, mientras que las otras especies químicas se 
encuentran en disolución acuosa.  

 
La descripción de las características de la respuesta del sensor desechable se puede conseguir 

mediante el grado de desprotonación α ([C]/CC) medido a partir de la absorbancia de la forma 

protonada del cromoionóforo, la cual es la especie medible en la fase membrana, como una 
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absorbancia normalizada38. El valor de α en la muestra acuosa está relacionado con la constante de 

equilibrio Ke1, la concentración de ionóforo CL, la de cromoionóforo CC, y la actividad de NO3- y H+ a 
través de la siguiente función respuesta: 
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En consecuencia, el ajuste del pH con un tampón apropiado permitiría determinar ópticamente la 

actividad de nitrato en disolución.  
 
En ausencia de ionóforo en la membrana, ocurre un proceso de extracción de nitrato hacia la 

membrana debido a otro proceso de coextracción, de nitrato y protón, que es debido a la presencia del 
cromoionóforo básico en la membrana, de acuerdo al siguiente proceso: 

 
−+−+ +↔++ 33 NOHCNOHC  (5.3) 

 

Análogamente, el proceso se caracteriza por una constante de coextracción  según: 2eK

 

−+ ⋅⋅α
α−

=
3

1
2

NOH
e aa

K  (5.4) 

 
El ionóforo que se ha seleccionado, HNOPH, es un ciclofano rígido bicíclico15 que ha sido 

propuesto por el grupo de investigación de Anslyn y col., y se obtiene por condensación de 1,3,5-
tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno con 3 equivalentes de dicloruro de 2,6-piridinadicarbonil que 
origina un receptor con simetría C3 con seis grupos amida que convergen en el centro de una cavidad 
enlazante15. La disposición prismática trigonal de este ionóforo es capaz de coordinarse con el 

sistema de electrones π del nitrato de geometría planar dentro de la cavidad de la caja formando un 

complejo 1:13(Figura 5.1). 
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Figura 5.1. Estructura del receptor de nitrato HNOPH 

 
 

 Como cromoionófofo fue elegido el compuesto 1,2-benzo-7-(dietilamino)-3-(octadecanoilimino) 
fenoxacina teniendo en consideración sus características de acidez y los requerimientos de pH del 
conjunto del proceso de reconocimiento. Para seleccionar el plastificante se llevó a cabo un estudio 
preliminar con diferentes plastificantes: tributilfosfato (TBP), o-nitrooctilfeniléter (NPOE), bis(2-
etilhexil)sebacato (DOS), dioctilftalato (DOP) y tris(2-etilhexil)fosfato (TEHP), estudiando su respuesta 
frente a NO3-, Cl- y SO42-, así como su reversibilidad y tiempo de respuesta. Para ello, se prepararon 
membranas con cada uno de los plastificantes citados, manteniendo una composición fija del resto de 
los componentes. Todas las membranas contenían un 28% en peso de PVC, 70% en peso del 
plastificante correspondiente, 1,00 mg del cromoionóforo y una cantidad de ionóforo de 1,50 mg, 
correspondientes a una relación molar 1:1 ionóforo/cromoionóforo , todo ello disuelto en 1,00 mL de 

THF. Con 15 µL de cada cóctel se prepararon las diferentes membranas. A continuación, se puso 

cada una de las membranas en contacto con disoluciones 0,01 M de NO3-, Cl- y SO42-, 
respectivamente, a pH 4,0  y se registró la variación de absorbancia a 660 nm.  
 
 De los resultados obtenidos, se concluyó que el empleo de DOS y DOP daba lugar a respuestas 
pequeñas (entre un 12 % y 5% de la señal más alta) y muy similares para los tres aniones estudiados. 
Por el contrario, las membranas con NPOE son más selectivas, originando una respuesta mayor (75 
%), que es reversible aunque lentamente. Los plastificantes que dieron lugar a sensores selectivos y 
totalmente reversibles y con señales altas fueron los ésteres fosfato (TBP 100% y TEHP 83%), sin 
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embargo, la respuesta de las membranas con TBP originaron las mayores y mas rápidas señales 
analíticas, por lo que TBP fue el plastificante seleccionado para los siguientes experimentos. 

 
Como indica el esquema de coextracción, la respuesta del sensor desechable depende de la 

actividad protónica. Un incremento en la actividad protónica desplaza cuantitativamente la respuesta a 
menores actividades de nitrato (Figura 5.2.A), pero al mismo tiempo incrementa la coextracción de 
nitrato en membranas sin ionóforo (Figura 5.2.B), de acuerdo con lo que se predice en los dos 
modelos teóricos. Además, a bajos valores de pH, la respuesta de las membranas que contienen 
ionóforo no se desplaza cuantitativamente con el pH como predice la teoría, que indica que el 
producto de las actividades de nitrato e hidrogenoiones en disolución debe dar lugar a una curva 
respuesta teórica única. A valores de pH por debajo de 5,0, la función respuesta está desplazada a la 

derecha de la función respuesta teórica, lo que implica que los valores de α son menores de lo que la 

teoría predice, esto es, la fracción de cromoionóforo protonado es mayor de la esperada y con una 
mayor pendiente. 

 
Por esta razón, concluimos que debe tener lugar un proceso de coextracción adicional sin 

ionóforo a actividades protónicas a partir de 10-5 en adelante. Este modelo de coextracción mixto en 
membranas conteniendo ionóforo tiene en consideración la coextracción de nitrato y protones, pero 
que no todo el nitrato debe ser complejado con el ionóforo, de acuerdo la siguiente ecuación: 

 
−−+−+ ++↔+++ 333 2222 NOLNOHCNOHLC   (5.5) 

 
Este proceso viene caracterizado por una constante de coextracción Ke3: 
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En efecto, como se puede ver en la Figura 5.2., las curvas respuesta para pH ≤ 5 se ajustan a 

este modelo mixto, que da cuenta de la pendiente intermedia observada que se encuentra entre la de 
los modelos con y sin ionóforo.  
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A un valor de pH  de 6 en adelante, el modelo de coextracción dado por la ec.1 funciona 
correctamente y el sistema sensor muestra la suficiente sensibilidad para determinar nitrato en aguas 
a la vez que se minimiza la coextracción sin ionóforo, ya que no se observa respuesta en membranas 
sin ionóforo para concentraciones de nitrato inferiores a 10-2M, en concordancia con las constantes de 
coextracción calculadas: Ke1: 9,06±0.04 y Ke2: 6,90±0.08. 
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Figura 5.2. Efecto del pH en la respuesta del sensor a pH = 4,0; b: pH = 5,0; c: pH = 
6,0; d: pH = 7,0; e: pH = 8,0; f: pH = 9,0. A: con ionóforo; B: sin ionóforo. La curva de 
círculos abiertos en la parte superior de la figura corresponde a la respuesta con 
nitrato de tetrametilamonio a pH 9. 
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Adicionalmente, la pendiente para sensores desechables conteniendo ionóforo es la mitad que 
para sensores que no lo contienen, tal como predicen los modelos, lo que desplaza, en este caso, el 
rango dinámico a menores concentraciones de nitrato. Para valores de pH mayores de 7,0, la 
respuesta a nitrato disminuye debido a la baja concentración protónica existente, por lo que se 
seleccionó un pH de 6,0 para la realización del resto de los experimentos. Además de que a ese pH 
se minimiza la señal debida al modelo sin ionóforo, como se ha dicho.  

 
De la distancia horizontal de las dos curvas respuesta a media altura, mitad de protonación, 

obtenidas a pH 6 para membranas con y sin ionóforo, es posible estimar la constante de formación del 
complejo de nitrato con HNOPH dentro de la fase membrana polimérica, utilizando el procedimiento 
propuesto por Bakker et al39. Aceptamos las suposiciones allí indicadas y suponemos que la 
complejación con ionóforo, formando un complejo 1:1, es el proceso que prevalece a este valor de pH. 

El valor encontrado ( −β
3LNOlog = 3.8±0.1), aunque no es muy alto, es mayor que el comunicado para el 

mismo complejo en disolución con disolventes de polaridad creciente. En concreto, ha sido descrito un 
valor de 2,48 utilizando una valoración con 1H NMR en CD2Cl2/CD3CN (25:75 v/v) como disolvente3 
(constante dieléctrica estimada: 31; constante dieléctrica del plastificante TBP: 8), como es usual 
considerando la diferente energía libre de solvatación del nitrato en cada disolvente. 

 
A valores altos de  pH y altas concentraciones de nitrato, se observa una fuerte desviación de la 

respuesta teórica predicha por el modelo para membranas con ionóforo (Fig. 5.2.A), observándose 

altos valores de α experimental y, por tanto, baja protonación del cromoionóforo básico. Esto se 

puede explicar considerando que dado que la actividad protónica a pH básico es baja, la posibilidad 
de protonación del cromoionóforo necesaria para contrarrestar la complejación de nitrato en la 
membrana es también baja, y en consecuencia, es extraido el contraión presente en disolución, en 
este caso el potasio. Este comportamiento permite la extracción de nitrato, pero origina una 
interferencia catiónica. Tal comportamiento no es muy común en optodos, pero ha sido observado en 
algunas ocasiones, como en el caso de un sensor para cloruro basado en un ionóforo 
[9]mercuracarborandano-340. Para comprobar esta interferencia catiónica se han llevado a cabo 
experimentos análogos en los que se ha sustituido el potasio como contraión de nitrato por el más 
lipofilico tetrametil amonio, comprobándose como la curva obtenida en esta ocasión difiere aún más 
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de la teórica, con lo que queda confirmada esa interferencia catiónica (ver en Figura 5.2.A la curva con 
puntos vacíos). 
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Figura 5.3. Curvas teóricas y experimentales obtenidas a pH 6, para el 
sensor desechable con ionóforo y sin ionóforo. 

 
 
El esquema que hemos usado para el desarrollo de un sensor desechable para nitrato no 

necesita el uso de aniones lipofílicos cuya proporción frente al ionóforo suele influir  bastante en la 
selectividad41. Por esta razón, la influencia del ionóforo sobre la membrana se evaluó como una 
relación ionóforo/cromoionóforo (CL/CC), manteniendo para ello una adecuada cantidad fija de 
cromoionóforo de manera que se minimice el error fotométrico en la medida de la absorbancia. 

 
Para realizar este estudio se prepararon series de disoluciones de perclorato, nitrato, yoduro, 

bromuro, cloruro, con seis niveles de actividad diferentes en cada serie: 1·10-5, 1·10-4, 1·10- 3, 1·10-2 , 
1·10-1 y 1 M y con el valor de pH ajustado a 6.0 con una disolución reguladora de dihidrogeno 
fosfato/monohidrógeno fosfato, siendo la concentración de este tampón  2·10-2 M en la disolución final. 
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Se analizó cada serie con una misma membrana, efectuando tres réplicas por serie. Cada membrana 
se introdujo durante 6 minutos para asegurar la consecución del equilibrio y, a continuación, se midió 

la absorbancia y se establecieron las funciones α  vs  , lo que permitió calcular los 

coeficientes de selectividad. 

−
3NOalog

 
El coeficiente selectividad está directamente relacionado con α y gráficamente se corresponde a 

la distancia que separa las funciones respuesta del analito y del interferente. En esta Memoria de 
Doctorado se han determinado los coeficientes de selectividad de modo matemático, utilizando la 
ecuación: 
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donde y p son la carga y la estequiometría el anión principal (i) y z y q las del anión 

interferente(j). Para calcular este coeficiente de selectividad fue necesario estudiar por separado el 
comportamiento y respuesta para cada uno de los iones, para luego extraer de esos datos 
experimentales los parámetros de la ecuación (5.7)  

ν

 
Como puede observarse en la Figura 5.5, un incremento en la relación CL/CC implica, como 

predice el anteriormente mencionado modelo, un desplazamiento de la función respuesta hacia la 
izquierda y un ligero incremento en la pendiente de la curva (Figura 5.5). Por esta razón, aunque los 
coeficientes de selectividad entre  los principales iones interferentes ensayados, ClO4- , I- , Br- , Cl- se 
incrementan ligeramente con la relación molar ionóforo:cromoionóforo (CL/CC ) (Figura 5.4), se 
selecciona una relación 1:1 debido a la menor pendiente de la función respuesta, que hace que el 
rango dinámico para nitrato sea mayor. Por esta razón, y también dado que el aumento de la 
proporción de ionóforo implica además un mayor costo, es por lo que finalmente se decide seleccionar 
una relación  CL/Cc de 1:1.  
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Figura 5.4. Variación de la selectividad del sensor en función de 
la relación molar ionóforo/cromoionóforo 
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Figura 5.5. Curvas sigmoidales teoricas para diferentes 
relaciones molares ionoforo: cromoionoforo: a) 1:1, b) 2:1, c) 3:1. 

 
 
El porcentaje de plastificante en la membrana ha mostrado tener muy poca influencia sobre la 

selectividad. El estudio se realiza variando el porcentaje de TBP en el cóctel, desde 50% hasta un 
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80%, manteniendo constante la masa final del cóctel.(45,25 mg). Esto implica el ir bajando la cantidad 
de PVC al ir subiendo la de TBP, al estar ambas relacionadas. 

 
Del mismo modo que se ha hecho para optimizar la relación ionóforo:cromoionóforo, se 

prepararon series de disoluciones de perclorato, nitrato, yoduro, bromuro, cloruro, con seis niveles de 
actividad diferentes en cada serie: 1·10-5, 1·10-4, 1·10- 3, 1·10-2, 1·10-1 y 1 M y con el pH ajustado a 6.0 
con una disolución reguladora dihidrogeno fosfato/monohidrógeno fosfato. Se analizó cada serie con 
una misma membrana, efectuando tres réplicas por serie. Para ello, cada membrana se introdujo 
durante 6 minutos para asegurar la consecución del equilibrio y, a continuación, se midió la 

absorbancia y se establecieron las funciones α  vs  , lo que permitió calcular los coeficientes 

de selectividad. Como se puede ver en la Figura 5.6 los coeficientes de selectividad en todos los 
casos son muy similares, no existiendo diferencias significativas en ningún porcentaje. 

−
3NOalog
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Figura 5.6. Variación de la selectividad del sensor, en función 
de la proporción de TBP. 

 
 
Dado que no hay influencia en la selectividad, para seleccionar el porcentaje mas adecuado de 

plastificante, se estudio además el tiempo de respuesta y las propiedades físicas del sensor 
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desechable. El tiempo de respuesta en alcanzar el equilibrio (t95%) se midió con diferentes membranas 
para una concentración intermedia de nitrato de concentración, 1·10-4M. En la siguiente Tabla 5.1 se 
puede comprobar que un 65% de porcentaje de plastificante es el que permite un mayor incremento 
de la señal para un tiempo constante de 5 minutos. 

 
 

Tabla 5.1. Porcentaje  de equilibrio 
alcanzado en función de la 
proporción de TBP en la membrana. 

TBP 
 % 

% Reacción 
 a 5 min. 

50 73,2 

60 84,6 

65 87,7 

70 85,9 

80 84,1 

 
 
 
Respecto a las propiedades físicas de la membrana se observa que en los sensores que 

contienen un porcentaje de TBP inferior o igual al 50%, la zona activa no se adhiere al soporte plástico 
o bien la señal es inestable o muestra mucho ruido. Para porcentajes iguales o superiores al 70%, 
empeoran las propiedades físicas de la membrana, pues son menos homogéneas, de poco espesor y 
aumenta el tiempo de secado durante la preparación. Se eligió un valor del 65% de TBP como valor 
de compromiso.  

 
Para calcular los coeficientes de selectividad del sensor desechable, se obtuvieron las curvas 

respuesta para diferentes aniones empleando sensores preparados tanto con ionóforo como sin 
ionóforo. Para ello, se han preparado tres sensores para cada serie de cada anión a estudiar, que se 
han introducido durante 6 minutos, en disoluciones de pH 6, de concentración comprendida entre 1 y 
1x10-5 M del anión correspondiente.  Estas disoluciones se han preparado de los siguientes 10 
aniones: NO3-, SO42-, HCO3-, I-, Br-, Cl-, ClO4-, SCN-, NO2- y CH3COO-.  
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Figura  5.7. Selectividad del sensor de nitrato a pH 6,0. A: membranas con 
ionóforo. Las líneas continuas son las curvas respuesta teóricas  predichas 
por la ecuación 5.2 para nitrato, nitrito y cloruro, y predichas por la ecuación 
5.6 para el resto de aniones. B: Membranas sin ionóforo. Las líneas 
continuas se corresponden con las curvas respuesta teóricas predichas por 
la ecuación 5.5 
 

 
Los resultados obtenidos usando membranas sin ionóforo se ajustan a la curva teórica descrita 

por la ecuación 5.4, pero este no es el caso para la mayoría de los aniones estudiados usando 
membranas con ionóforo, en los que se observa que la pendiente de las curvas es sistemáticamente 
mayor que la predicha por la ecuación 5.2, pero menor que la indicada por la ecuación 5.4. Nosotros 
suponemos que la constante de formación del complejo para la mayoría de los aniones es muy 
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pequeña, como puede deducirse de la posición de la curva del anión primario, nitrato, respecto de las 
curvas de los interferentes y del bajo valor de la constante de nitrato antes discutida. Como 
consecuencia, el equilibrio debido a la formación del complejo no puede estar muy desplazado por lo 
que una simple coextraccion de aniones, gobernada por la lipofilicidad de estos, podría tener lugar 
simultáneamente.  

 
 El uso de una ecuación como es la ec. 5.6 correspondiente al que hemos denominado 

anteriormente modelo mixto, permite ajustar los valores experimentales de α para la mayoría de los 
interferentes, excepto para cloruro y nitrito, como se puede ver en la Figura 5.7. En el caso de nitrito 
hay una fuerte desviación del modelo a altas concentraciones de nitrito. 

 

La selectividad óptica para aniones de nitrato, medida por la constante de selectividad , a 

pH 6, que se mide usando el método de disoluciones separadas (SSM), sigue la serie de Hoffmeister 

para las membranas que no contienen ionóforo: ClO

opt
j,NOK −

3

4- > SCN- > I- > NO3- > Br- > HCO3- > NO2- ≅ Cl- ≅ 

SO42- > CH3COO- con un cambio en el orden usual para Cl- > HCO3- > CH3COO-.  
 
En presencia de ionóforo, el desplazamiento de la reacción es mayor, una idea apoyada por el 

incremento observado en la absorbancia debido a la forma protonada del cromoionóforo (ver Figura 

5.7). Adicionalmente, la secuencia de selectividad con ionóforo cambia a: ClO4- ≅ SCN- > NO3- > I- > 

NO2- > Br- ≅ Cl- > SO42- > HCO3- > CH3COO, incrementándose la selectividad frente a nitrato, debido a 

la interacción selectiva entre el ciclofano y nitrato, lo cual es consistente con los datos que han sido 
previamente publicados en bibliografía.3;15. 

 

En la Tabla 5.2. se observan los diferentes valores de  encontrados. La escasa 

selectividad observada para acetato es particularmente sorprendente comparándola con la 
selectividad para acetato encontrada para el mismo ionóforo en mezclas de disolventes orgánicos 
(CD

opt
j,NOK −

3

2Cl2/CD3CN (25:75 v/v)) donde las constantes de asociación son de 770 y 300 M-1  para acetato y 
nitrato, respectivamente. Sin embargo, otros ionóforos conteniendo agrupaciones amida calix[4]areno 
muestran una respuesta similar, así se encuentran valores de 370 y 200 M-1 para los mismos iones en 
acetona-d642. En otros casos, la constante de asociación de ionóforos formadores de enlace de 
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hidrógeno con nitrato es mayor que para acetato, este es el caso de ionóforo complejos Pt (II) 
nicotinamida (Ka1: 230 M-1; Ka2: 491 M-1 para acetato en CD3CN/DMSO-d6 3+1 v/v; Ka1: 562 M-1; Ka2: 
132 M-1 para nitrato en CD3CN)43, aunque la diferencia es mucho mayor en nuestro caso.  

 

Tabla 5.2. Coeficientes de selectividad para 

diferentes aniones con ionóforo y sin ionóforo. 
J,NO-

3
K

 
Anión Con  Ionóforo Sin ionóforo 
SCN- 0,3 ± 0,08* 1,4 ± 0,07 
ClO4- 0,3 ± 0,13 2,04 ± 0,02 
NO3- 0 0 

I - -0,97 ± 0,01 0,78 ± 0,02 
NO2- -2,4 ± 0,13 -2,0 ± 0,12 
Br - -2,3 ± 0,13 -0,98 ± 0,05 
Cl - -3,8 ± 0,12 -1,96 ± 0,01 

HCO3- -4,0 ± 0,12 -1,26 ± 0,01 
AcO- -5,4 ± 0,13 -3,5 ± 0,02 
SO42- -5,3 ± 0,13 -1,99 ± 0,02 

 
 
En la Figura 5.8 se muestra la respuesta del sensor desechable a actividades de nitrato en el 

rango 2,59·10-1 y 8,37·10-7 M en actividades (0,5 y 1·10-6 M en concentraciones) para un pH de 6, 
junto con la función de respuesta teórica usando la ecuación 5.2 para una estequiometria ionoforo/ 
nitrato, p= 1 y 2.  

 
El efecto de la estequiometría sobre la curva respuesta teórica para este caso es pequeño, 

dificultando una clara distinción entre diferentes estequiometrías en la membrana. Hemos supuesto, 
de acuerdo con los estudios de Anslyn y al.3 que tiene lugar una estequiometría 1:1 en la membrana. 
El ajuste por mínimos cuadrados de los puntos experimentales, en la zona lineal de máxima pendiente 
(para 8 niveles de concentración diferentes y 9 réplicas de cada una) nos permite calcular un valor de 

log Ke1 de 9,06 ± 0,04. 
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Figura 5.8. Estequiometría de la reacción de intercambio. Curvas teóricas: a : p=1; b: p= 2. 

 

4. Caracterización analítica y aplicaciones 

 
El rango de medida de un sensor desechable basado en optodos de membrana tridimensional 

que presentan una función respuesta de forma sigmoidal, ha sido definido de diferentes formas: (i) a 
partir de la relación lineal en el centro de la función respuesta de modo tal que la pendiente no se 
desvíe mas de un 1 o 0,1 % de su valor máximo44 o que la pendiente no disminuya en menos de un 
factor de 2 comparado con su valor máximo38.  (ii) teniendo en cuenta el comportamiento no lineal de 
las actividades entre el límite superior e inferior del rango de medida32;38, lo que depende de la 
definición de límite de detección32;37;45. En este caso, la relación lineal en la mitad de la función 
respuesta sigmoidal definida por medio de un test de fallo de ajuste, se usa como rango de medida, y 
la intersección de la función de calibrado lineal y la función lineal ajustada en la zona de mínima 
pendiente se emplea como límite de detección. 
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Para caracterizar el comportamiento analítico del sensor desechable, se han preparado dos 

series de disoluciones patrón, una en la zona de máxima pendiente (8 patrones, 9 réplicas de cada 
uno), en un rango de concentraciones comprendido entre 2,20x10-5 y 8,09x10-3 M en actividades  
(2,62x10-5 y 1,00x10-2 M en concentraciones), y otra serie de disoluciones patrón en la zona de 
mínima pendiente de menor actividad (3 patrones, 9 réplicas de cada), entre  8,37x10-7 y 2,20x10-5 M 
en actividades (1,00x10-6 y 2,62x10-5 M en concentraciones).  

 
La linealidad de ambas series, como se ha explicado anteriormente, fue comprobada por 

aplicación de un  test de fallo de ajuste46 y las funciones lineales que se obtuvieron fueron, 
respectivamente:  

 α = -0,3868 – 0,2875  (5.9) −
3NOalog

α = 0,8724 – 0,0172  (5.10) −
3NOalog

 
El límite de detección se calculó por la intersección de ambas funciones, resultando 0,022 mM en 

actividades (0,026 mM en concentraciones) (Figura 5.8). El límite superior del rango de medida se 
obtuvo por la intersección de la función de calibrado con el eje de abscisas (Figura 5.8); el valor 
obtenido fue 45,15 mM en actividades (62,68 mM en concentraciones) Así, el rango de medida para 

nitrato se encuentra entre 22 µM y 45,15 mM en actividades (26 µM y 62,68 mM en concentraciones o 

1,63 y 3886 mg·L-1). 
 

Tabla 5.3. Limites inferior y superior para el sensor de nitrato. 

 Límite de detección Límite superior 

Actividades 0,022 mM 45,15 mM 
Concentraciones 0,026 mM 62,68 mM 

 
 

La precisión fue calculada como desviación estándar relativa (DER) para el log  ,a tres 

niveles de actividad de nitrato  0,08, 2,07, 8,09 mM y diez réplicas de cada uno, realizándose un doble 
estudio. Por un lado, empleando siempre el mismo sensor, o sea un estudio intramembrana; y por otro 

−
3NOa
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lado empleando siempre un sensor diferente en cada réplica, o lo que llamamos estudio 
intermembrana o reproducibilidad sensor a sensor.  En las Tablas 5.4 y 5.5 se muestran los valores 
obtenidos que indican una precisión muy buena considerando que se trata de un método rápido de 
análisis. 

 
 

Tabla 5.4. Reproducibilidad intramembrana                 Tabla 5.5.Reproducibilidad intermembrana 
 

−
3NOa (mM) DER (%) 

0,08 0,79 
2,07 3,68 
8,09 6,25 

 

 

 

−
3NOa (mM) DER (%) 

0,08 1,68 
2,07 1,39 
8,09 2,77 

 
 
El sensor desechable que hemos descrito trabaja de un modo reversible, lo que significa que se 

puede reutilizar después de acondicionarlo con NaOH 0,02 M. Se ha estudiado la reusabilidad, 
chequeándola a partir de una serie de membranas, que fueron medidas una vez al día con una 
disolución de nitrato en el medio de la función de calibrado y conservadas en sitio seco y en ausencia 
de luz; comprobándose que se puede reutilizar una misma tira hasta 3 semanas. El tiempo de vida del 
sensor desechable, ha sido comprobado de una manera similar y protegido de la luz y humedad 
excesiva, siendo al menos de mes y medio. La Tabla 5.6 muestra estos y otros parámetros analíticos 

 
La eficiencia analítica del sensor desechable que hemos descrito es mejor que la de otros 

sensores desechables ópticos como electroquímicos, que han sido descritos hasta la fecha. Por 
ejemplo, los dispositivos amperométricos de capilar relleno, trabajan entre 10-3 y 10-5 M23, mientras 
que los sensores desechables potenciométricos trabajan en los rangos 10-2 a 2,5x10-5M, 10-2-10-5 M, y 
10-2-10-4 M25. Sensores ópticos desechables comercializados funcionan en el rango 4,8·10-5 y 3,6·10-3 
M(Reflectoquant 29) y 8,1·10-5 a 8,1·10-3 M(Nitrachek47).  
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                 Tabla 5.6.  Parámetros analíticos 

Parametro analitico Valor; S 

ordenada -0,387; 0,010 

pendiente -0,288; 0,003 

Nivel de probabilidad % (test de fallo de 
ajuste) 

5,6 

Linear range (mg/L) 1,63 – 3886 

Detection limit (mg/L) 1,63 

1,0·10-4 M 1,68 

2,5·10-3 M 1,39 
DER (%)a 

Intramembrana 
1,0·10-2 M 2,77 

1,0·10-4 M 0,79 

2,5·10-3 M 3,68 
DER (%)a 

sensor-a-sensor 
1,0·10-2 M 6,25 

Parámetro analítico (nm) Absorbancia, 660 

Tiempo de respuesta (min) 5 

Coste (€/tira) 0,04 

Tiempo de vida (semanas) 6 

Reutilización (semanas) 3 

         a: DSR para  −
3NOalog

 

Los valores de coeficiente de selectividad  que hemos obtenido usando membranas con 

la composición óptima indican que el sensor desechable descrito es del orden de  6,3·10

opt
j,NOK −

3

3 veces más 
selectivo para nitrato que para cloruro, 1,0·104 veces mas selectivo que carbonato y 2,0·105 veces 
mas selectivo que sulfato. Aunque el concepto de coeficientes de selectividad requerida36 no es 
manifiestamente apropiado para  especies contaminantes como es el nitrato, cuyo nivel cambia 
dependiendo de las circunstancias, fue aplicado como un ejemplo a aguas subterráneas del área de 
Granada, empleando el valor promedio más alto y el más bajo de esos aniones48 y un máximo error 
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tolerable del 5% para la determinación de nitrato. Los valores de selectividad obtenidos para el sensor 

desechable cumplen con los requerimientos de selectividad ( . : -3.5 (ClrequeridaKopt
j,NO−

3

-); -3.4 ( ); 

-3.7 ( )) para el ensayo de nitratos en aguas del área seleccionada ( 447 mg·L

−2
4SO

−
3HCO -1 Cl-; 2.109 mg·L-

1 ; 583 mg·L−2
4SO -1 −

3HCO ; 5 mg·L-1 ). −
3NO

 
Para estudiar la utilidad del sensor desechable propuesto para la determinación de nitrato, fue 

aplicado a aguas de diversa procedencia (mineral, fuente, grifo) del área de Granada con diferentes 
contenidos en nitrato. Los resultados han sido validados por comparación con un método 
voltamperométrico de referencia basado en una onda catalítica de U (VI)49. Los resultados obtenidos 
se muestran en la Tabla 5.7 donde se muestran los resultados correspondientes al valor medio de 3 
réplicas para cada muestra con cada uno de los métodos, la desviación estándar de estas medidas y 
el valor P del test de comparación de medias empleado. Como se observa no existe diferencia 
significativa entre las medias obtenidas utilizando el sensor y el método de referencia. 

 
 

Tabla 5.7. Determinación de nitrato en diferentes tipos de agua, empleando como método de referencia la 
voltamperonetría. 

Tipo de muestra 
Sensor 

desechable* 
(mg·L-1) 

s 
Método 

referencia* 
(mg·L-1) 

s Pval (%) 

Agua del río Monachil (Monachil, Granada, España) 3,6 0,24 3,3 0,45 29,17 
Agua del río Genil (Granada, España) 3,1 0,25 2,8 0,24 31,62 
Agua de fuente (Granada, España) 27,3 0,63 29 2,0 20,42 
Agua de fuente (Granada, España) 4,1 0,33 4,37 0,02 21,10 
Agua de fuente (Haza Grande, Granada, España) 54 2,24 54 4,1 90,65 
Agua de fuente  (Zujaira, Granada, España) 62 2,78 61 3,57 59,95 
Agua de fuente  (La Peza, Granada, España) 2,92 1,49 2,7 17,26 39,00 
Agua de pozo (Illora, Granada, España) 20,4 0,29 23 1,71 14,3 
Agua de aljibe (Illora, Granada, España) 91,8 5,26 87,9 0,94 27,20 
Agua de pozo (Valderrubio, Granada, España) 201 33,5 200 12,1 96,09 

*tres replicas de cada muestra 
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5. Conclusiones 

 
Se ha desarrollado un sensor óptico desechable empleando un sistema de reconocimiento 

receptor-huésped, basado en un ionóforo artificial para nitratos de simetría C3 basado en amidas. Las 
múltiples interacciones de enlace de hidrógeno permiten un ajuste fino entre las energías libres de 
interacción nitrato-ionóforo y la de hidratación, puesto en práctica en una membrana transparente que 
trabaja por coextracción ofreciendo una señal analítica fácil de medir. 

 
Hemos logrado preparar un sensor óptico de un solo uso muy simple, que por lo general son más 

complejos que los sensores electroquímicos, para un anión con carácter débilmente coordinante como 
es el nitrato. El patrón de selectividad encontrado cumple la mayoría de los requerimientos de 
selectividad para el análisis de nitrato en aguas naturales considerando el nitrato más que como un 
constituyente natural, como un contaminante con muy diferentes posibles niveles de concentración. 

 
El sensor descrito hace posible el monitorizar nitrato in situ para muchas situaciones prácticas. 

Como ejemplos podemos señalar el control de calidad de aguas para mantener un nivel dentro de las 
regulaciones legales o ensayos de nitrato en savia de pecíolo en plantas para determinar las 
necesidades de fertilización, con las ventajas de reducción de contaminación, perdidas y cambios 
relacionados con la recogida de muestras y reducción de costo. Es además respetuoso con el 
medioambiente y se ha estimado que tiene un tiempo de vida de un mes y medio cuando se protege 
de la luz en condiciones normales. 

 
Las desventajas que presenta están relacionadas con el tiempo de respuesta, el cual en el 

formato desarrollado es aproximadamente de 5 minutos, debido a la difusión en el interior de la 
membrana polimérica, pero puede ser reducido con el uso de soportes porosos. La precisión puede 
ser mejorada con técnicas de producción en masa, la cual podría también recortar costes. El uso de 
diferentes técnicas de producción en masa y el desarrollo de instrumentación pequeña, portátil y 
operada con baterías, que podría permitir descentralizar los análisis, está ahora mismo bajo 
investigación. 
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DESARROLLO DE UN SENSOR ÓPTICO 
DESECHABLE PARA CITRATO BASADO EN UN 

RECEPTOR SINTÉTICO TIPO GUANIDINIO 





 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
DESARROLLO DE UN SENSOR ÓPTICO 

DESECHABLE PARA CITRATO BASADO EN UN 
RECEPTOR SINTÉTICO TIPO GUANIDINIO 

 

 

1. Introducción 

 
Los sensores desechables pueden ser considerados como un tipo de métodos de ensayo para la 

obtención de información química de forma rápida, simple y económica. Existen muy diferentes 
aproximaciones para este tipo de dispositivos provenientes de diferentes campos, pero todos 
comparten la necesidad de sistemas analíticos rápidos que sean independientes de los requerimientos 
analíticos usuales. Los sensores desechables o de un solo uso son dispositivos miniaturizados 
autocontenidos con los reactivos incorporados en un formato seco que responden 
semicuantitativamente (tiras reactivas, varillas de ensayo y papeles de ensayo) o cuantitativamente al 
analito en una amplia variedad de situaciones, incluidos diagnósticos clínicos, medioambientales, 
diagnosis en el punto de cuidado médico (point-of-care)  y terrorismo. 
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El ácido cítrico (ácido 2-hidroxi- 1,2,3-propanotricarboxilico) es un componente natural de 
diversas frutas como los cítricos y piñas y también se usa como un aditivo multifuncional en procesos 
de producción de diferentes alimentos debido a su poder acidificante y antibacteriano, además de su 
acción sinergística con antioxidantes y su potencial como intensificador del sabor en zumos, refrescos 
y siropes. Además, el ácido cítrico se determina, junto con otros ácidos orgánicos, en bebidas, 
principalmente en vinos, por diferentes razones como son consistencia del producto, monitorización de 
la fermentación, autentificación de producto y determinación de calidad, control de procesos y 
detección de putrefacción1. También es comúnmente usado el ácido cítrico en la industria 
farmacéutica debido a sus propiedades anticoagulantes y para la prevención del cálculo de riñón. 

 
La determinación rutinaria de ácido cítrico se lleva a cabo por cromatografía líquida en fase 

inversa con detección UV o detección refractométrica2, por cromatografía iónica3, electroforesis 
capilar4 o por técnicas FIA 5.  

 
Otro método muy común para la determinación de ácido cítrico en bioanálisis y análisis de 

alimentos es mediante ensayos enzimáticos6. Uno de los mas usados está basado en la enzima citrato 
liasa la cual cataliza la transformación de citrato a oxalacetato y acetato, midiéndose 
espectrofotométricamente NADH. Estos ensayos enzimáticos son comercializados por diferentes 
compañías como R-Biopharm y su subsidiaria Enzytec y están reconocidos por diferentes autoridades 
internacionales de estandarización y regulación (ISO, AOAC, OIV, IFU, IDF, EN, DIN). Estos ensayos 
han sido puestos a punto en formato de placas de 96 micropocillos 7. También ha sido empleado un 
esquema no enzimático para el sensado de citrato, basado en la fluorescencia de complejos ternarios 
de tetraciclina y europio con citrato e imagen (imaging) de tiempos de vida de fluorescencia8. 

 
El reconocimiento molecular de analitos aniónicos mediante receptores neutros deficientes de 

electrones, o cargados positivamente, es un área interesante en química supramolecular que ha 
recibido una considerable atención9-11. El ácido carboxílico, y por tanto el carboxilato, es un grupo 
funcional muy común en moléculas biológicas y orgánicas sintéticas, y han sido diseñados diversos 
enfoques para su reconocimiento basados en diferentes interacciones no covalentes, principalmente 
interacciones por enlace de hidrógeno e interacciones electrostáticas. Entre los receptores cargados 
se incluyen sales de amonio y sales de guanidinio, mientras que entre los receptores neutros se 
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encuentran ureas, tioureas, amidopiridinas, amidas y también existen receptores que incorporan 
centros metálicos12.  

 
Las sales de guanidinio son especialmente atractivas para reconocimiento de aniones en forma 

de Y como son los carboxilatos, debido a su peculiar forma de unión que se caracteriza por dos 
enlaces de hidrógeno paralelos además de la atracción electrostática11. El grupo de investigación de 
Anslyn ha descrito un compuesto receptor trisguanidinio para el reconocimiento de citrato a través de  
una interacción complementaria tanto en geometría como en carga13. Este receptor ha sido usado 
para preparar dos ensayos de tipo competitivo para citrato14, fluorimétrico y espectrofotométrico, 
respectivamente, empleando en un caso la 5-carboxifluoresceina como sistema fluorescente para 
bebidas15;16 y naranja de xilenol y azul de metiltimol en el segundo caso17. Una ulterior modificación de 
este receptor guanidinio –la sustitución de un aminoimidazolio que lleva un grupo guanidinio por un 
complejo de Cu (II) de la 1,10-fenantrolina- ha sido utilizado para conseguir la preparación de un 
fluoróforo para citrato18. 

 
En lo que conocemos, no se han descrito ni comercializado sensores desechables para la 

determinación de citrato. Nuestro objetivo fue desarrollar membranas hidrofóbicas que incorporasen 
estas sales de guanidinio para el reconocimiento selectivo de citrato en muestras acuosas utilizando el 
formato de sensor desechable. Con esta estrategia no es necesaria la adición de ningún disolvente 
orgánico como lo es en los ensayos homogéneos competitivos descritos15;17;18. 

 

2. Experimental 

2.1. Reactivos 

 
Disoluciones patrón (1M) fueron preparadas en agua a partir de sales sódicas de citrato, cloruro, 

(Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España), benzoato (Merck, Darmstadt, Alemania) y sales 
potásicas de tartrato y fosfato (Sigma-Aldrich). La disolución tampón 0,1 M de pH 4,0 fue obtenida a 
partir de acetato sódico y ácido acético suministrados por Sigma (Sigma-Aldrich Química S. A., 
Madrid). Hidroioduro de 2-metiltio-2-imidazolina, trietilamina, metilcloroformiato, 1,3,5-trietilbenceno, 



136  capítulo 5 

paraformaldehido, bromuro de hidrógeno al 30% en ácido acético, azida sódica y catalizador de 
paladio sobre carbón activo(calidad síntesis), fueron suministrados por Sigma todos ellos. Para la 
preparación de las membranas sensibles a citrato se utilizó cloruro de polivinilo de alto peso molecular 
(PVC), tributilfosfato (TBP), tris-(2-etilhexil) fosfato (TEHP), dioctilftalato (DOP), bis (2-etilhexil) 
sebacato (DOS), 2-nitrofeniloctiléter (NPOE) y tetrahidrofurano (THF), todos ellos adquiridos a Sigma-
Aldrich. El cromoionóforo 1,2-benzo-7-(dietilamino)-3-(octadecanoilimino) fenoxacina19 y el ionóforo 
1,3,5-bencenotrimetanamina N,N´,N´´-tris(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il) 2,4,6-trietil trihidrocloruro13 
(RCT) fueron sintetizados, purificados y caracterizados según viene descrito en el Anexo 1. Los 
soportes usados para preparar los sensores de un solo uso fueron láminas de poliéster tipo Mylar 
(Goodfellow, Cambridge, UK). Todos los reactivos empleados fueron de grado reactivo analítico, 
excepto aquellos empleados para síntesis, y todas las disoluciones acuosas se prepararon usando  
agua procedente de un sistema de purificación de osmosis reversa Milli-Ro 12 plus Milli-Q (Millipore, 
Bedford, MA). 

 

2.2. Preparación de membranas desechables 

 
Las membranas se fabricaron sobre un substrato de poliéster empleando una técnica de 

recubrimiento giratorio. Para la fabricación de las membranas se  prepara una mezcla pesando 35,83 
mg (39,1 % p/p) de PVC, 53,75 mg (59 % p/p) de tributilfosfato, 0,963 mg (1,05 % p/p) de ionóforo 
RCT y 1,00 mg (1,09 % p/p) de cromoionóforo en un vial de vidrio y disolviéndolos en 1,0 mL de una 
mezcla de tetrahidrofurano recientemente destilado y etanol (80/20 v/v). Los sensores desechables 

fueron preparados depositando 15 µL de esta disolución sobre una lámina de poliéster de 14 mm × 45 

mm × 0,5 mm de espesor con ayuda de un sistema centrífugo de preparación de membranas20 

rotando a 180 rpm. Tras dejar girando durante 10 segundos, se extrajo la membrana del sistema 
centrífugo de preparación de membranas y se dejaron secar en un desecador con atmósfera saturada 
de tetrahidrofurano durante 60 minutos a temperatura ambiente. La zona activa del sensor desechable 
es una película circular de 6 mm de diámetro, transparente, de color rojo, con un espesor calculado de 

4,5 µm aproximadamente y una concentración de ionóforo y cromoionóforo en el sensor una vez 

preparado de 18,7 mmol·kg-1, respectivamente.  
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2.3. Sistema de medida 

 
La respuesta del sensor desechable preparado se evaluó por adición de 8 mL de la disolución 

problema en un tubo de plástico de polietileno de 10 x 1,5 cm junto con 2 mL de una disolución 
reguladora 0,1M de ácido acético /acetato sódico de  pH 4,0. A continuación  se introduce en el tubo el 
sensor desechable para citrato durante cuarenta segundos y sin agitación. Después de esto, la 
membrana se saca de la disolución y se sacude para eliminar las gotas de disolución que la puedan 
mojar; tras lo cual se mide la absorbancia a 660 nm en un espectrofotómetro Hewlett Packard de 
diodos en fila (modelo 8543; Nortwalk, CT, USA) empleando un soporte metálico de 44 mm de alto y 
12 de fondo, pintado en negro mate que se coloca en el compartimento de cubetas20. Para corregir la 
absorbancia de fondo, las medidas se realizaron frente a una tira de poliéster tipo Mylar. Todas las 
medidas se realizan a temperatura ambiente y las membranas desechables no fueron acondicionadas 
antes de su uso. Los valores de absorbancia máxima y mínima, correspondientes con la forma 
completamente protonada (AHC+) y desprotonada (AC) del cromoionóforo que son necesarias para 

calcular los valores de α, fueron medidas condicionando un sensor desechable en HNO3 10-2 M y 

NaOH 2·10-2 M, respectivamente. Las actividades se calcularon de acuerdo con la ecuación de dos 
parámetros de Debye-Hückel21. La constante de coextracción fue calculada de acuerdo a lo dicho en 
un trabajo previo21, empleando los valores en la zona de máxima pendiente de la función respuesta 
experimental para citrato, la cual nos da más información y menor error. Los coeficientes de 

selectividad  fueron determinados con el método de las disoluciones separadas de iones 

interferentes (SSM) como la distancia horizontal entre la curva respuesta obtenida separadamente 

para un valor dado de α = 0,5

opt
j,citK

22. Los programas de software empleados para el tratamiento de los 

datos  y el ajuste de los datos experimentales a la función respuesta teórica han sido: Statgraphics 
Plus Versión 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. 
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2.4. Procedimiento para la curva de calibrado y muestras 

 
Se toma una alícuota de 8 mL de una disolución patrón conteniendo citrato en actividades 

comprendidas entre 4,17·10-4 y 1,77·10-2 M se coloca en un tubo de polietileno de 10x1,5 cm de 
polietileno junto con 2,0 mL de una disolución reguladora 0,1M ácido acético /acetato sódico de  pH 
4.0. A continuación, se introduce en el tubo el sensor desechable durante cuarenta segundos y sin 
agitación, procediendo como hemos descrito en el apartado anterior. 

 
Para el análisis de citrato en refrescos, un volumen de 100 mL de la bebida carbonatada se 

desgasifica  a vacío y agitación magnética, si es necesario, aplicando a continuación el procedimiento 
general descrito. Para el caso de fármacos, se pesa una adecuada cantidad del producto 
(habitualmente entre 0,02 y 7 g), se disuelve en agua con agitación durante 10 minutos, sometiendo a 
la muestra al procedimiento normal. En ningún caso fue necesario realizar ninguna filtración previa de 
la muestra. Para el procedimiento de referencia, fue necesario realizar una filtración de la muestra a 

través de un filtro Millipore de 0,45 µm previamente al análisis. 

 

3. Resultados y discusión 

 
El receptor o ionóforo para citrato utilizado aquí es el 1,3,5-bencenotrimetanamina N,N’,N’’-

tris(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il) 2,4,6-trietil trihidrocloruro, RCT, un receptor preorganizado propuesto 
por el grupo de investigación de Anslyn.  Consiste en un núcleo central que es el 2,4,6-trietilbenceno, 
que está sustituido en las posiciones 1, 3, y 5 por grupos guanidinio insertos en grupos 
amidodihidroimidazolio. La orientación estérica dada por la alternancia de los grupos etilo en las 
posiciones 2, 4 y 6, asegura que la sal de guanidinio esté preorganizada en una misma cara del  anillo 
bencénico. Esta conformación origina una cavidad de fijación con varios enlaces de hidrógeno y tres 
interacciones de apareamiento de carga en el complejo huésped-receptor con citrato13;15. El receptor 
catiónico esta en forma de cloruro y como todo cloruro, es muy soluble en agua. Ha sido empleado 
para la determinación de citrato en refrescos empleando un ensayo competitivo con indicadores 
coloreados16;17 y también con indicadores fluorescentes15. 
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     Figura 6.1. Estructura del receptor de citrato. 

 
 Con el propósito de desarrollar un sensor desechable para citratos en medio acuoso, hemos 
estudiado diferentes tipos de membranas empleando polímeros hidrofílicos tales como celulosa, 
hidrogeles de poliuretano y polímeros hidrófobicos como el PVC, PVA, etilcelulosa y Nafión, y 
diferentes formatos de ensayo como son los basados en coextracción y ensayos competitivos 
empleando indicadores que contenían grupos carboxilato como azul de metiltimol, azul de calceina, 
naranja de xilenol, 4,5-dibromofluoresceina y 5-carboxifluoresceina. Los dos problemas principales 
que surgieron fueron los relativos a la falta de solubilidad de alguno de los componentes, por una 
parte y a la ausencia de una respuesta por parte del sensor al introducirlo en una disolución de citrato, 
por otra.  
 
 El uso de membranas hidrofóbicas que funcionan por coextracción fueron las que dieron mejores 
resultados, aunque el problema de la falta de solubilidad del receptor en el disolvente habitual, 
tetrahidrofurano, nos forzó a usar como disolvente una mezcla 80:20 % (v/v) de THF/ etanol. El 
seleccionar esta proporción se debió a que se intentó añadir la mínima cantidad de etanol necesaria 
para que el receptor fuera soluble, circunstancia que se logró al emplear la relación de disolventes 
dicha. 
 

El mecanismo de este sensor desechable se basa en un proceso de coextracción de ácido cítrico 

entre una membrana orgánica de PVC plastificado y una fase acuosa que contiene el analito22-25. La 

unión selectiva de citrato al receptor guanidinio L es acompañada por la protonación del 
cromoionóforo C para mantener la electroneutralidad de la membrana, lo cual genera la señal 
analítica. Dado que el cromoionóforo utilizado, 1,2-benzo-7-(dietilamino)-3-(octadecanoilimino) 
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fenoxacina, es neutro en su forma básica, y el receptor catiónico está como cloruro,  no es necesario 
incluir ningún aditivo en la formulación de la membrana, lo cual se corroboró experimentalmente. 
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Figura. 6.2. Estructura del cromoionóforo 1,2-benzo-7-(dietilamino)-3-
(octadecanoilimino) fenoxacina (azul Nilo lipofilizado) 
 

  Suponiendo que se forma una especie 1:1 citrato:receptor y el cromoionóforo es monobásico, el 
siguiente equilibrio de coextracción tiene lugar: 

 
( ) +−−+−− −+↔−+−++ HC)n(ALHH)n(C)n(AHL )n(

n
n

n 333 33  

 
donde las especies barradas, están en la fase membrana, mientras que el resto de compuestos está 

en disolución acuosa y (0≤n≤3) son las posibles especies de citrato que pueden existir en 

disolución dependiendo del pH. La descripción de las características de la respuesta del sensor 

desechable se puede lograr a partir del grado de desprotonación α, definido como 

−− )n(
nAH 3

[ ] CCC que se 

mide a partir de la absorbancia de la forma protonada del cromoionóforo, que es la especie óptica 

medible en la fase membrana, como una absorbancia normalizada22;23. Este valor de α está 

relacionado con la constante de coextracción del  proceso , la concentración analítica de receptor 

C
1eK

L y cromoionóforo CC  y las actividades de citrato y protones en la fase acuosa a través de la función 
respuesta: 
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Ajustando el pH con una disolución tampón adecuada, es posible determinar ópticamente la 
actividad  en citrato en disolución.  

 
Adicionalmente, en ausencia de receptor en la membrana, también ocurre una extracción de 

citrato debida a una coextracción con el propio cromoionóforo, de acuerdo con la siguiente ecuación: 
 

( ) ( ) −−++−− +−↔−+−+ )n(
n

n
n AHHC)n(HnC)n(AH 33 333  

 

Este proceso es caracterizado por una constante de coextracción  de acuerdo con: 2eK

 

( ) ( )
( )−−+ ⋅⋅⋅α

α−⋅−
=

−−−
n

nAH
n

H
n

C
ne aaC

nK
3

3232
13                                             (6.2) 

 
Se comprobó que el plastificante presente tenia una fuerte influencia en la respuesta de la 

membrana a citrato, además de sobre la velocidad de reacción y  la reversibilidad del proceso en el 
siguiente orden: esteres fosfato > esteres carboxílicos > éteres; en concreto 
TBP>>TEHP>NPOE>DOP>>DOS. Con DOS la membrana no es reversible y reacciona muy 
lentamente. TBP es el que produce una rápida respuesta y reversible, por lo que fue seleccionado 
para experimentos posteriores. 

 
Como indica el esquema de coextracción, la respuesta del sensor depende de la actividad 

protónica22. Un incremento en la actividad protónica desplaza cuantitativamente la respuesta a 
menores actividades de citrato (Figura 6.3.B) pero al mismo tiempo incrementa la coextracción de 
citrato en membranas sin ionóforo (Figura 6.3.A), lo cual  afecta a la selectividad. 

 
Las especies de citrato que se extraen a la membrana sensora conteniendo receptor en el 

intervalo de pH estudiado (3,5-5,0) parece ser que es la especie doblemente cargada ( ), de 
acuerdo a la concordancia de los resultados experimentales con la curva teórica (Figura 6.3.B) y las 
constantes de acidez del ácido cítrico (pKa: 3,13; 4,76; 6,40). Para el caso de membranas sin 

−2HA
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receptor, las especies que se extraen se ajustan a la forma monohidrogenocitrato también (Figura 
6.3.A). 
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Figura 6.3. Efecto del pH en la respuesta del sensor. a: pH = 3,5; b: 
pH = 4,0; c: pH = 4,5; d: pH = 5,0. A: sin ionóforo; B: con ionóforo. 

 
A valores de pH mayores de 5,0, la respuesta de la membrana a citrato disminuye drásticamente 

debido a la menor concentración protónica. Un valor de pH de 4,0 fue el seleccionado como 
compromiso que origina el mayor reconocimiento de citrato por el receptor y una mínima extracción de 
citrato como par iónico con el cromoionóforo protonado. 
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Se han realizado experimentos previos que demuestran que la selectividad para membranas que 

no contienen receptor de citrato, siguen la serie de Hoffmeister de acuerdo con: ClO4- > NO3- > Cl- > 

> >  citrato > benzoato > tartrato > CH−3
4PO −2

4SO 3COO-. En presencia del receptor de citrato, el 

desplazamiento de la reacción es mayor a pH 4,0, idea apoyada por el aumento de la absorbancia 
debida a la forma protonada del cromoionóforo, además, la secuencia de selectividad cambia a: ClO4- 

> NO3- > citrato > benzoato > tartrato > Cl- > > CH−3
4PO 3COO- > , incrementándose 

considerablemente la selectividad para citrato debido a la interacción selectiva entre el receptor 
guanidinio y el citrato, lo que está en concordancia con los datos previamente publicados

−2
4SO

13;15. 
 

Se probaron varios tampones con el fin de seleccionar el más adecuado como tampón de trabajo, 
entre los que se encuentran fosfato, cloracetato, propionato y acetato. De ellos, se seleccionó como 
tampón el acetato 0,1M debido a los buenos resultados obtenidos y a que presenta una menor 
interferencia con respecto a los otros. Una interferencia similar debida al tampón de fosfato ha sido 
descrita por Metzger13 trabajando a pH 7,4 con el mismo receptor en disolución acuosa. 

 
Para seleccionar la proporción óptima de plastificante, se realizó un estudio variando el 

porcentaje de TBP en el cóctel, desde un 50% hasta un 70%, pues porcentajes mayores del 70% 
empeoran las propiedades físicas de la membrana que es menos homogénea y aumenta su tiempo de 
secado.  

 
El tiempo de respuesta del sensor desechable se midió preparando diferentes membranas y 

midiéndolas frente a una concentración de 10- 4 M de citrato.  Se observa que la absorbancia decrece 
rápidamente debido al proceso de reconocimiento, pero llega un momento en que la membrana se 
vuelve opaca debido a que capta agua, independientemente del contenido en plastificante, 
provocando un aparente incremento en la absorbancia (Figura 6.4). Se ha seleccionado 40 segundos 
como tiempo de reacción adecuado para que diferentes concentraciones de citrato alcancen la 
máxima reacción y que la membrana se mantenga transparente. Aunque la membrana responde de 
forma reversible, el nivel de respuesta decrece con  sucesivas medidas de un mismo sensor, por lo 
que los sensores solo son usados una vez en cada medida. 
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Figura 6.4. Evolución de la respuesta (absorbancia) del sensor 
desechable en función del tiempo. A: forma desprotonada del 
cromoionóforo (545 nm); B: forma protonada del cromoionóforo (660 
nm). 

 
 
Además se ha demostrado, como se puede ver en la Figura 6.5, que el porcentaje de plastificante 

empleado en la membrana influye en la selectividad, por lo que decidimos el emplear un porcentaje de 
TBP de un 60%, pues es el que permite obtener unos mejores resultados. 

 
La influencia del ionóforo en la membrana se comprobó realizando un estudio de la relación 

ionóforo/cromoionóforo (CL/CC), manteniendo para ello una cantidad adecuada de cromoionóforo para 
minimizar el error fotométrico en las medidas de la absorbancia. Se ha comprobado que un aumento 
en la relación CL/CC provoca una leve modificación en los coeficientes de selectividad, siendo 
seleccionada una relación 1:1 debido a que de esta forma se obtiene una menor pendiente de la 
función respuesta, obteniendo así un mayor rango dinámico para citrato. 
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Figura 6.5. Variación de la selectividad del sensor desechable en función de la 
proporción de TBP.  a) tartrato; b) citrato; c) benzoato; d) cloruro; e) fosfato. 
 

 
Para estudiar la influencia de la actividad de citrato sobre la respuesta del sensor desechable se 

preparan membranas que presentan la composición antes señalada como óptima. Dichas membranas 
se ponen en contacto con disoluciones de citrato, a pH 4,0, en un rango de actividades  que van 
desde 0,166M a 8,39·10-7 M  (0,5 M y 10-6 M en concentraciones). En la Figura 6.6 se representan 
dichos resultados, junto con la función respuesta teórica dada por la ecuación 6.1 , considerándose 
que tiene lugar una estequiometría entre el ionóforo y citrato (p=1), suponiendo que la especie 
extraída de citrato es la doblemente cargada. El ajuste por mínimos cuadrados de los puntos 
experimentales en la zona lineal de máxima pendiente (8 niveles de concentración y 9 réplicas de 
cada uno)  de la curva respuesta al modelo teórico indicado por la ecuación. 6.1, nos permite calcular 

un valor de  de 9,96±0,08. 1eKlog

 
El complejo observado en este caso entre el receptor guanidinio y el citrato como 

monohidrogenocitrato, difiere del que ha sido estudiado por el grupo de Anslyn, dado que ellos 
trabajan en medio acuoso a pH  neutro, por lo que el citrato se encuentre totalmente desprotonado. En 
este caso, la reacción de reconocimiento ocurre en un medio de baja constante dieléctrica (el tributil 

fosfato tiene una constante dieléctrica ε ∼826) y con las especies de citrato que son extraídas de 

solución acuosa a pH 4,0 (donde existen tanto especies H2A- y HA2-). Nosotros suponemos que la 
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especie HA2- es la coextraida a la membrana junto con un protón, teniendo lugar el reconocimiento no 
solo por apareamiento de cargas, sino también por enlace de hidrógeno con el receptor 
preorganizado13, dando lugar a un complejo (citrato:receptor) 1:1 dentro de la membrana26. 
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Figura 6.6. Curva respuesta. La curva teórica es la de traz
 

Se puede observar en la función respuesta a bajas concentraciones de
función teórica, lo que puede ser debido a la unión no selectiva con acetato qu
debido al tampón. También se observa que a actividades de citrato mayores de
lixiviación de los componentes de la membrana, lo que origina una desviación d
en la Figura 6.6. 

 

4. Caracterización analítica y aplicaciones 

 
El rango de medida y  el limite de detección para un sensor óptico dese

optodo de membrana tridimensional que exhibe una función respuesta sigmoi
diversas formas27-30.  En este caso, se emplea como rango de medida la relació
la función respuesta sigmoidal que se define por medio de un test de fallo de aju
loglog acit
  
o continuo 
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n lineal en el centro de 
ste, siendo el límite de 
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detección la intersección de la función lineal de calibrado y una función lineal ajustada en la zona de 
mínima pendiente (ruido de fondo). 
 

Para caracterizar la función analítica de este sensor desechable, se han preparado dos series de 
disoluciones patrón, una en la zona de máxima pendiente de la respuesta sigmoidal (7 patrones, 9 
réplicas de cada uno), en un rango de concentraciones comprendido entre 4,17·10-4 y 1,77·10-2 en 
actividades (5,0·10-4 y 2,5·10-2 M en concentraciones) y otra serie de disoluciones patrón en la zona 
de mínima pendiente del sigmoide (3 patrones, 9 réplicas de cada), entre  8,39·10-7 y 8,38·10-5 en 
actividades (1·10-6 y 1·10-4 M en concentraciones). La linealidad de ambas series, como se ha 
explicado anteriormente, fue comprobada por aplicación de un  test de fallo de ajuste31.Las funciones 
lineales que se obtuvieron fueron, respectivamente:  
 

    α = -0,00379 – 0,2149log acit                                                            (6.3) 

   α = 0,71572 – 0,00235 log acit                                   (6.4) 

 
El límite de detección calculado por la intersección de ambas funciones es 0,412 mM en 

actividades (0,483 mM en concentración; 91,3 mg·L-1) (Figura 6.6). Como límite superior del rango de 
medida se usó la mayor concentración del rango de medida (la cual se ajusta estadísticamente a la 
función lineal); esta fue 17,7 mM (25,0 mM en concentraciones). De esta manera el rango de 
concentraciones para la determinación de citrato es entre 0,483 y 25,0 mM. 
 

  Tabla 6.1. Límites inferior y superior para el sensor de citrato. 
 Limite de 

detección 
Límite 

superior 
 (actividades) 0,412 mM 17,7 mM 

(concentraciones) 0,483 mM 25,0  mM 

 
La precisión expresada como repetibilidad sensor a sensor para diferentes sensores 

desechables, expresada con desviación estándar relativa, fue calculada para tres niveles de actividad 
de citrato  8.3·10-4, 4·10-3 y 7.7·10-3 M (1·10-3, 5·10-3 y 1·10-2 M en concentraciones) y diez réplicas de 
cada uno empleando siempre un sensor diferente en cada réplica. 
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Tabla 6.2. Reproducibilidad de los 
sensores desechables para citrato 
expresada como log acitrato

 
citratoa  DER (%) 

8,3x10-4 4,2 
4,0x10-3 5,7 
7,7x10-2 8,6 

 

 
 
 

La Tabla 6.3 muestra estos y otros parámetros analíticos. El  tiempo de vida del sensor 
desechable desarrollado se ha establecido ensayando de forma periódica su capacidad de respuesta. 
Para ello se preparó un conjunto de sensores con las que se procedió de la forma siguiente: se 
conservó cada sensor en un tubo de plástico cerrado, alejado de la luz para evitar la 
fotodescomposición de los componentes de la membrana y evitando posible humedad. Se comprobó 
diariamente midiendo un sensor en una disolución de citrato de una concentración intermedia del 
rango lineal. Tras el estudio se pudo concluir que los sensores desechables tienen una duración 
máxima de tres semanas.  

 
El precio de cada sensor ha sido estimado utilizando el coste de cada uno de los componentes 

del sensor cuyos precios han sido obtenidos de los respectivos catálogos actualizados. Así pues, el 
precio es una estimación para el prototipo desarrollado que en ningún caso coincidiría con el costo 
estándar de una fabricación en serie. Como vemos en la tabla dicho precio es aproximadamente de 3 
céntimos de euro. 

 
Para estudiar la utilidad del sensor desechable propuesto para la determinación de citrato, ha 

sido aplicado a refrescos y fármacos. Los resultados han sido validados por comparación con un 
método enzimático comercializado por Boehringer Mannheim utilizado como método de referencia. 
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.4 donde se muestran los resultados 
correspondientes al valor medio de tres réplicas para cada muestra con cada uno de los métodos, la 
desviación estándar de estas medidas y el valor P del test de comparación de medias empleado. 
Como se observa en dicha tabla no existe diferencia significativa entre las medias obtenidas utilizando 
el sensor desechable estudiado y el método de referencia. 
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Tabla 6.3. Parámetros analíticos 

Parámetro Valor; S 

Ordenada en origen -0,0038; 0,0179 
Pendiente -0,2149; 0,0069 

Nivel de probabilidad  % (test fallo de ajuste) 6,2 
Rango lineal (mg·L-1) 91,29 – 4725 

Limite de detección (mg·L-1) 91,29 
1,0·10-3 M 4,2 
5,0·10-3 M 5,7 

DER (%)a 

Sensor a sensor 
1,0·10-2 M 8,6 

Tiempo de respuesta (s) 40 
Costo (€/sensor)b 0,03 

Tiempo de vida (semanas) 3 

a: DER for ( )citalog ; b: considerando solo el coste de materiales. 

 
 

 
Tabla 6.4. Determinación de citrato en refrescos y fármacos usando como método de referencia un 
test enzimático.  

Tipo de muestra Sensor 
desechable* s Método de 

referencia* s Pval (%) 

Refresco de naranja 3,3 g·L-1 0,455 3,59 g·L-1 0,066 32,2 
Sal de frutas Eno 0,51 g·g-1 0,056 0,47 g·g-1 0,005 27,6 

Uralyt-Urato 0,74 g·g-1 0,017 0,71 g·g-1 0,017 14,1 
Citrocil 0,52 g·g-1 0,019 0,50 g·g-1 0,033 42,0 

Micralax 0,057 g·g-1 0,005 0,051 g·g-1 0,002 14,0 
     *tres réplicas de cada muestra 
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5. Conclusiones 

 
En este Capítulo se ha presentado un sensor óptico desechable para citrato. Está basado en un 

sistema de reconocimiento anfitrión-huesped por parte de un receptor artificial de tipo guanidinio y se 
ha puesto en práctica en una membrana transparente que actúa por coextracción, ofreciendo una 
señal analítica fácil de medir. 

 
Este sensor permite llevar a cabo la determinación de citrato en refrescos y fármacos, con la 

ventaja de una reducción en contaminación, pérdidas y cambios relacionados con la toma de muestra, 
reducción de coste y bajo tiempo de respuesta. Es respetuoso con el medioambiente y tiene un tiempo 
de vida estimado de tres semanas cuando se protege de la luz. El uso de diferentes técnicas de 
producción en masa y el desarrollo de instrumentación pequeña, portátil y de funcionamiento con 
baterías que permita hacer análisis descentralizados está ahora bajo investigación. 
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LINEALIZACIÓN DE  CURVAS DE  RESPUESTA 
EN SENSORES ÓPTICOS DESECHABLES 

BASADOS EN COEXTRACCION PARA  
ANIONES MONOVALENTES  





 

 

 
 
 
 
 
 
 

LINEALIZACIÓN DE  CURVAS DE  RESPUESTA 
EN SENSORES ÓPTICOS DESECHABLES 

BASADOS EN COEXTRACCION PARA 
 ANIONES MONOVALENTES 

 
 
 
 

1. Introducción 

 
Los optodos selectivos de iones tridimensionales (bulk optodes) son tanto conceptualmente como 

en composición similares a los electrodos selectivos de iones basados en portador, aunque tienen 
diferente mecanismo. Con optodos basados en un segundo componente, también conocidos como 
optodos tridimensionales1 el  hecho del reconocimiento del analito logrado por el empleo de ionóforos 
se pone de manifiesto mediante un compuesto distinto a este ionóforo presente también en la 
membrana y denominado cromoionóforo, a través de una reacción acoplada que da lugar a una 
transducción óptica. Una membrana polimérica plastificada contiene todos los compuestos necesarios  
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para la extracción y el reconocimiento del analito y para la transducción del evento de reconocimiento  
en una señal óptica. 
 

En el caso de membranas de segundo componente para aniones, el proceso de sensado se basa 
en la coextracción del analito aniónico, debido al ionóforo presente en la membrana, junto a un catión 
de referencia, normalmente el ión hidrógeno, que es reconocido por un indicador ácido-base también 
presente en la membrana lipofílica. Dado que estas membranas responden al producto de actividades 
del anión y catión coextraido (ión hidrógeno), la medida o la fijación del pH permite la determinación 
de la actividad o concentración de analito trabajando a una fuerza iónica constante. Se han 
caracterizado y diseñado diferentes sensores químicos para aniones relevantes, como cloruro2-7, 
nitrato8, nitrito9;10, tiocianato11, sulfito12 o carbonato13.  

 
El elemento sensor puede ser llevado a la práctica de diferentes modos, por ejemplo, como 

sondas de fibra óptica2, sensores de flujo11, tiras reactivas o sensores desechables8;14 o sensores 
ópticos basados en microesferas4, los cuales son ejemplos de realizaciones prácticas. No obstante, 
aunque los aspectos técnicos son diferentes, los principios de funcionamiento son los mismos a pesar 
de que los modos de realización práctica son extremadamente diferentes. 

 
La función respuesta característica de dichos sensores –el parámetro analítico frente al logaritmo 

de la actividad de analito- tienen una forma sigmoidal15. Esto supone un problema para la calibración, 
pues solo la zona central del sigmoide, la cual puede ser asimilada a una línea recta, es empleada 
como función de calibrado, perdiéndose de esta forma parte de la información analítica que la 
dependencia sigmoidal completa contiene. 

 
La transformación de una relación no lineal en una lineal se ha llevado a cabo usualmente 

mediante una regresión logística, que es una clase de modelo lineal generalizado, lo que hace posible 
predecir un resultado discreto a partir de una serie de variables que pueden ser continuas, discretas, 
dicotómicas, o una combinación de alguna de ellas. 
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En el modelo de regresión logit, los valores predichos para la variable respuesta nunca pueden 

ser ≤ 0 o ≥ 1, independientemente de los valores de las variables independientes. Esto se logra 

aplicando la ecuación de regresión 7.1, la cual siempre da los valores predichos en el rango de 0 a 1. 
 

( ))nbxbb(exp1)nbxbb(expy nn110nn110 ⋅++⋅++⋅++⋅+= KK     (7.1) 

 
Si considerásemos una variable dependiente y que fluctúa desde 0 a 1 (por ejemplo, una 

probabilidad), podremos transformar (transformación logit o logística) la variable y como: 
 

 ( ))y1/(yln'y −=     (7.2) 

 
 Esta variable transformada y´ puede asumir teóricamente cualquier valor entre menos y más 

infinito. Dado que la trasformada logit resuelve el tema de los límites 0/1 para la variable dependiente 

original, podemos usar esos valores transformados de logit en una ecuación de regresión lineal 
ordinaria. Concretamente, si desarrollamos la transformación logit a ambos lados de la ecuación de 
regresión logit, obtendremos el modelo de regresión múltiple lineal estándar de la ecuación 7.3: 
 

  ( )nn110 xbxbb'y ⋅++⋅+= K  (7.3) 

 
Este tipo de transformación ha sido usada en Química Analítica con propósitos muy diferentes, 

así para linealizar la forma sigmoidal de la respuesta en inmunoensayos, tanto radioinmunoensayos 16 
como ELISA17. También para evaluación de ensayos rápidos18 y también de ensayos con varillas 
indicadoras19 de respuesta dicotómica.  Adicionalmente, la transformación logística ha sido aplicada a 
otras situaciones analíticas, así para modelar factores de capacidad en función del pH en la 
optimización de procedimientos HPLC20 y para modelar la movilidad como una función del pH en 
electroforesis capilar de zona21. 

 
 El empleo de una linealización logística puede mejorar el uso de optodos de diferentes maneras: 

1) incrementando notablemente el rango dinámico y 2) permitiendo la cuantificación directa de 
muestras sin la necesidad de dilución o preconcentración, si ello es posible. En esta Memoria se 
aplica esta nueva metodología a sensores ópticos para aniones, concretamente a sensores ópticos 
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previamente desarrollados por nosotros para la determinación de cloruros7 y nitratos8 en diferentes 
tipos de aguas. Para validar la metodología, se han analizado diferentes muestras reales de agua de 
diversa procedencia y con una concentración de analito en las zonas extremas de las nuevas 
funciones de calibrado, comparándose  los resultados con un método de referencia basado en 
cromatografía iónica. 

 

2. Teoría 

 

2.1. Modelo general 

 
El mecanismo de trabajo de membranas de coextracción, tanto en formato sonda, como en flujo 

o en formato de un solo uso, se basa en los cambios de concentración en el interior de una fase 
separada hidrofóbica  y teóricamente se conoce bien15;22;23. El reconocimiento de aniones se debe al 
ionóforo presente en la membrana y la transducción óptica se lleva a cabo normalmente por el 
acoplamiento de un cromoionóforo que posee grupos auxocrómicos, como puede ser un indicador 
lipofílico ácido-base. La condición de electroneutralidad en la membrana hidrofóbica supone  el 

equilibrio de transferencia de fase de dos iones, el analito  y el ión de referencia , 
normalmente un protón, como un equilibrio de coextracción mediado por el ionóforo que permite la 
respuesta óptica, de acuerdo con la ecuación 7.4 donde las especies barradas están en fase 
membrana: 

−νX +zM

 

 +−−+ +⇔+++ HCXLXHCLp p ννν νν                   (7.4) 

 
La carga del ionóforo L o del cromoionóforo C presente en la membrana, determina en algunos 

casos la necesidad de una sal lipofílica voluminosa catiónica  o aniónica  para proporcionar las 
propiedades de cambio iónico requeridas por la membrana

+R −R
15;24. 
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La descripción de la respuesta característica del sensor desechable se puede conseguir  por  
cambios en la absorbancia o luminiscencia de la especie protonada del ionóforo selectivo a protón o 
cromoionóforo, que es la especie óptica medible en la fase membrana, y expresada como un 

parámetro normalizado α15;25.   

 

 
HCC

HC
AA

AA
−

−
=α    (7.5) 

 

El valor de α, que se define como grado de desprotonación del cromoionóforo, se obtiene a partir 

de la absorbancia,  o luminiscencia, de la especie completamente protonada (AHC), y desprotonada 
(AC) del cromoionóforo y del problema (A) de acuerdo con la ecuación 7.6 y está relacionado con la 
constante global de coextracción Kcoext ; las concentraciones analíticas de ionóforo CL y cromoionóforo 

CC y las actividades de analito y H−νX + en la fase acuosa, a través de la siguiente función respuesta 
que es intrínsecamente  sigmoidal:  
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Función derivada de una reacción en equilibrio termodinámico aunque implica algunas 

suposiciones no termodinámicas, como es suponer que los coeficientes de actividad en la fase 
membrana son constantes, entre otros23. 

 

Estas ecuaciones muestran la dependencia entre la actividad del anión analito,  y el grado 

de desprotonación del cromoionóforo, α, siendo todos los otros términos constantes para cada 

sistema analítico. Utilizando la ecuación 7.6, escrita en forma logarítmica (ec. 7.7) y representando α 

vs , se obtiene una curva sigmoidal (Figura 7.1). 

−νXa

−νXalog
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Figura 7.1. Rango dinámico lineal en respuestas tipo sigmoidal usando la 
anterior metodología. 

 
Para optodos de membrana, la parte central de la curva sigmoidal es prácticamente lineal y es 

usada habitualmente como curva de calibrado lineal con propósitos analíticos. El rango de medida útil 
suele cubrir habitualmente de 2 a 4 órdenes de magnitud de la concentración de analíto y depende, a 
un valor de pH constante, de la composición de la membrana, la carga del anión analito y la 
estequiometría del complejo formado en la membrana polimérica; pudiendose incrementar el rango de 
trabajo para analitos de mayor carga y/o mayores estequiometrías del complejo15;23. 

 
Este intervalo lineal está definido entre un límite inferior y límite superior26. El limite inferior se 

puede calcular haciendo uso de diferentes aproximaciones que se basan en: i) la pérdida de 
sensibilidad debido a la forma sigmoidal de la funcion respuesta a bajas concentraciones del anión y ii) 
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por la interferencia de otros aniones15. La primera de las aproximaciones, por pérdida de sensibilidad, 
puede ser definida de tres formas: a) de la desviación estandar de la señal de fondo27; b) por la 
variación en una fraccion dada de la pendiente máxima de la función respuesta27 y c) por el punto de 
corte de dos funciones lineales en la parte de máxima y mínima pendiente del sigmoide, esta última en 
la zona de mínima concentración28 (Figura 7.1).   

 
Dado que la sensibilidad disminuye continuamente con el aumento de la actividad de analito, se 

pude describir el límite superior de modo análogo a las definiciones del apartado b y c. En este último 
caso, se hace necesario el poder definir una función lineal en la parte de mínima pendiente de la zona 
de alta actividad. Si esto no es posible, como suele ocurrir debido a algunos problemas como la falta 
de solubilidad de la sal correspondiente, se obtiene un límite superior práctico a partir de la 
intersección de la función de calibrado lineal con el eje de abscisas29. Esta manera de definir el rango 
de medida en los optodos de membrana supone una pérdida de informacion analítica potencial, ya 
que el rango de medida de analito es varios órdenes de magnitud más corto que todo el rango 
dinámico completo del sigmoide. Sin embargo, como puede verse en la Figura 7.1, la respuesta 

analítica (α) es una función logística que tiene valores en el rango (0,1), razon por la cual puede ser 

linealizada por una transformación logit. 
 
El proposito de este trabajo es estudiar el uso de la función sigmoidal completa para extraer la 

información analítica mediante su transformación en una función lineal y así obtener un rango de 
aplicación más amplio que haga posible medir muestras con una mucho más amplia concentración de 
analito sin tener que diluir o concentrar la muestra de antemano.  

 
Para encontrar una función analítica del tipo Y = A + B·X  a partir del modelo teórico sigmoidal, la 

ecuación 7.7 se reescribe como: 
 

 ( ) −ν+ν=
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              (7.8) 

 
y se reagrupa de la siguiente forma: 
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Para el caso de aniones monovalentes (ν = 1), se obtiene la siguiente ecuación: 

 

( ) −ν+=
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Esta última ecuación puede reescribirse de una manera simplificada como: 
 

 Y(α) + D(α)  = A + B·X                                               (7.11) 

 
 

donde Y (α) es la inversa del logit decimal de α; X es el logaritmo decimal de la actividad del anión 

considerado; A es un término independiente que permanece constante para cada sistema analítico y B 
es el coeficiente lineal o pendiente: 
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Utilizamos el logaritmo decimal en lugar del logaritmo neperiano para así mantener el formalismo 
usual en las ecuaciones analíticas que implican constantes de equilibrio y concentraciones. Además, 
usamos la inversa del logaritmo decimal para evitar una pendiente negativa. La ecuación 7.11 es 

similar a la ecuación de una linea recta  (Y(α) vs X), excepto por la introducción de un término 

disturbador D(α), definido como: 
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2
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Cuando Y(α) se representa frente a X, si D(α) es cero o constante, nos encontraremos con una 

linea recta con pendiente B = 0,5, mientras que si D(α) es una función lineal de α, se obtendrá una 

linea recta con una pendiente diferente de 0,5. En cualquier otro caso, se obtendrá una curva para la 

función D(α). 

 
Una transformación logit similar, llamada por Rodbard30 como modelo log-logit completamente 

especificado ha sido previamente aplicada para describir una expresión algebraica equivalente para la 
función logística, la cual es linealizada eficazmente por la ecuación: logit Z = a + b·log(concentracion), 
siendo el logit de Z completamente especificado igual a: logit Z = log[(Z–Zmin)/(Zmax–Z)].  
 

Para verificar la validez de esta proposición, hemos seleccionado dos sensores desechables de 
los ya descritos en capítulos anteriores, uno para cloruro7  y otro  para nitrato8. La ecuación general 
fue ajustada para cada caso particular y se ha comprobado experimentalmente. 

 

2.2. Modelo para el sensor de nitrato 

 
En este caso, el equilibrio de coextracción que tiene lugar es el siguiente: 
 

 −+−+ +↔+++ 33 LNOHCNOHLC  (7.16) 
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en el que la forma ácida del cromoionóforo está cargada positivamente. Dado que, como se ha visto 
en el Capítulo 5, CL/Cc=18, la ecuación 7.10 se puede escribir en la siguiente forma: 
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Figura 7.2. Influencia de la estequiometría en el término D para el 
sensor desechable de nitrato. a: p = 0,33 ; b: p = 0,5; c: p = 0,66 ; d: 
p = 1 ; e: p = 1,5; f: p = 2. 

 

Con el propósito de conocer como varía D(α) con X sabiendo que Y(α) es una función lineal de 

X, se ha representado la función D(α) frente a X para diferentes valores del factor estequiométrico p. 

La Figura 7.2 muestra que solo cuando el factor estequiométrico p es 1, el factor disturbador D(α) vale 

cero. D(α) depende también de la actividad del analito, pero para  log  inferiores a – 4 esa 

dependencia es cercana a cero, mientras que si la concentración en el anión aumenta, el termino D(α) 

aumenta considerablemente de valor. Por tanto, Y(α) es una función lineal del log  para sistemas 

de coextracción donde p=1, o cuando el log  sea menor a –4 para cualquier valor de p. 

−
3NOa

−
3NOa

−
3NOa
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2.3. Modelo para el sensor de cloruro 

 
Al poner en contacto el sensor con una disolución acuosa que contiene cloruro, se da el siguiente 

equilibrio de coextracción en la membrana: 
 

 −+− ++++↔+ ClHLCHCLCl                                    (7.18) 

 
Dado que como se explicó en el Capitulo 4 relativo a este sensor de cloruro, el cromoionóforo, 

cuya forma ácida es neutra,  no puede estar completamente protonado al pH de trabajo (2,0), se hace 

dificil determinar la absorbancia para α = 1. El problema se resuelve empleando un valor de α 

efectivo, donde el valor de Ac se obtiene midiendo la membrana equilibrada en la disolución tampón 
como se explica en la Seccion Experimental. Además, para este sistema analítico, vimos que CL/CC = 
2 7, con lo que la ecuación a emplear queda como: 
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Al igual que en el caso anterior, la representación correspondiente de D(α) frente a X para varios 

valores de p, muestran (Figura 7.3) que el término D(α) varía con la actividad de analito 

independientemente del valor del factor de estequiometría p, de tal manera que para valores de log 

 menores que –3, el  término D(α) es constante y próximo a cero. En estas condiciones Y(α)  

siempre varía linealmente con log . Para valores de log mayores de -3, el término D(α) deja 

de ser constante y la curva se desvia de la linealidad. No obstante, D(α) varía solo entre 0 y –1, 

mientras que Y(α) puede aceptar valores de + 2 a – 2, lo cual significa que las desviaciones de la 

linealidad introducidas, en este caso, no son excesivamente grandes pudiendose aplicar el modelo 
lineal de manera aproximada. 

−Cla

−Cla −Cla
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 Figura 7.3. Influencia de la estequiometría en el término D para el sensor 
desechable de cloruro. a: p = 0,33 ; b: p = 0,5; c: p = 0,66 ; d: p = 1 ; e: 
p = 1,5; f: p = 2. 
 
 

2.4. Estimación de la constante de coextracción global 

 
La constante de equilibrio global para optodos de membrana se calcula normalmente por un 

ajuste de los datos experimentales al modelo teórico por un simple ajuste26 o empleando una 
aproximación de mínimos cuadrados a los puntos centrales del sigmoide29 o bien por cálculo 
iterativo31. Con la transformación de datos que aquí se propone, se puede calcular la constante de 
coextracción global Kcoext a partir de la ordenada en origen de la ecuación linealizada 7.11. Solo es 
necesario conocer el valor de pH y las concentraciones analíticas de los componentes en la 
membrana. 
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3. Experimental 

 

3.1. Reactivos 

 
Los reactivos químicos empleados son de grado reactivo analítico y todas las disoluciones 

acuosas se prepararon empleando agua procedente de un sistema de purificación de osmosis reversa 
Milli-Ro 12 plus Milli-Q (Millipore, Bedford, MA). 

 
Las disoluciones patrón de cloruro y nitrato (1,000 M) se prepararon en agua, por pesada de 

cloruro potásico seco (Sigma-Aldrich Química S.A., España) y nitrato potásico seco (Merck, Darmstad, 
Alemania), respectivamente. Disoluciones de menor concentración se prepararon por dilución con 
agua. Tampones: 0,02 M de pH 6,0 a partir de dihidrógeno fosfato sódico y monohidrógeno fosfato 
sódico y tampón 0,1 M de pH 2,0 a partir de ácido ortofosfórico / dihidrogenofosfato sódico (todos de 
Sigma-Aldrich). 

 
Para la preparación de las membranas sensoras, se utilizó cloruro de polivinilo de alto peso 

molecular (PVC), tributil fosfato (TBP), tris-(2-etilhexil)fosfato (TEHP), dioctilftalato (DOP), bis (2-
etilhexil) sebacato (DOS), 2-nitrofeniloctiléter (NPOE) y tetrahidrofurano (THF), todos ellos adquiridos 
a Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España) y cloruro de trioctil estaño que fue 
suministrado por Fluka (Fluka, Madrid, España). El resto de cromoionóforos (dibromofluoresceina 
octadecil ester, 1,2-benzo-7-(dietilamino)-3-(octadecanoilimino)fenoxacina) y el ionóforo 
(2,16,18,32,45,47-hexaetil-5,13,21,29,34,42,44,46,48-nonaazaheptaciclo[15.15.11.13,31.17,11.115,19. 
123,27.136,40]-octatetraconta-1,3(45),7(48),8,10,15(47),16,18,23(46),26,31,36,37,39-pentadecaeno-6,12, 
22,28,35,41-hexona) se sintetizaron, purificaron y identificaron por nosotros de acuerdo a lo descrito 
en el Anexo 1. Como soporte se utilizaron láminas de poliéster tipo Mylar (Goodfellow, Cambridge, 
UK). 
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3.2. Preparación de las membranas de un solo uso y procedimiento de 
medida 

 
Las membranas se prepararon con ayuda de un dispositivo giratorio sobre un soporte de 

poliéster32. Las mezclas para la preparación de las membranas sensibles a cloruro se prepararon a 
partir de una disolución conteniendo 40,0 mg (32,7 p/p %) de PVC, 80,0 mg (65,4 p/p %) de DOS, 
1,33 mg (1,08 p/p %) de TOT y 1,0 mg (0,82 p/p %) de BFE y para las membranas sensibles a nitrato 
se partió de una disolución de 29,20 mg (32,2 p/p %) de PVC, 58,80 mg (65,0 p/p %) de TBP, 1,50 mg 
(1,7 p/p %) de HNOPH y 1,00 mg (1,1 p/p %) de 1,2-benzo-7-(dietilamino)-3-
(octadecanoilimino)fenoxacina, en ambos casos disueltos en 1 mL de THF recientemente destilado.  

Los sensores desechables se prepararon por deposición de 15 y 20 µL, para cloruro y nitrato, 

respectivamente, sobre una lámina de poliéster de 14 mm × 45 mm × 0,25 mm de espesor con la 

ayuda de un sistema centrífugo de preparación de membranas y se almacenaron en un desecador a 
vacío a temperatura ambiente para permitir una evaporación lenta del disolvente. 

 
La respuesta del sensor desechable para nitrato fue evaluada por adición de 8 mL de la 

disolución a ensayar en un tubo de plástico de polietileno junto con 2 mL de disolución tampón de pH 
6,0. A continuación, se introduce el sensor desechable en el tubo durante 5 minutos sin agitación. En 
el caso de cloruros, 8 mL de la disolución a ensayar se añadió a un tubo de plástico junto con 2 mL de 
disolución tampón de pH 2,0. En este caso, el sensor desechable se introdujo en el tubo durante 6 
minutos y sin agitación. Después de alcanzado el equilibrio, la absorbancia de las membranas se 
midió a 660 nm y 534 nm para nitratos y cloruros, respectivamente, en un espectrofotómetro de diodos 
en fila Hewlett-Packard HP-8453 (Nortwalk, CT, USA) provisto de un soporte de cubeta para el sensor 
desechable fabricado en  hierro y pintado de negro mate33. Los valores de absorbancia, 

correspondientes a la especie completamente protonada ( ) y desprotonada ( ) del 

cromoionóforo necesarios para calcular los valores de α, se midieron acondicionando los sensores 

desechables en  HNO

HCA CA

3 10-2 M y NaOH 2·10-2 M, respectivamente, para los sensores de nitrato y en 
HCl 10-2 M y en tampón 10-2 M, respectivamente, para los sensores de cloruro. Las actividades se 
calcularon de acuerdo con el formalismo de Debye-Hückel34. Para corregir la absorbancia del fondo, 
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las medidas se realizaron frente a una tira de poliéster tipo Mylar. Todas las medidas fueron llevadas a 
cabo a temperatura ambiente y las membranas no necesitaron ser acondicionadas antes de su uso. 

 

4. Resultados y discusión 

 

4.1. Verificación del modelo teórico: establecimiento de la curva de 
calibrado lineal 

 
Para verificar la fiabilidad de los modelos teóricos (ecuaciones 7.17 y 7.19), se prepararon 

independientemente dos series de 15 disoluciones patrón de nitrato y cloruro conteniendo entre 
8,37·10–4 y 2,59·102 mM en actividades (1·10–3 y 5·102 mM en concentraciones) de nitrato y 8,59·10–4 
y 3,25·102 mM en actividades (1·10–3 y 5·102 mM en concentraciones) de cloruro, respectivamente. Se 
analizaron 9 réplicas de cada disolución patrón usando para ello un sensor desechable nuevo cada 
vez, de acuerdo con el procedimiento indicado antes en la Sección Experimental obteniéndose los 

correspondientes valores de α (ec. 7.5) 

 

Además, la precisión del parámetro logit (α) fue estudiada en todo el rango de aplicación, 

observándose como la varianza se incrementa hacia los extremos del rango analítico. La Figura 7.4 
muestra las curvas de varianza obtenidas, las cuales siguen un perfil parabólico para los dos casos 
estudiados. Los valores experimentales están ajustados por una regresión curvilínea parabólica 
corriente.  

 
A continuación, los datos experimentales se ajustaron al modelo lineal teórico usando dos tipos 

de regresiones: i) una regresión lineal ordinaria de mínimos cuadrados (OLS, ordinary least squares), 
y ii) una regresión ponderada de mínimos cuadrados (WLS, linear weighted least squares). Para esta 
última regresión, se empleó como factores de ponderación la inversa de las varianzas 
correspondientes. Estas varianzas se obtuvieron a partir de los valores predichos para  las curvas de 
varianza citadas en el párrafo anterior. 
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Figura 7.4. Curvas de varianza del logit decimal de α como una función del logaritmo decimal de las 
actividades de cloruro (A) y nitrato (B).  

 
 
Además, se obtuvo una función de calibración teórica partiendo de las ecuaciones 7.17 y 7.19, 

para nitrato y cloruro, respectivamente, empleando para ello los mismos datos de actividad ensayados 
experimentalmente. A partir de estos datos se calculó los valores de y teóricos y se ajustaron por 
medio de una calibración OLS. Las Figuras 7.5 y 7.6 muestran las curvas de calibrado con la 
metodología clásica y la propuesta para nitrato y cloruro, respectivamente, y la Tabla 7.1 muestra los 
resultados obtenidos al comparar las características de calibrado entre el modelo teórico y los datos 
exeprimentales para cada sensor desechable. 
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Figura 7.5. Comparación entre las curvas de calibrado para cloruro: A: puntos de calibrado tradicional 
(previo a linealización); B: Puntos de la  calibracion propuesta. (linealización logit). Las linea continua es 
regresión OLS y la linea punteada es la regresión WLS. 
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Figura 7.6. Comparación entre las curvas de calibrado para nitrato: A: puntos de calibrado tradicional 
(previo a linealización); B: Puntos de la  calibracion propuesta. (linealización logit). Las linea continua es: 
regresión OLS; y la linea punteada es la regresión WLS 
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Tabla 7.1. Comparación entre las calibraciones teórica, experimental OLS, y experimental WLS, para sensores de 
nitrato y cloruro.  
 cloruro  nitrato 

ordenada 1,939 1,530 

pendiente 0,613 0,500 Calibración teórica 

Coeficiente de correlación 0,990 1,000 

ordenada 1,946 1,648 

pendiente 0,650 0,552 Calibración OLS 
Coeficiente de correlación 0,980 0,995 

ordenada 1,939 1,723 

pendiente 0,683 0,563 Calibración WLS 
Coeficiente de correlación 0,978 0,994 

 
 

Como se puede ver, no hay diferencias significativas entre las características de las curvas de 
calibrado cuando se aplica WLS y OLS con respecto a la calibración teórica.  
 

Ademas, la Tabla 7.2 define el intervalo de concentración analítica aplicable para cada sensor 
desechable comparado con la metodologiá tradicional con la que aquí se propone. El rango dinámico 
lineal para nitratos si empleamos la metodología previa era desde 1,6 a 620 mg·L-1 (2 órdenes de 
magnitud) y ahora es desde 0,06 a 31.000 mg·L-1 (6 órdenes). Para el caso de cloruros la metodología 
previa daba un rango analítico desde 6,2 a 360 mg·L-1 (2 órdenes), cambiando con esta nueva 
metodología  a un nuevo rango que comprende desde 0,2 a 17.800 mg·L-1 (5 órdenes). Este 
considerable incremento en el rango dinámico lineal obtenido es la ventaja principal de la metodología 
propuesta.  
 

Una posible desventaja de esta metodología es el hecho de que la precisión de las medidas 
disminuye con el perfil parabólico hacia los extremos  del rango dinámico lineal, aunque estos valores 
son aceptables para sensores de tipo desechable. 
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Tabla 7.2. Comparación entre los intervalos de concentración aplicables para 
sensores de un solo uso cuando la calibración se lleva a cabo: a) empleando la parte 
central de la curva α vs log (actividad) (metodología previa); y b) toda la curva 
representada por el logit decimal (α) frente al log (actividad) (metodología 
propuesta).  

Sensor  Metodología anterior Metodología 
propuesta 

Nitrato (mg·L-1) 1,6 - 620 (1) 0,06 - 31000 

Cloruro (mg·L-1) 6,2 - 360 (2) 0,2 - 17800 
(1) de la referencia [8]; (2) de la referencia [5]. En la referencia 5 el rango esta 
expresado de forma diferente pues se da en actividades y además se seleccionó en 
esa referencia como límite superior el punto de corte con el eje de abscisas. Aquí 
para unificar criterios con nitratos, hemos seleccionado como límite superior el último 
punto estudiado que pertenece al intervalo lineal. 

 
 

Las constantes de coextracción global, log Kcoextr, calculadas a partir de la ordenada de las 
ecuaciones linealizadas 7.17 y 7.19 fueron de 9,3 para nitratos y 5,9 para cloruros. Los valores 
calculados empleando la aproximación de mínimos cuadrados para los puntos centrales del 
sigmoide29 fueron de 9,06 y 4,41 respectivamente. La diferencia entre los valores encontrados en el 
caso de cloruro puede ser atribuida al valor del parámetro disturbador que en ese caso fue diferente 
de cero, produciendo una función que no es estrictamente lineal. 
 

4.2. Aplicaciones analíticas 

 
Con el propósito de evaluar la utilidad del método de linealizacion que se propone para sensores 

ópticos de aniones, se ha aplicado el método a dos sensores de un solo uso que ya han sido 
caracterizados y estudiados por nosotros previamente para la determinación de cloruro y nitrato. Para 
hacer esto, se seleccionaron muestras de aguas de diferente procedencia (grifo, pozo, río, nieve, mar) 
cuya concentración de cloruro y nitrato está en las nuevas zonas del rango dinámico lineal obtenido en 
el método de linealización propuesto. En la Tabla 7.3 se muestran los resultados obtenidos empleando 
el procedimiento descrito aquí para sensores desechables para cloruro y nitrato, comparados con un 
método de cromatografía iónica35;36 como método de referencia. La Tabla 7.3 incluye también los 
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valores medios para tres determinaciones de cada muestra y la desviación estandar de estas 
medidas. 

Tabla 3. Determinacion de cloruro y nitrato en diferentes tipos de aguas, empleando la cromatografía iónica como 
método de referencia. Los resultados se obtuvieron a partir de tres réplicas del analisis. 

Muestra 
Sensor 

desechable 
(mg·L-1 Cl–) 

s 
Método de referencia 

(mg·L-1 Cl–) 
s 

Agua de grifo (Granada) 1,52 0,51 3,14 0,02 

nieve (Sierra Nevada, Granada) 0,52 0,13 0,49 0,00 

Agua de río ( Chauchina, Granada,) 333,52 149,70 436,44 1,01 

Agua de río (Láchar, Granada) 118,33 16,45 157,26 0,41 

Agua de mar (Almuñecar, Granada) 23313 4322,20 21585,20 85,19 

Agua de mar ( Almería) 15639 7069 22735,82 105,41 

Agua de río (Malahá, Granada) 1820 334 1484,75 4,95 

Agua de lluvia (Granada) 0,34 0,11 1,00 0,01 

Muestra 
Sensor 

desechable 
(mg·L-1 NO3–) 

s 
Método de referencia 

(mg·L-1 NO3–) 
s 

Agua de grifo (Granada) 1,16 0,18 1,41 0,02 

Nieve (Sierra Nevada, Granada) 0,14 0,04 0,14 0,03 

Agua de pozo (Valderrubio, Granada)   207,76 24,23 154,08 0,50 

Agua de pozo (Illora, Granada) 115,51 47,64 77,77 0,91 

Agua de pozo (Otura, Granada) 27,86 3,72 30,89 0,06 
 

 
Dado el amplio intervalo de concentraciones estudiado en la validación, se ha empleado el error 

relativo cuadratico medio (RMSRE) como característica para evaluar la capacidad de predición de la 
calibración propuesta en relación con las concentraciones de referencia. El RMSRE fue calculado de 
mediante la expresión: 
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donde N es el número de referencias (número de muestras que se utilizan en la validación) en el 
conjunto del ensayo. Los valores que se obtuvieron para el conjunto de datos de la Tabla 3 son 0,35 y 
0,28 para el sistema analítico de  nitrato y cloruro, respectivamente. En conclusión, los resultados 
obtenidos para ambos métodos coinciden, lo que corrobora la validez de las suposiciones hechas en 
esta metodología de linealización. 

 

5. Conclusión 

 
Hemos establecido un simple modelo matemático lineal que se ha aplicado  a membranas 

sensoras de aniones que se  basan en el empleo de química ionóforo-cromoionóroforo y trabajan por 
un mecanismo de coextracción. Esta metodología permite una determinación de las muestras directa 
y rápidamente sin la necesidad de operaciones preliminares, haciendo que el rango de aplicación se 
incremente hasta seis órdenes de magnitud en la concentración analítica, permitiendo la medida 
directa de muestras con contenidos de analito extremos. En los dos ejemplos que hemos estudiado, 
sensores desechables para nitrato y cloruro, ha sido posible el análisis de muestras de nieve y agua 
de mar. Esta nueva linealización de la curva respuesta para sensores ópticos desechables incrementa 
la viabilidad de este tipo de sensores ópticos. Además, esta metodología de linealización puede ser de 
interés para todos los formatos de sensado que se basen en mecanismos tipo ionóforo-cromoionóforo 
como son los sensores tipo sonda o flujo. 
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DISCUSION DE RESULTADOS 
 





 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 
 
 

En esta Tesis Doctoral se han estudiado diferentes estrategias para el desarrollo de sensores 
ópticos desechables para la determinación de aniones, principalmente en aguas naturales. Estos 
sensores se han basado en la medida de una propiedad óptica fácil de medir, como es un cambio de 
color, que cuantificamos midiendo la absorción de radiación visible mediante el empleo de un simple 
espectrofotómetro.  

 
Previamente al trabajo presentado en esta Tesis Doctoral, se  han puesto las bases para la 

preparación de membranas y la metodología de medida, habiéndose desarrollado por este grupo de 
investigación sensores desechables para la determinación de diferentes cationes, en diversos tipos de 
muestras, consiguiendo sensores con buenas prestaciones y características analíticas.  

 
Este estudio para el desarrollo de sensores para aniones, supone un reto mayor en el desarrollo 

de sistemas rápidos de análisis, dada la dificultad que surge debido a que las interacciones que se 
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dan en el reconocimiento de aniones son mucho más débiles e inespecíficas que las interacciones 
para el reconocimiento de cationes, debido a la propia naturaleza del anión y a sus características 
especiales. Dificultad que aumenta cuando se pasa de un anión monoatómico como es el cloruro, a 
uno tetra-atómico como puede ser el nitrato, o incluso un anión orgánico poliatómico de mucho mayor 
volumen y  que posee una  disposición geométrica más complicada aún, como es el caso del citrato, 
lo que hace más difícil  el reconocimiento de la misma por una molécula receptora de aniones. Todas 
estas dificultades son las que justifican que la química de reconocimiento de aniones este actualmente 
menos desarrollada que la de cationes, existiendo en la actualidad pocos receptores artificiales para 
aniones que se hayan demostrado efectivos en la práctica.  

 
Entre las  características especiales de los aniones encontramos: 1) su carga negativa; 2) el 

tamaño del anión, que es mucho mayor que el de un catión isoelectrónico, lo que supone una menor 
relación carga/radio y, por tanto, que las interacciones electrostáticas sean mas débiles (estas 
disminuyen con el cuadrado de la distancia), originando constantes de estabilidad menores; 3) su alta 
polarizabilidad; 4) el que son habitualmente sensibles al pH, perdiendo su carga negativa al disminuir 
el pH, lo que supone que los receptores deberán trabajar entre unos márgenes de pH dados; 5) las 
energías de hidratación son muy fuertes, y como consecuencia de ello, van a interaccionar mucho con 
disolventes polares. Esto se traduce en que un receptor para aniones va competir difícilmente con el 
agua, si se encuentra en un medio acuoso; 6) los aniones poseen un amplio rango de geometrías, por 
lo que son necesarios requerimientos geométricos grandes, necesitándose receptores que tengan una 
disposición geométrica adecuada para poder interaccionar complementariamente con los grupos 
funcionales del anión. 

 
En este Capítulo se va a tratar de forma conjunta y esquemática los principales aspectos 

relacionados con los diferentes sensores estudiados y presentados pormenorizadamente en los 
capítulos anteriores, los analitos que se han determinado, las  características analíticas de cada 
sensor, el tratamiento de datos y los resultados obtenidos. Por último, se expondrán las conclusiones 
obtenidas en esta Memoria de Doctorado. 
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1. Estrategias de sensado usadas 

 
Se han utilizado en esta Memoria de Doctorado cuatro estrategias diferentes y de complejidad 

creciente para  el diseño de los sensores desechables presentados. La primera de ellas se basa en el 
uso de una reacción específica como es la de diazotación y copulación para nitritos. Este u otro tipo 
de reacción específica suele presentarse con poca frecuencia en aniones. Suelen ser reacciones bien 
conocidas y utilizadas como la que aquí se propone para nitrito, que aquí se formula en un formato de 
membrana desechable.  

 
Una segunda estrategia se basa en el empleo de receptores de tipo ácido Lewis. La presencia de 

centros tipo ácido Lewis, deficientes en electrones, en una molécula receptora hace que pueda 
enlazar aniones debido a un solapamiento de orbitales que da lugar a una interacción enlazante. 
Como caso para estudio se ha seleccionado un derivado organoestánnico como receptor para cloruro.  

 
Una tercera estrategia emplea receptores basados en interacciones por enlace de hidrógeno. Al 

ser los enlaces de hidrógeno direccionales, se pueden utilizar para diseñar receptores con 
configuraciones específicas capaces de diferenciar entre analitos huéspedes con diferente geometría 
o lo que es lo mismo con diferentes requerimientos de enlace de hidrógeno en disolventes no polares. 
Se ha estudiado como ejemplo, el empleo de un receptor tipo amida capaz de coordinarse con el 

sistema de electrones π del nitrato.  

 
Como última estrategia, se ha combinado la interacción por enlace de hidrógeno con las 

interacciones electrostáticas, de forma que se produzcan unas interacciones muy selectivas que 
permitan el reconocimiento de aniones poliatómicos complejos como es el caso de los carboxilatos. 
Un caso característico es el empleo de sales de guanidinio para reconocimiento de aniones en forma 
de Y como son los carboxilatos, debido a su peculiar forma de unión que se caracteriza por dos 
enlaces de hidrógeno paralelos además de la atracción electrostática. Hemos empleado un receptor 
trisguanidinio para el reconocimiento de citrato a través de  una interacción complementaria tanto en 
geometría como en carga. 
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1.1.  Sensor basado en el uso de reacciones especificas. Sensor 
desechable para la  determinación de nitrito 

 
En este tipo de sensores desechables, el analito sufre una reacción mediante la cual queda 

incorporado o transformado en un nuevo compuesto que deberá quedar retenido sobre la membrana 
sensora produciéndose una modificación de sus propiedades ópticas, lo que permitirá su 
determinación directa sobre la membrana. 

 
En este caso, el nitrito actúa como grupo nitrosante permitiendo que se origine un azo derivado, 

R-N=N-R', en el que R y R' son grupos aromáticos, lo que estabiliza al grupo azo al hacerlo formar 
parte de un sistema deslocalizado extenso y a la vez hace que tenga color al absorber radiación en la 
zona del visible. En este caso se formará un azo derivado aromático mediante una reacción de 
sustitución electrofílica en un compuesto aromático, la N-1-(naftil)etilendiamina, por una sal de 
diazonio que se obtenida a su vez por reacción de una amina, la sulfanilamida, con el analito en medio 
ácido, esto es el ácido nitroso. La retención del azoderivado de color violáceo formado en la 
membrana se consigue por cambio iónico, pues se utiliza un material de membrana con carga 
negativa fija como es el Nafión y el azoderivado presenta carga positiva por protonación al pH de 
trabajo. 

 
Entre las características generales del sensor para la determinación de nitrito en aguas, destacan 

las siguientes: Es un sensor de tipo irreversible,  debido a la estabilidad del azoderivado formado. El 
tiempo necesario para alcanzar el equilibrio es elevado y oscila entre 45 y 90 minutos. Se trata de un 
sensor de preconcentración, tipo dosímetro, lo que va a permitir determinar concentraciones muy 
bajas de analito, llegando a tener un límite de detección de sólo 0,8 µg·L-1, aunque ello implica un 
aumento en el tiempo de contacto entre el sensor desechable y la disolución problema, que es de 90 
minutos. Se ajusta a un modelo de respuesta lineal con la concentración, y tiene un rango dinámico 
lineal pequeño (2 órdenes de magnitud) si se compara con los sensores basados en ionóforos, que 
pueden variar entre 3 y 6 órdenes de magnitud como se ha visto en los capítulos previos. El parámetro 
analítico empleado es la absorbancia, medida en un espectrofotómetro convencional. 
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1.2. Sensores basados en receptores 

 
Antes hemos comentado que las tres estrategias restantes se basan en el empleo de diferentes 

receptores para aniones (basados en interacciones ácido Lewis, enlace de hidrógeno y enlace de 
hidrógeno más interacciones electrostáticas). Para el desarrollo de sensores desechables los 
receptores se han situado en una membrana hidrófoba. Es por ello por se les ha denominado 
habitualmente ionóforos a los receptores utilizados en esta Memoria de Doctorado, pues la reacción 
de interacción con el analito aniónico es la que permite que atraviesen la membrana y originen la 
respuesta óptica a través de la reacción en el seno de la membrana tridimensional. 

 
La interacción de los analitos con los ionóforos no genera ninguna respuesta óptica por lo que se 

recurre al acoplamiento de un indicador ácido-base lipofilizado, denominado cromoionóforo, que pone 
de manifiesto el proceso de reconocimiento del analito mediante un mecanismo de coextracción. 

 
Este mecanismo de coextracción es más complejo que el basado en reacciones específicas 

estudiado para nitrito y se puede modelar como se ha indicado en los capítulos correspondientes, 
demostrándose que responden a actividad en analito, y no a concentración, es decir, responden a la 
cantidad de analito que esta disponible para interactuar con otras especies, no a la cantidad total de 
analito en la disolución. Todo ello siempre que la actividad protónica se mantenga constante, pues 
realmente responden al producto de actividades de analito y protones. 

 
El parámetro analítico que utilizamos en este tipo de sensores desechables no es la absorbancia, 

sino el grado de desprotonación (α ) del cromoionóforo: 

 

acidobase

acido
AA

AA
−

−
=α  

 
Para obtener el grado de desprotonación, será necesario introducir durante unos minutos, menos 

de cinco, un sensor desechable en un tubo de poliéster que contiene NaOH, de forma que todo el 
cromoionóforo pase a forma básica (Abase). A continuación, sacamos el sensor del tubo y lo 
introducimos durante unos minutos en otro tubo conteniendo analito en presencia de una  disolución 
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reguladora de pH. Conforme crezca la concentración de analito, el color de la zona sensora irá 
cambiando progresivamente al color de la forma ácida (A). Por último, se introduce el sensor en un 
tubo que contiene una disolución de ácido fuerte con lo que la membrana presenta el color de la forma 
totalmente protonada (Aacido) al estar completamente desplazado el equilibrio. Con estos valores de 

absorbancia se calcula el parámetro analítico α que representado frente log aanalito permite obtener la 

función de calibrado que es de tipo sigmoidal. 
 

Atendiendo a este modelo de sensor basado en el empleo de ionóforos, hemos desarrollado 
sensores para la determinación de cloruro y nitrato en aguas y citrato en refrescos y fármacos. 

 

2. Composición de los  sensores 

 
Los sensores desarrollados en este estudio están constituidos por una lámina de un material 

polimérico transparente que presenta  una zona reactiva que contiene todos los reactivos necesarios 
para que por simple inmersión o deposición de la muestra se produzca una respuesta de tipo óptico la 
cual se puede medir con un espectrofotómetro convencional y relacionarla con su concentración. 

 
La zona reactiva del sensor de nitrito que está basado en reacciones específicas, está formada 

por una membrana de Nafión que incluye como reactivos un compuesto nitrosante, la sulfanilamida y  
un reactivo copulante, la N-1-(naftil)etilendiamina. 

 
Para los sensores basados en sistemas ionóforo-cromoionóforo, la zona activa del sensor se 

compone de una matriz polimérica de PVC, un plastificante que actúa regulando la permeabilidad y 
movilidad dentro de la matriz polimérica, un ionóforo selectivo del anión y un cromoionóforo encargado 
de facilitar una respuesta óptica susceptible de ser medida, como es la absorbancia a una longitud de 
onda dada. 

 
En la Tabla 8.1 se recogen los diferentes componentes de la zona activa de los  sensores 

estudiados y en la Tabla 8.2 se indican las estructuras de los distintos ionóforos, cromoionóforos y 
reactivos utilizados. 
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Tabla 8.1. Reactivos utilizados en la preparación de los diferentes sensores estudiados. 

Nombre del reactivo Tipo de reactivo Sensor 

Cloruro de trioctil estaño Ionóforo cloruro 
2,16,18,32,45,47-hexaetil-5,13,21,29,34,42,44,46,48-
nonaazaheptaciclo[15.15.11.13,31.17,11.115,19.123,27.136,40]-
octatetraconta-1,3(45),7(48),8,10,15(47),16,18,23(46), 
26,31,36,37,39-pentadecaeno-6,12,22,28,35,41-hexona 
(HNOPH) 

Ionóforo nitrato 

1,3,5-bencenotrimetanamina N,N’,N’’-tris(4,5-dihidro-1H-
imidazol-2-il) 2,4,6-trietil trihidrocloruro (RCT) 

Ionóforo citrato 

Sulfanilamida Compuesto nitrosante nitrito 

N-(1-naftil)-etilendiamina Reactivo copulante nitrito 

4,5, dibromofluoresceina octadecil ester Cromoionóforo cloruro 

1,2-Benzo-7-(dietilamino)-3-(octadecanoilimino)fenoxacina 
(Azul Nilo lipifilizado) 

Cromoionóforo nitrato, citrato 

Tributilfosfato (TBP) Plastificante nitrato, citrato 

Bis(2-etilhexil)sebacato (DOS) Plastificante cloruro 

Cloruro de polivinilo (PVC) de alto peso molecular Polímero formador de 
membrana 

cloruro, nitrato, 
citrato 

Nafión  5% p/p Polímero formador de 
membrana 

nitrito 
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Azul Nilo lipofilizado 4’,5’-dibromofluoresceina octadecil 

ester. 
 

 

 
Figura 8.1. Estructura de los diferentes ionóforos, cromoionóforos y reactivos empleados en los sensores 
desechables estudiados. 
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3. Resultados analíticos 

 

3.1. Verificación y calibración de instrumentación y equipos 
(aseguramiento de la calidad) 

 
En la presente Memoria se ha llevado a cabo el control de aquellos equipos cuyo mal estado o 

funcionamiento pudiera ser fuente de un error sistemático que pudiera afectar a los resultados y 
consecuentemente a la inferencia que de ellos se pudiera llevar a cabo. De entre los varios equipos 
susceptibles de ser sometidos a un control de este tipo se seleccionaron aquellos que a nuestro juicio 
son más importantes; estos son: a) balanza analítica, b) micropipetas c). pHmetro y d) 
espectrofotómetro de diodos en fila. 

  
La balanza analítica, como instrumentación fundamental en la trazabilidad de cualquier magnitud 

mensurable en un laboratorio de análisis químico, fue uno de los equipos sometido a un programa de 
control periódico de verificación. Para ello, se ha utilizado como patrón, un juego de pesas  
certificadas de 1, 10 y 200 mg y se ha verificado periódicamente tomando diez medidas del patrón de 
referencia y realizándose los correspondientes diagramas de  Shewhart que me han permitido en 
todo momento tener la balanza  bajo control estadístico.   

 
Las micropipetas empleadas para la dispensación de los volúmenes con los que habitualmente 

se ha trabajado en la presente Memoria, han sido sometidas a un control periódico bimensual con 
objeto de garantizar los resultados que de su uso se pudieran obtener. Dicho control se ha efectuado 
de forma interna en el laboratorio. Para la calibración de las micropipetas se han realizado 
determinaciones gravimétricas con agua desionizada a temperatura controlada. La verificación 
efectuada a cada una de las micropipetas consideradas estuvo en todo momento bajo control 
estadístico, no detectándose en ningún momento la existencia de un mal funcionamiento de las 
mismas que pudiera traducirse en errores en el posterior uso que de ellas se hizo. 

 
El pHmetro se verificó previo a su primer uso del día y se calibró con tampones de pH 4,0 y 7,0 

una vez a la semana o en caso de fallo en la verificación diaria. 
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El espectrofotómetro de diodos en fila, HP 8453 ChemStation fue sometido cada seis meses a 

los diferentes test de verificación propuestos por el fabricante. Estos test fueron los siguientes: 
 
1. Autotest del sistema para comprobar si se superan las intensidades mínimas establecidas 
en el sistema para determinados rangos de longitud de onda. 
2. Precisión de la longitud de onda (test de líneas de deuterio), para comprobar la exactitud de 
las longitudes de onda. 
3. Test de estabilidad. (En este test el sistema comprueba que la absorbancia a una longitud 
de onda fija no varía con el tiempo en más de 0.001 A.U.) 
4. test de ruido fotométrico y de línea base. 

 

En caso de que no se superase algún test, se procedió a seguir las instrucciones recomendadas 
por el fabricante (cambio de lámparas, limpieza de lentes, etc...). 

 

3.2. Optimización de la respuesta del sensor 

 
Se han realizado diferentes estudios para conocer como influyen los distintos factores que 

pueden afectar a la señal analítica. Estos parámetros experimentales se pueden clasificar en dos 
grupos: parámetros relacionados con el diseño y composición de la membrana y parámetros 
relacionados con el proceso de equilibración entre la disolución de la muestra y el sensor. En las 
Tablas 8.2 y 8.3 se indican algunos de estos factores y sus valores óptimos. 
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Tabla 8.2.Parámetros relacionados con el diseño y composición de la membrana 

 NITRITO CLORURO NITRATO CITRATO 

volumen de cóctel 30 µL 20 µL 15 µL 15 µL 

velocidad de giro 300 rpm 180 rpm 180 rpm 180 rpm 

tiempo de secado 20 min 10 min 1 min 60 min 

forma de secado al aire en lugar oscuro desecador a Tª 
ambiente 

desecador en 
atmósfera de THF a 

Tª ambiente 

desecador en 
atmosfera de THF a 

Tª ambiente 
color de la zona 

sensora incolora roja roja roja 

espesor de la zona 
sensora 20 µm 9,5 µm 4,5 µm 4,5 µm 

diámetro de la zona 
sensora 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm 

 
 
 
 

Tabla 8.3. Parámetros relacionados con el proceso de equilibración entre la disolución de la muestra y el sensor. 

 NITRITO CLORURO NITRATO CITRATO 

Tipo de tira reactiva irreversible reversible reversible reversible 

tiempo de contacto en 
disolución 45 min 60 min 90 min 6 minutos 5 minutos 40 s 

agitación de muestra agitación magnética sin agitación sin agitación sin agitación 

pH de trabajo 2 2 6 4 

color desarrollado al 
reaccionar con el analito incoloro a violáceo rojo a amarillo -

anaranjado rojo a azul rojo a azul 

 
 

Otro factor estudiado en relación con el proceso de equilibración entre la disolución de la muestra 
y el sensor es el estudio de interferentes o el estudio de la selectividad, dependiendo del modelo de 
sensor empleado. 
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Para el sensor de nitrito ha consistido en un estudio de interferentes, comprobándose como 
influía la presencia de diferentes aniones y cationes a varios niveles de concentración para una 
disolución de nitrito de 0,1 mg·L-1. Se han encontrado tolerancias para NO3-, SO42-, CO32-, HCO3-,  Cl-, 
PO43-, Ca (II), Mg (II), Na (I), K(I), Pb (II), Zn (II), Cd (II), Hg(II), Cu (II), Ni (II), Co (II), Mn(II), Al (III), 
Cr(III) y (VI), y Fe(III) mayores de 100 mg·L-1, que es la máxima cantidad ensayada. La única 
interferencia que se presentó fue del hipoclorito y el cromato, con una tolerancia para ambos iones de 
1 mg·L-1 , ya que estos oxidan las aminas presentes en la membrana. 

 
Para los sensores basados en sistemas ionóforo-cromoionóforo, la selectividad se puede definir 

como la capacidad de un sensor desechable para extraer a la membrana exclusivamente el analito y 
para discriminar especies interferentes que respondan originando el mismo tipo de señal. La 

selectividad se define mediante el coeficiente de selectividad  de forma análoga a los sensores de 

tipo electroquímico (ISE).  

opt
ijK

 
 Para establecer la selectividad en este tipo de sensores  se utiliza el método de las disoluciones 

separadas1;2, dicho método consiste en establecer la respuesta del interferente frente al mismo 

sensor, para así conocer el valor de la constante de equilibrio y, despejando de su 

correspondiente ecuación, obtener el valor de la constante de selectividad . En el caso de que el 

interferente presente la misma carga y estequiometría que el analito, se puede calcular gráficamente 
el coeficiente de selectividad como la distancia entre la curva respuesta del analito y la curva del 
interferente, siempre y por convenio, a un grado de protonación de 0,5. 

PJL
eK

opt
IJK

 
A continuación se recogen de modo global en la Tabla 8.4 las diferentes constantes de 

selectividad encontrados para los sensores en estudio en esta Tesis Doctoral. 
 

Para el sensor desechable de cloruro, los valores de coeficiente de selectividad , que se 

obtienen supone alguna mejora respecto a los resultados publicados previamente para un sensor de 
membrana para cloruros en suero, el cual utiliza ese mismo ionóforo, pero emplea bis(1-
butilpentil)adipato como plastificante, y obtiene unos coeficientes de selectividad de  I

opt
j,Cl zK −−

- (1,0), Br- (0,3), 

(-1,8) y (-2,8)−
3NO −2

4SO 3. Además, el uso de un ionóforo similar, el cloruro de triciclohexil estaño, 
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combinado con el plastificante bis(2-etilhexil)sebacato, da lugar a una membrana con coeficientes de 

selectividad mas bajos: I- (1,0), Br- (0,5),  (<-2,0)−
3NO 4. 

 
 
 

Tabla 8.4. Coeficientes de selectividad log para los 

sensores para diferentes aniones. 
Ji,K

 
Anion Sensor 

cloruro 
Sensor 
nitrato 

Sensor 
citrato 

SCN- - 0,3 ± 0,08 - 

ClO4- - 0,3 ± 0,13 - 

NO3- -3,21 0 - 

I - 0,82 -0,97 ± 0,01 - 

NO2- - -2,4 ± 0,13 - 

Br - 0,19 -2,3 ± 0,13 - 

Cl - 0 -3,8 ± 0,12 -1,1 

HCO3- - -4,0 ± 0,12 - 

AcO- - -5,4 ± 0,13 - 

SO42- -3,26 -5,3 ± 0,13 - 

Tartrato - - -0,93 

PO43- - - -2,34 

Benzoato - - -0,74 

Citrato - - 0 
 
 

En el sensor de nitrato, llama la atención la baja selectividad para acetato comparándola con la 
selectividad de acetato encontrada para este mismo ionóforo en disolventes orgánicos con mezclas de 
CD2Cl2/CD3CN (25:75 v/v) donde las constantes de asociación son 770 y 300 M-1 para acetato y 
nitrato, respectivamente. En la misma línea, otros ionóforos con grupos amida calix[4]areno muestran 
una respuesta similar, así se encuentran valores de 370 y 200 M-1 para los mismos iones en acetona-
d65. En otros casos, la constante de asociación de ionóforos formadores de enlace de hidrógeno con 
nitrato es mayor que para acetato, así ocurre en el caso del ionóforo nicotinamida Pt (II) (Ka1: 230 M-1; 
Ka2: 491 M-1 para acetato en CD3CN/DMSO-d6 3+1 v/v; Ka1: 562 M-1; Ka2: 132 M-1 para nitrato en 
CD3CN)6, aunque la diferencia es mucho mayor en nuestro caso.  
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En el sensor desechable de citrato, la secuencia de selectividad con respecto a una tira reactiva 

sin receptor de citrato (serie de Hofmeister), cambia a: ClO4- > NO3- > citrato > benzoato > tartrato > 

Cl- > > CH−3
4PO 3COO- >  obteniéndose un considerable incremento de selectividad para 

citrato, debido a la interacción selectiva entre el receptor y el citrato, que está en concordancia con los 
datos que están publicados en bibliografía

−2
4SO

7;8. 
 

3.3. Parámetros de calidad 

 
En este apartado hemos recogido los diferentes parámetros de calidad obtenidos en los sensores 

descritos en esta Memoria (Tabla 8.5). 
 

Tabla 8.5. Parámetros de calidad. 

 NITRITO CLORURO NITRATO CITRATO 

Parámetro analítico absorbancia a 536 nm absorbancia a 
534 nm 

absorbancia  a 
660 nm 

absorbancia a 
660 nm 

Reproducibilidad 
intermembrana   (% DER) 6,9 8,8 7,8 4,4 3,68 - 

Reproducibilidad 
intramembrana (% DER) - 6,4 1,39 5,7 

Limite de detección a 2,7 µg·L-1 b 1,4 µg·L-1 c 0,8 µg·L-1 0,15 mM 0,022 mM 0,412 mM 

Limite de cuantificación a 8,9 µg·L-1 b 4,7 µg·L-1 c 2,6 µg·L-1    

Rango dinámico lineal a 8,9-500 µg·L-1 b 4,7-200 µg·L-1 c 2,6-100 µg·L-1 0,15-24,68 mM 0,022-45,15 mM 0,412-17,7mM 

Sensibilidad (b) 0,0034 0,0055 0,0105 -0,407 -0,288 -0,2149 

Tiempo de vida  1 mes 1 mes 1 mes 3 semanas 

Coste de un sensor 
(euros/sensor) 0,10 0,01 0,04 0,03 

 a. método de 45 minutos; b. método de 60 minutos; c. método de 90 minutos 

 
El caso del sensor de nitrito, como se ha comentado anteriormente, es de preconcentración, 

lo que significa que la extensión de la reacción va aumentando con el tiempo de contacto y 
concomitantemente la señal analítica hasta llegar a un valor de saturación determinado por la cantidad 
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de reactivos en membrana. Debido a esta dependencia del tiempo de contacto entre membrana y 
problema se han caracterizado tres métodos analíticos para tres tiempos de contacto diferentes (45, 
60 y 90 minutos). Conforme aumenta el tiempo de contacto se reduce tanto el límite de detección 
como el límite superior del rango dinámico lineal, manteniéndose la precisión en valores entre el 7 y el 
9%. Esto supone que el método a utilizar se puede ajustar en función del contenido esperado en 
analito. 

 
El sensor de cloruro esta basado en una química ionóforo-cromoionoforo, opera por equilibrio y 

presenta una respuesta de tipo sigmoidal. Como rango de medida hemos usado la relación lineal en el 
centro de la función sigmoidal de respuesta, la cual ha sido establecida como una recta mediante un 
ajuste por medio de mínimos cuadrados y como límite de detección se ha utilizado la intersección de 
la función de calibrado lineal anteriormente definida y una función lineal ajustada en la zona de mínima 
pendiente. El límite de detección se calculó por la intersección de ambas funciones, lo que dio un valor 
de 0,15 mM y el límite superior se obtuvo por la intersección de la función de calibrado con el eje de 
abscisas, resultando un valor de 24,7 mM. De esta manera, el rango de medida del sensor desechable 
propuesto para cloruro está comprendido entre 0,15 y 24,7 mM en actividades, lo que suponen dos 
órdenes de magnitud, aún cuando la zona de respuesta dinámica se extiende desde 8,1x10-7 a 0,32 M 
en actividades. La precisión intramembrana del sensor oscila entre el 2 y el 5% mientras que usando 
cada vez un sensor diferente sube hasta un 6%; valores que consideramos aceptables al incluir la 
preparación de la membrana. 

 
El sensor para nitrato se basa en el uso de un ionóforo más complejo que el de cloruro como se 

ha comentado más arriba, pero se ha utilizado analíticamente en un esquema ionóforo-cromoionóforo. 
No es igual, sin embargo, el esquema usado, pues en este caso el cromoionóforo es neutro y su forma 
ácida tiene carga positiva, mientras que  en el de cloruro el cromoionóforo tiene carga negativa y su 
forma ácida es neutra, lo que comporta un distinto proceso de respuesta. La precisión intramembrana 
de este sensor desechable varía entre el 1,5 y el 3% mientras que la precisión intermembrana 
dependiendo de la concentración de nitrato determinada oscila entre un 1 y un 6%. 

 
El sensor desechable desarrollado para citrato se basa en un ionóforo que opera por 

interacciones electrostáticas y enlace de hidrógeno y emplea un esquema analítico similar al de 
nitrato. En este caso, el rango lineal cubre tres órdenes de magnitud (entre 0,483 y 25,0 mM) en la 
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zona central de la función respuesta sigmoidal que se extiende desde 0,5 M hasta 10-6 M en 
concentraciones. En este caso, el sensor no se puede utilizar mas de una sola vez, pues aunque la 
membrana responde de forma reversible, el nivel de respuesta decrece con  sucesivas medidas de un 
mismo sensor. La precisión expresada como repetibilidad sensor a sensor varia entre un 4 y un 8% 
dependiendo de la concentración de citrato analizada. 

 

3.4. Validación del método analítico 

 
La validación de un método analítico se ha llevado a cabo realizando una verificación de la 

exactitud del método mediante el estudio de sus dos componentes: estimación de la precisión y 
comprobación de la veracidad. La estimación de la precisión, se realiza como se ha descrito en puntos 
anteriores, calculando la desviación estándar relativa. 
 

En  esta Memoria, para los sensores desechables basados en ionóforos (cloruro, nitrato, citrato) 
la comprobación de la veracidad de los resultados obtenidos con los métodos propuestos se ha 
realizado mediante la comparación con los resultados obtenidos con un método de referencia aplicado 
a esas mismas muestras. Para el caso de la tira reactiva basada en el uso de reacciones específicas 
(nitrito)  la validación se ha realizado, debido a la inexistencia de nitrito en las aguas ensayadas,  
haciendo uso de la metodología de adición de patrón. 

 

3.5. Aplicaciones 

 
Estos sensores desechables se han aplicado principalmente en aguas naturales de diversa 

procedencia (fuente, grifo, agua mineral, pozo, mar). Además, el sensor desechable para citrato se ha 
aplicado a su determinación en refrescos y algunos fármacos que lo contienen. 
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3.5.1. Resultados 

 
Los resultados que se han obtenido para los diferentes sensores desechables, en las distintas 

muestras estudiadas se recogen en las siguientes Tablas 8.6, 8.7 y 8.8: 
 

Tabla 8.6. Determinación de nitrito en diferentes muestras de agua (se añadieron 50 µg·L-1 a todas las muestras) 

Muestras  de agua 
Concentración 

obtenida del 
calibrado SC 

(µg·L-1) 

Concentración 
obtenida del 

calibrado  AC 
(µg·L-1) 

P-value (%) c  ± sn-1

Fuente  (Granada) 15,04 18,93 34,65 53,12±0,006 
Mar  (Almería) 21,76 21,56 93,91 57,11±0,017 

Mineral (Benzoya) 14,75 15,98 65,10 53,38±0,036 
Mineral (Lanjaron) 21,29 26,07 15,60 50,46±0,008 
Grifo (Granada) 16,81 19,46 33,62 50,89±0,023 

Grifo (Illora, Granada) 15,02 16,67 54,21 48,51±0,019 
Pozo (Illora, Granada) 18,89 20,50 54,28 50,36±0,017 

Los datos son el promedio de 3 calibrados independientes: SC calibrado estándar; AC adición estándar y  YC (P-
value). Ĉ ± sn-1: concentración media para 3±desviación estándar. 

 

En el estudio del sensor para nitrito, se ha aplicado el método a muestras reales de agua de 
diferente procedencia (fuente, grifo, agua mineral, pozo y mar).  Como las muestras no contenían 

nitrito, se les añadió una cantidad de este de 50 µg·L-1. En muchas muestras el contenido en nitrito se 

ha determinado directamente, mientras que en otras, como el agua de grifo, fue necesario 
previamente eliminar el hipoclorito presente  mediante la adición de 2 g de carbón activo por litro de 
agua. Para la validación del método hemos utilizado el método de calibrado por adición de patrón. 

 

Tabla 8.7. Determinación de cloruro en diferentes tipos de agua, empleando como método de referencia un 
método potenciométrico. 

Muestra 
Sensor 

desechable 
(mM Cl-) 

s 
Metodo 

referencia 
(mM Cl-) 

s Pval (%) 

Agua de mar (Almuñecar, Granada) 498 12,73 479 20,41 34,5 
Agua de mar (Almería) 555 76,59 493 12,04 11,0 
Agua de grifo (Balanegra, Almería) 6,8 0,98 6,1 0,15 30,8 
Agua de grifo (Almería) 0,8 0,32 0,83 0,02 72,0 
Agua de pozo (Rebeque, Almería) 7,7 0,58 7,2 0,18 20,6 
Agua de arroyo (Chauchina, Granada) 22,5 0,58 23,6 0,59 12,2 
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Tabla 8.8. Determinación de nitrato en diferentes tipos de agua, empleando como método de referencia uno 
voltamperométrico. 

 

Tipo de muestra 
Sensor 

desechable 
(mg/L) 

s 
Metodo 

referencia* 
(mg/L) 

s Pval (%) 

Agua del rio Monachil (Monachil, Granada, 
España) 3,6 0,24 3,3 0,45 29,17 

Agua del rio Genil (Granada, España) 3,1 0,25 2,8 0,24 31,62 
Agua de fuente (Granada, España) 27,3 0,63 29 2,0 20,42 
Agua de fuente (Granada, España) 4,1 0,33 4,37 0,02 21,10 
Agua de fuente (Haza Grande, Granada, 

España) 54 2,24 54 4,1 90,65 

Agua de fuente  (Zujaira, Granada, España) 62 2,78 61 3,57 59,95 
Agua de fuente  (La Peza, Granada, España) 2,92 1,49 2,7 17,26 39,00 
Agua de pozo (Illora, Granada, España) 20,4 0,29 23 1,71 14,3 
Agua de aljibe (Illora, Granada, España) 91,8 5,26 87,9 0,94 27,20 
Agua de pozo (Valderrubio, Granada, España) 201 33.5 200 12,1 96,09 

 
Tabla 8.9. Determinación de citrato en refrescos y fármacos usando como método de referencia un test 
enzimático.  

Tipo de muestra Tira reactiva s Método 
referencia s P.val (%) 

Refresco naranja 3,3 g/L 0,455 3,59 g/L 0,066 32,2 
Eno Sal de frutas 0,51 g/g 0,056 0,47 g/g 0,005 27,6 

Uralyt-Urato 0,74 g/g 0,017 0,71 g/g 0,017 14,1 
Citrocil 0,52 g/g 0,019 0,50 g/g 0,033 42,0 

Micralax 0,057 g/g 0,005 0,051 g/g 0,002 14,0 

 
 

4. Linealización de curvas de respuesta analítica en sensores ópticos 

 
Hemos visto como la función respuesta de los sensores basados en sistemas ionóforo-

cromoionóforo, en las que se representa el parámetro analítico frente al logaritmo de la actividad de 
analito, tienen una forma sigmoidal. Esto supone un problema para la calibración, pues solo la zona 
central del sigmoide puede ser asimilada a una línea recta y por ello es empleada como función de 
calibrado. De esta manera se pierde parte de la información analítica que la curva sigmoide contiene.   
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Para solucionar este inconveniente, se ha estudiado una linealización del sigmoide empleando 

una regresión logística, tal como se ha descrito en el Capítulo 7 de esta Tesis Doctoral. De esta 
manera conseguimos obtener una función del tipo Y = A + B·X . 

 
Las ventajas que presenta esta metodología de linealización respecto a la metodología 

sigmoidal previa, son principalmente: 
 

- Se logra incrementar el rango de trabajo en varios órdenes de magnitud. 
- Como consecuencia se logra mejorar el límite de detección pudiendo detectar analitos en 

cantidades mucho menores.  
- Poder determinar muestras de modo directo evitando el uso de operaciones preliminares, 

(dilución, preconcentración, etc). Así por ejemplo, en la determinación de cloruros en aguas, 
se puede determinar el contenido en cloruro de un agua de lluvia y un agua de mar, 
utilizando el mismo calibrado y sin necesidad de diluir el agua de mar ni preconcentrar el 
agua de lluvia. 

 
Se ha realizado el tratamiento matemático necesario para conseguir obtener la función logit que 

permite esta linealización, comprobándose que se ajusta a dicho modelo lineal, y se ha aplicado al 
caso concreto de dos sensores desechables para aniones, que hemos estudiado previamente por la 
metodología convencional; que son los sensores desechables para cloruro y para nitrato. 

 
En la siguiente Tabla 8.10 se comparan los resultados obtenidos para ambos sensores 

empleando la metodología previa de respuesta sigmoidal y la metodología lineal propuesta. Se ha 
conseguido ampliar los rangos lineales de trabajo hasta en 6 órdenes de magnitud, como se puede 
ver en la Tabla comparativa. 
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 Tabla 8.10. Comparación de resultados obtenidos empleando ambas metodologías. 

 sensor nitrato sensor cloruro 
 metod. sigmoidal metod. logit metod. sigmoidal metod. logit 

Ordenada en origen -0,387 1,648 -0,654 1,946 
Pendiente -0,288 0,552 -0,407 0,650 

Limite deteccion  (mg/L) 1,63 0,06 6,2 0,2 
Rango lineal (mg/L) 1,63 – 620  0,06-31000 6,2-360  0,2-17800 

 
 
 
Para comprobar la validez de los resultados obtenidos en la nueva calibración lineal, se ha 

aplicado el método a nuevas muestras de aguas cuyos niveles en el analito a determinar estén en las 
nuevas zonas del rango. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8.11 

 
 
 
 
Tabla 8.11. Determinación de cloruro y nitrato en diferentes tipos de aguas aplicando la metodología de 
linealización, y empleando la cromatografía iónica como método de referencia. 
 

Muestra 
Sensor 

desechable 

(mg·L-1 Cl–) 
s 

Método de 
referencia 

(mg·L-1 Cl–) 
s 

Agua de grifo (Granada) 1,52 0,51 3,14 0,02 

Nieve (Sierra Nevada, 
Granada) 0,52 0,13 0,49 0,00 

Agua de río ( Chauchina, 
Granada,) 333,52 149,70 436,44 1,01 

Agua de río (Láchar, Granada) 118,33 16,45 157,26 0,41 

Agua de mar (Almuñecar, 
Granada) 23313 4322,20 21585,20 85,19 

Agua de mar ( Almería) 15639 7069 22735,82 105,41 

Agua de río (Malahá, 
Granada) 1820 334 1484,75 4,95 

Agua de lluvia (Granada) 0,34 0,11 1,00 0,01 
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Muestra 
Sensor 

desechable 

(mg·L-1 NO3–) 
s 

Método de 
referencia 

(mg·L-1 NO3–) 
s 

Agua de grifo (Granada), 1,16 0,18 1,41 0,02 

Nieve (Sierra Nevada, 
Granada) 0,14 0,04 0,14 0,03 

Agua de pozo (Valderrubio, 
Granada) 207,76 24,23 154,08 0,50 

Agua de pozo (Illora, Granada) 115,51 47,64 77,77 0,91 

Agua de pozo (Otura, 
Granada) 27,86 3,72 30,89 0,06 

 
 
 
 

En las siguientes Figuras 8.1 y 8.2 se ilustra como han aumentado los rangos lineales de trabajo 
y en que zonas de ese rango se encuentran las aplicaciones ensayadas. 
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Figura 8.1. Rangos lineales de trabajo para la tira reactiva de cloruros. Arriba: rango con 
metodología previa. Abajo: rango con metodología de linealización propuesta. Los 
puntos azules señalan las muestras analizadas. 
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Figura 8.2. Rangos lineales de trabajo para la tira reactiva de nitrato. Arriba: rango con 
metodología previa. Abajo: rango con metodología de linealización propuesta. Los 
puntos azules señalan las muestras analizadas. 
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Conclusiones 
 

 

Como resultado del trabajo realizado en esta Tesis Doctoral, se han obtenido las siguientes 
conclusiones: 

 

1. Se han diseñado y optimizado diferentes sensores desechables de tipo óptico para 
determinar la concentración o actividad de diversos aniones. Estos sensores desechables  
se basan en la medida de absorción de radiación en el visible por transmisión y  ofrecen 
buena reproducibilidad, en la mayoría con un tiempo de respuesta corto y se pueden 
considerar como una alternativa económica para obtener información analítica.  

 
2. Se ha propuesto un sensor desechable irreversible para la determinación de nitrito en 

aguas, haciendo uso de una membrana de Nafión y empleando como reactivos los que se 
emplean en la reacción clásica de diazotación de la sulfanilamida y posterior copulación con 
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N-(1-naftil)etilendiamina. La medida del color que se produce en la zona sensora debido a la 
formación de un azoderivado permite cuantificar nitrito por medidas directa de absorción de 
radiación.  Ajustando el tiempo de equilibración de la tira en la disolución problema se puede 
lograr una sensibilidad adecuada al tipo de problema que se presente, llegando a los niveles 
requeridos para aguas. 

 
3. Se ha desarrollado un sensor desechable óptico reversible para la determinación de cloruro 

en aguas naturales de diversa procedencia basado  en el empleo de un receptor de tipo 
ácido Lewis. El esquema analítico emplea un sistema de coextracción de cloruro e iones 
hidrógeno en la zona sensora, que se compone de  una membrana plastificada de cloruro de 
polivinilo e incorpora como ionóforo cloruro de trioctil estaño y como cromoionóforo la 4’,5’-
dibromofluoresceina octadecil ester. Presenta un rango dinámico lineal de 0,15 - 24,68 mM y 
una desviación estándar relativa para un nivel de concentración medio de 4,4 % y 6,4% 
utilizando la misma membrana o bien membranas diferentes, respectivamente. La 
membrana tiene suficiente selectividad para la determinación de cloruro en aguas naturales 
y puede ser aplicada satisfactoriamente a la determinación de este ión en aguas de diferente 
procedencia.   

 
4. Usando un sistema ionóforo-cromoionóforo, se ha desarrollado un sensor óptico reversible 

para la determinación de nitrato empleando un ionóforo artificial basado en un sistema de 
reconocimiento receptor-huésped, basado en interacciones por enlace de hidrógeno, de 
simetría C3 basado en amidas. Como cromoionófofo se empleo el 1,2-benzo-7-(dietilamino)-
3-(octadecanoilimino)fenoxacina. La membrana sensora trabaja por coextracción ofreciendo 
una señal analítica fácil de medir. Este sensor desechable, responde a nitratos de forma 
rápida, con un tiempo de respuesta típico de 5 minutos y que es reversible sobre un amplio 

rango dinámico (26 μM - 63 mM), obteniéndose una reproducibilidad sensor a sensor de 

3,68% como desviación estándar relativa, expresada como  y del 1,39% para 

medidas repetidas con el mismo sensor. La utilidad del sensor óptico fue comprobado para 
el análisis de nitrato en diferentes tipos de aguas naturales (río, pozo, fuente), validándose 
los resultados frente a un método de referencia. El método propuesto es rápido, económico, 
selectivo y sensible y emplea instrumentación convencional. 

−
3NOalog

 
5. Se ha caracterizado un sensor óptico desechable para la determinación de citrato, basado 

en un sistema de reconocimiento anfitrión-huésped, por parte de un receptor artificial tipo 
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guanidinio donde se combinan la interacción por enlace de hidrógeno con las interacciones 
electrostáticas. Se ha puesto en práctica en una membrana transparente que actúa por 
coextracción, ofreciendo una señal analítica fácil de medir. Como cromoionóforo se ha 
empleado el 1,2-benzo-7-(dietilamino)-3-(octadecanoilimino)fenoxacina. Este sensor 
desechable responde de forma rápida, en 40 s, y reversible a citrato en un rango dinámico 
entre 0,779 a 25,0 mM con una reproducibilidad sensor a sensor de 5,7 % como , en 

el medio del rango lineal.  El desarrollo del sensor óptico de un solo uso ha sido chequeado 
en el análisis de citrato en refrescos y medicamentos, validándose los resultados frente a un 
método de referencia.  

citalog

 
6. Se ha desarrollado un modelo matemático lineal simple que se ha aplicado  a membranas 

sensoras de aniones, linealizando la habitual función respuesta de tipo sigmoidal, lo que 
permite una determinación de las muestras de forma directa y rápida sin la necesidad de 
operaciones preliminares. Esto hace que el rango de aplicación se incremente hasta seis 
órdenes de magnitud en la concentración analítica, permitiendo la medida directa de 
muestras con contenidos de analito extremos. 

 
7. Los sensores desechables desarrollados en la presente Memoria se han aplicado a la 

determinación de los diferentes aniones (nitrito, cloruro y nitrato) en muestras de agua de 
grifo, pozo, mineral, fuente, río, lluvia, nieve y de mar, sin necesidad de tratamiento previo 
de las muestras en ningún caso, salvo dilución en algún caso y adición de disolución 
reguladora del pH. En el caso de citrato se ha aplicado a su determinación en muestras de 
fármacos y en refrescos. 

 
8. En todos los casos, el coste de los sensores de un solo uso desarrollados se encuentran 

entre 1 y 10  céntimos de euro, considerando solo materiales y el tiempo de vida se 
encuentra alrededor de un mes y medio. 

 
9. En conclusión, es posible el desarrollo de sensores desechables con buenas características 

para la determinación de los aniones considerando su sensibilidad, simplicidad de uso, 
rapidez y bajo costo. 

 
 



  

 
 



 
 
 
 
 
 

ANEXO 1 
 

SÍNTESIS DE REACTIVOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 





1. Reactivos empleados para síntesis 

 

- Cloruro de 5-amino-9-(dietilamino)benzo[a]fenoxacin-7-io. (cloruro de azul Nilo). (Sigma-Aldrich 
Química S.A., Madrid, España). 

-  Hidróxido de sodio (Panreac, Barcelona, España). 

- Cloruro de estearoilo  (Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España). 

- Sulfato sódico anhidro, Panreac  (Panreac, Barcelona, España). 

- 1,3,5-trietilbenceno (Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España). 

- Paraformaldehido (Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España). 

- Ácido acético glacial (Panreac, Barcelona, España). 

- Bromuro potásico (Panreac, Barcelona, España). 

- HBr/AcOH (31%) (Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España). 

- Ácido sulfúrico (Panreac, Barcelona, España). 

- Azida sódica (Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España). 

- Catalizador de Pd sobre carbón activo (Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España). 

- Trietilamina (Fluka, Madrid, España). 

- Dicloruro de 2,6-piridindicarbonilo (Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España). 

- 2-Metil-tio-2-imidazolina hidroyoduro (99%) (Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España). 

- Metilcloroformiato (Sigma-Aldrich Química S.A., Madrid, España). 
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2. Sintesis de reactivos 

 

Algunos de los reactivos empleados en la formación de la zona sensora han sido sintetizados en 
nuestro laboratorio, como ya ha quedado dicho en los capítulos correspondientes. Paso a detallar a 
continuación las diferentes síntesis realizadas. 

 

2.1. Síntesis del cromoionóforo 4,5, dibromofluorescein octadecil ester 

 
La síntesis del cromoionóforo 4,5, dibromofluorescein octadecil ester, conocido como ETH 7075, 

fue sintetizado siguiendo las etapas descritas en el trabajo publicado por Tan et al.{Tan, 1991 685 /id}. 

 

1º paso: Obtención de 4’, 5’ –Dibromofluoresceina sal sódica 

 
Se disuelven (0,40 g, 10 mmol) de NaOH en 100 mL de etanol. A 2,45 g (5 mmol) de 

dibromofluoresceina se le añaden 50 mL de etanol y se le va añadiendo poco a poco la disolución de 
NaOH. Se calienta a reflujo durante 30 minutos. Se evapora el disolvente obteniéndose 3,127 g. 

 
2º paso: Obtención del 4’,5’-dibromofluoresceina octadecil ester 
 

Se disuelven (2,45 g, 5 mmol) del producto obtenido anteriormente en 50 mL de DMF. Una vez 
disuelto se le añaden 1,65 g (5 mmol) de 1-bromooctadecano y se calienta a temperatura de reflujo 
(100ºC), bajo agitación magnética, durante 3 horas. El producto resultante se añade a 200 mL de H2O  
y se realiza una extracción con acetato de etilo. La fase orgánica se vuelve a extraer con HCl 1 M y 
se evapora el disolvente en el rotavapor. Se purifica el producto pasándolo dos veces por columna 
cromatográfica (sílica gel 60), empleando como eluyente mezclas CH2Cl2 / éter etílico . Después se 
evapora en rotavapor el disolvente del producto eluido y se obtiene un producto cuyo  espectro 
coincide con el de la 4’,5’-dibromofluoresceina octadecil ester. Se obtienen 170 mg (Rendimiento 6,94 
%). A continuación se muestran los espectros de  1H-RMN (Figura 10.1) y 13C-RMN (Figura 10.2). 
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Figura 10.1. Espectro 1H-RMN de la 4’,5’-dibromofluoresceina octadecil ester (300 MHz, CDCl3), δ = 8,30 
(t,1H,J=7,3 Hz), 7,74 (m,2H) [7,78(d,1H,J=7,2 Hz) y 7,71 (t,1H,J=7,4 Hz), 7,32 (d,1H,J=5,5 Hz), 7,03-6,88 
(m,4H), 4,01 (2H,m,2H,CH2O), 1,50-1,00 [m,32H, (CH2)n] y 0,88 ( t,3H,CH3). 
 



 216 Anexo 1 

 
Figura 10.2. Espectro 13C-RMN de la 4’,5’-dibromofluoresceina octadecil ester (300 MHz, CDCl3), δ = 165,3 
(COO), 152,1, 133,7, 133,0, 132,8, 131,7, 131,5, 130,6, 130,5, 130,2, 129,0, 128,3, 116,9 (aromático), 
66,1(CH2O), 32,0, 30,7, 29,8, 29,6, 29,5, 29,3, 28,4, 26,0, 22,8 y 14,2 (CH3). 
 
 

2.2. Síntesis del 1,2-benzo-7-(dietilamino)-3-(octadecanoilimino)fenoxacina 
(azul Nilo lipofilizado) 

 

El cromoionóforo 1,2-benzo-7-(dietilamino)-3-(octadecanoilimino) fenoxacina, conocido como  
azul Nilo lipofilizado (ETH 5294), se sintetizó siguiendo los pasos descritos por W. Morf, K. Seiler, B. 
Rusterholz y W. Simon{Morf, 1990 30 /id} en 1990. Estos consisten, en primer lugar, en la 
preparación de la forma básica del azul Nilo, para, en una segunda etapa, introducir un grupo 
estearoilo que le confiere la lipofilicidad deseada, sin modificar el carácter de indicador ácido-base. 

 
Síntesis de la forma básica del azul Nilo: A 100 mL de una disolución acuosa de cloruro de azul 
Nilo A (1g; 2,8 mmol) termostatada a 65ºC en un baño de glicerina, se le añaden 100 mL de una 
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disolución acuosa de hidróxido sódico 0,5 M y se agita magnéticamente durante 30 minutos. Tras 
dejar enfriar a temperatura ambiente, se extrae la disolución en tres ocasiones con 100 mL de 
Cl2CH2. La fase orgánica se decanta y seca con Na2SO4, se filtra y tras evaporar el disolvente, se 
obtienen 600 mg (1,6 mmol) de la forma básica del azul Nilo (R: 60%). 
 
Síntesis del azul Nilo lipofilizado: A una disolución de la forma básica del azul Nilo (317 mg en 13 
mL de CH2Cl2) se le añade poco a poco, otra de cloruro de estearoilo (242 mg en 2 mL de CH2Cl2), 
manteniendo en agitación durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se le 
añaden 50 mL de CH2Cl2 y se lava con una disolución acuosa de hidróxido sódico 0,1 M. La fase 
orgánica se seca con Na2SO4, se filtra y se evapora el disolvente obteniendo el cromoionóforo 1,2-
benzo-7-(dietilamino)-3-(octadecanoilimino)fenoxacina. Se purifica mediante una columna de silica 
gel utilizando acetato de etilo como disolvente. Se obtienen 350 mg (R: 94%) del compuesto deseado 
cuya estructura podemos ver en la Figura 3  

 

N O

N

N

O

 
 

Figura 10.3. Estructura del azul Nilo lipofilizado 

 

Se identificó el compuesto obtenido mediante análisis fundamental y 1H-RMN, comparando los 
resultados con los obtenidos para el mismo compuesto comercial adquirido a la casa Fluka. El análisis 
elemental realizado arrojó un contenido en carbono del 77,7 % frente al 78,1% teórico considerando la 
molécula C38H53N3O2, un 7,3 % en nitrógeno frente a un 7,2 % teórico, 8,3 % en hidrogeno frente a un 
9,1% teórico y 6,6 % en oxígeno frente a un 5,5 % teórico. 
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A continuación se registraron los espectros de resonancia magnética nuclear de 1H del producto 
sintetizado y del adquirido a Fluka S.A. con el objetivo de compararlos y corroborar que tienen la 
misma estructura. Estos espectros los podemos observar en las Figuras 4, 5, 6 y  7. 

 

 

Figura 10.4. Espectro 1H-RMN  del azul Nilo lipofilizado sintetizado en el laboratorio, (espectro en la zona de 
campo alto). 

 

 

 

Figura 10.5. Espectro 1H-RMN  del azul Nilo lipofilizado adquirido a Fluka (espectro en la zona de campo alto). 
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En el espectro se aprecian como señales características comunes un doblete a δ 8,61 ppm 
correspondiente al hidrógeno 5 ó 6; un doblete que resuena a δ 8,34 ppm y corresponde al hidrógeno 
5 ú 8, un triplete resonando a δ 7,75 ppm correspondiente al hidrógeno 6 ó 7; otro triplete a δ 7,67 
ppm debido al hidrógeno 7 ó 6; un doblete a δ 7,55 ppm  que se origina en el hidrógeno 1; un doble 
doblete que resuena a δ 6,80 ppm y que corresponde al hidrógeno 2; un doblete a δ 6,55 ppm debido 
al hidrógeno 3; un singulete a δ 6,31 ppm originado en el hidrógeno 4; un cuatriplete a δ 3,56 ppm que 
tiene su origen en los  4 hidrógenos de los metilenos nitrogenados (Me-CH2-N); un triplete a δ 2,57 
ppm correspondiente a los dos hidrógenos adyacentes al grupo carbonilo (CH2-CO-NH); un 
quintuplete resonando a δ 1,72 ppm debido a los dos hidrógenos separados por un metileno del grupo 
carbonilo (HN-COCH2-CH2); un multiplete a δ 1,50-1,20 ppm que corresponde a los hidrógenos de los 
grupos ( (CH2)14) y, por último, una señal a δ 0,87 ppm que resuena como triplete y que corresponde 
al disolvente (CD3)2CO. 

 

Como puede observarse las señales características son comunes a los dos productos, 
sintetizado y adquirido a Fluka S.A., lo que concluye que ambos productos son idénticos. 

 

 

Figura 10.6. Espectro 1H-RMN  ampliado del azul Nilo lipofilizado sintetizado en el laboratorio (espectro en la zona 
de campo bajo) 
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Figura 10.7. Espectro 1H-RMN  ampliado del azul Nilo lipofilizado adquirido a Fluka, (espectro en la zona de 
campo bajo) 
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2.3. Síntesis del ionóforo para nitrato: 2,16,18,32,45,47-hexaetil-
5,13,21,29,34,42,44,46,48-nonaazaheptaciclo [15.15.11.13,31.17,11.115,19. 
123,27.136,40]-octatetraconta-1,3(45),7(48),8,10,15(47),16,18,23(46),26,31,36, 
37,39-pentadecaeno-6,12,22,28,35,41-hexona (HNOPH) 

 
La obtención del ionóforo para nitrato, HNOPH, se realizó siguiendo la síntesis descrita por 

V.Anslyn et al.{Niikura, 1999 3103 /id}. En esta referencia la obtención del 2,4,6-tris(aminometil)-1,3,5-
trietilbenceno se basa en lo ya publicado anteriormente por los mismos{Metzger, 1997 3093 /id} 
Nosotros hemos realizado algunas modificaciones en la síntesis del 2,4,6-tris(aminometil)- 1,3,5-
trietilbenceno, en lo que respecta a la formación del triazido derivado 3 y la transformación de este en 
el triamino derivado 4.  

BrH2C CH2Br BrH2C CH2Br

CH2Br

N3H2C CH2N3

CH2N3

H2NH2C CH2NH2
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Figura 10.8. Etapas en la síntesis del receptor de nitrato HNOPH 
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El desplazamiento nucleofílico del tris-bromometil derivado 2 con azida sódica se ha realizado 
empleando como disolvente mezcla hidroalcohólica de etanol-agua (9:1) a temperatura de reflujo. La 
transformación del triazido en triamino no se ha efectuado con trifenilfosfina, como lo describe E.V. 
Anslyn et al., sino que lo hemos realizado mediante una reducción con hidrógeno con paladio como 
catalizador soportado sobre carbono.  

 

  Obtención de 2,4,6-tris(azidometil) 1,3,5-trietilbenceno a partir de 1,3,5-trietilbenceno 

 

a) Bromometilación. Síntesis del tris(2,4,6-bromometil)-1,3,5-trietilbenceno. 

 

En un matraz esférico se colocan 8,11 g (0,05 moles) de 1,3,5-trietilbenceno, 6 g (0,2 moles) de 
paraformaldehido y  25 mL de ácido acético glacial. A esta mezcla se le añade, gota a gota, mediante 
un embudo de adición 45 mL de HBr/AcOH (31%). La mezcla de reacción se mantiene, bajo agitación 
magnética a temperatura de reflujo, durante 12 horas. Se deja enfriar a temperatura ambiente y se 
añade sobre un vaso con 200 mL de una mezcla de agua y hielo. El precipitado que aparece se filtra y 
se deja secar en desecador con P2O5. De esta manera se obtiene con un rendimiento del 100% el 2,4-
dibromometil 1,3,5-trietilbenceno, como se deduce del espectro 1H-RMN que se muestra en la Figura 
9.  

La presencia de un singulete a δ = 6,95 ppm que integra por un hidrógeno es indicativo de que 
existe un hidrógeno en el anillo aromático, por tanto  no se ha producido la perbromometilación y  se 
trata de un producto que posee 2 grupos bromometil, en lugar de un producto con  3 bromometilos. 
Esto se corrobora con la presencia de 2 cuadrupletes a δ 2,93 y a 2,79 ppm en una relación 2 a 4, y 
de 2 tripletes a δ 1,32 y 1,29 ppm en una proporción 3 a 6, pues son concordantes con la introducción 
de 2 grupos bromometilo en el anillo bencénico, al igual que la integral de los hidrógenos del metileno 
unidos a bromo que aparecen a δ 4,59 ppm. Por tanto, como se puede ver en la Figura 9, el producto 
obtenido en este paso es el 2,4-dibromometil 1,3,5-trietilbenceno, 1, y consecuentemente se pone de 
nuevo a bromometilar este producto con el fin de obtener el tris(2,4,6-bromometil-)1,3,5-trietilbenceno  

2. 
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Figura 10.9. Espectro de 1H-RMN del 2,4-dibromometil 1,3,5-trietilbenceno 

 

A continuación se mezclan en un matraz 10,4 g (0,03 moles) del producto obtenido, 2,4-
dibromometil 1,3,5-trietilbenceno, con 1,58 g (0,05 moles) de paraformaldehido, 6,28 g (0,05 moles) de 
KBr  y 35 mL de ácido acético. A la mezcla anterior se le añade gota a gota una mezcla de 15 mL de 
CH3COOH y 15 mL H2SO4. Se deja agitando  24 horas a  temperatura de reflujo (140ºC, temperatura 
del baño). A continuación se deja enfriar a temperatura ambiente y se vierte sobre 300 mL de agua 
fría. Aparece un precipitado que se filtra y lava con agua. Se disuelve en ClCH3 y se lleva a un embudo 
de decantación realizando una extracción con agua. Se seca la fase orgánica con Na2SO4 anhidro, se  
filtra y se evapora el disolvente. Obteniéndose un crudo de 2,4,6-tris(azidometil)-1,3,5-trietilbenceno.  

 
 
b). Síntesis del 2,4,6-tris(azidometil)-1,3,5-trietilbenceno 
 

Se disuelven 14,6 g (0,225 moles) de NaN3 en la mínima cantidad de H2O y se añade 9 veces 
mas de etanol que de agua. Se agregó esta disolución a 13,2 g (0,03 moles) del crudo obtenido en la 
etapa anterior, 2,4,6-tris(bromometil)-1,3,5-trietilbenceno. La mezcla de reacción se mantiene bajo 
agitación magnética a temperatura de reflujo durante 6 horas. A continuación, se evapora todo el 
etanol, añadiendo posteriormente 100 mL de ClCH3. La capa orgánica se separa, seca, filtra y 
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concentra a vacio. Se purifica en columna de silicagel usando como eluyente hexano:éter (10:1) 
obteniéndose el triazidoderivado 3 con un rendimiento global del 38% desde el 1,3,5-trietilbenceno. En 
el siguiente espectro de 1H-RMN se puede corroborar su estructura. 

 

 

Figura 10.10. Espectro de 1H-RMN del 2,4,6-tris(azidometil)-1,3,5-trietilbenceno 

 

 

El espectro de 1H-RMN es plenamente concordante con la estructura del triazido derivado 3, 
observándose un singulete a 4,5 ppm perteneciente a los 3 CH2N3 , a 2,8 ppm un cuadruplete 
perteneciente a los 3 CH2 unidos a CH3, y a 1,2 ppm un triplete perteneciente a los 3 CH3 unidos a 
esos CH2. 

 

 



Síntesis de reactivos 225 

Obtención del 2,4,6-Tris(aminometil)-1,3,5-trietilbenceno 

 

Se disuelven 1,41 g (4,3 mmoles) de 2,4,6-tris(azidometil)-1,3,5-trietilbenceno, obtenido en la 
etapa anterior, en 125 mL de metanol. Se le añaden aproximadamente 40 mg de catalizador de Pd 
sobre carbón activo (10%) y se introduce en un hidrogenador a una presión de 2 bares durante 24 
horas. Se filtra sobre celita y se concentra. Se realiza purificación en columna de sílica gel empleando 
como eluyente la mezcla CH3CN:H2O:NH3 (14:2:1). El rendimiento después de pasar por columna es 
del  58%. A continuación (Figura 10.11) se muestra el espectro de 1H-RMN para este compuesto. 

 

 

Figura 10.11. Espectro de 1H-RMN del 2,4,6-tris(aminometil)-1,3,5-trietilbenceno 

 

La estructura es acorde con la del 2,4,6-tris(aminometil)-1,3,5-trietilbenceno, donde la señal a 
4,80 ppm, es un singulete que se corresponde con los CH2NH2; a 3,80 hay un singulete perteneciente 
a los NH2; a 2,8 ppm un cuadruplete que se corresponden con los CH2 unidos a CH3 y por ultimo a 1,2 
un triplete perteneciente a los CH3. 
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Obtención de 2,16,18,32,45,47-hexaetil-5,13,21,29,34,42,44,46,48-nonaazaheptaciclo 
[15.15.11.13,31.17,11.115,19.123,27.136,40]-octatetraconta-1,3(45),7(48),8,10,15(47),16,18,23(46), 
26,31,36,37,39-pentadecaeno-6,12,22,28,35,41-hexona 

 

Para simplificar la escritura en lo sucesivo le denominaremos hexaetil-nonaazaheptaciclo-
octatetraconta-pentadecaeno-hexona (HNOPH). Se disuelven 0,343 g (1,40 mmol) del 2,4,6-
tris(aminometil)-1,3,5-trietilbenceno y 0,620 mL de trietilamina en 150 mL de cloruro de metileno 
anhidro. Se adicionan poco a poco 0,435 g de cloruro del diácido piridin-2,6-dicarboxílico. La mezcla 
de reacción se mantiene bajo agitación magnética a temperatura ambiente durante 24 h. La mezcla de 
reacción se lava con 15 mL de agua, se decanta y la capa orgánica, se seca, filtra y concentra, 
obteniéndose un crudo que se purifica en columna con silica gel empleando como eluyente AcOEt-
MeOH, 10:0,5. Se obtiene un producto sólido en polvo de color blanco que pesa 0,166 g y que se 
corresponde con el producto final deseado. El rendimiento de esta etapa es 26,6%, p.f.  276ºC (con 
descomposición). A continuación, se muestra el espectro  de 1H-RMN para este compuesto, siendo 
totalmente concordante con los resultados publicados por E.V. Anslyn et al .{Niikura, 1999 3103 /id}.  

 

 

Figura 10.12. Espectro  de 1H-RMN para el HNOPH 
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2.4. Síntesis del ionóforo para citrato 1,3,5-bencenotrimetanamina N,N’,N’’-
tris(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il) 2,4,6-trietil trihidrocloruro (RCT) 

 

La síntesis de este compuesto se ha llevado a cabo mediante un procedimiento alternativo  a lo 
publicado por Anslyn{Metzger, 1997 3093 /id}. Está basado en el nuevo procedimiento descrito por 
Mundla y col.{Mundla, 2000 3100 /id} de síntesis de aminoimidazolinas. Estos autores emplean 2-
metiltio-2-imidazolina como un reactivo eficaz para la síntesis de 2-arilamino-2-imidazolinas  a partir de 
aminas. Nosotros hemos utilizado el carbamato (1-metoxicarbonil-2-metiltio-1,3-imidazolina) que se ha 
preparado a partir del producto comercial 2-metiltioimidazolina, por tratamiento con cloroformiato de 
metilo tal como describe Mundla (Figura 10.13 etapa 1). 

 

El 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenzeno  4 se ha obtenido según ha quedado expuesto en la 
síntesis del receptor de nitratos en el apartado anterior. La síntesis del receptor de citrato a partir del 
1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno se ha realizado siguiendo el procedimiento descrito por 
Mundla{Mundla, 2000 3100 /id} que consiste en un proceso en tres etapas tal como describimos a 
continuación: 
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Figura 10.13. Etapas en la síntesis del receptor de citrato. 1) CH3COOCl, (CH2Cl2)2, TEA, 0ºC, a temperatura 
ambiente 2-6 h. 2) CH3COOH/EtOH, de temperatura ambiente a 65ºC, 16 h; 3) Reflujo 24h. 
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1)  A una suspensión de 4,55 g (18,4 mmol) de yodohidrato de 2-metiltio-2-imidazolina (99%) en 

15 mL de dicloroetano, se le añaden 5,4 mL de trietilamina (TEA). A continuación, se introduce en un 
baño de hielo y se le añaden gota a gota 1,93 mL, 2,36 g (25 mmol) de metilcloroformiato y se deja a 
temperatura ambiente durante 6 horas agitando. Transcurridas las 6 horas se elimina el disolvente y 
se añaden 150 mL de acetato de etilo, filtrando para eliminar las sales insolubles. Se evapora el 
disolvente obteniendo un sólido amarillo. R: 85%, p.f. 109ºC, IR (KBr): 1718, 1590, 1437, 1382, 1025, 

759, 555 (cm-1), 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) δ: 3,94 (m, 4H, CH2CH2), 3,83 (s, 3H, COOMe), 2,46 (s, 

3H, CH3S), 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) 159,5 (CO),  152,3 (C-2),  53,7, 47,3 (C-4,5),  53,0 (MeO), 15,0 
(MeS). 

 
A continuación, se muestra el espectro de 1H-RMN del compuesto b (1H-imidazol-1-ácido 

carboxilico,-4,5-dihidro-2-(methiltio)-metil ester) cuya estructura es concordante con la estructura 
propuesta 
 
 

 

Figura 10.14. Espectro de 1H-RMN del compuesto b (1H-imidazol-1-ácido carboxilico,-4,5-dihidro-2-(metiltio)-metil 
ester. 
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2) En un matraz de 100 mL se añaden 0,2 g (0,6 mmol) de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-
trietilbenceno,  5,2 mL de una disolución al 10% de CH3COOH en etanol. A esta disolución se añaden  
0,347 g (2 mmol) de b y se deja a 65ºC durante 16 horas en un baño termostatado (con refrigerante y 
torre). 

3) Se deja, a continuación, 24 horas a reflujo, se evapora el disolvente y se disuelve en 5 mL 
de H2O, que se congela y liofiliza. En la siguiente Figura 10.15 se muestra el espectro de 1H-RMN y el 
13C-RMN para el receptor de citrato en forma acetato. 

 

 

 

Figura 10.15. Espectro 1H-RMN de RCT como acetato (CD3OD, 300 MHz) δ: 4,43 (s,6H, ArCH2N), 3,76(s 
ancho,12H,CH2CH2), 2,73 (q,6H,J=7,5Hz,CH3CH2), 1,88(s,9H,AcO), 1,21(t,9H,J=7,5Hz, CH3CH2). 
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Figura 10.16. Espectro de 13C-RMN de RCT como acetato (CD3OD, 75 MHz) δ: 170,0; 161,1; 
146,2; 131,4; 44,2; 42,0; 24,1; 24,0; 22,4; 16,5 
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De esta forma obtenemos el receptor de citrato como acetato. Lo convertimos a cloruro pasando 
el producto disuelto en agua por  una columna de cambio aniónico IRA 400. MS HR(FAB+) calculado 
para  C24H40N9[M+H]+: 454,3. Encontrado: 454,3. El punto de fusión es de 180ºC (con 
descomposición). El rendimiento de esta etapa es del 78,6%. En el conjunto de las dos etapas el 
rendimiento obtenido es del 67,1%.  El espectro de 1H- RMN y 13C-RMN, y el HRMS son idénticos a 
los ya publicados{Metzger, 1997 3606 /id}. La Figura 10.17 muestra el espectro de 1H RMN del 
receptor para citrato. 
 

 

 

 

Figura 10.17. Espectro 1H-RMN para el receptor de citrato (RCT) en forma cloruro. (D2O, 300 MHz) δ: 4,43 (s,6H, 
ArCH2N), 3,75(s,12H,CH2CH2), 2,68 (m,6H,CH3CH2), 1,15(m,9H,CH3CH2). 
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APENDICE DE ACRÓNIMOS Y SIMBOLOS 

 
 
 

A: absorbancia 
AcOEt: acetato de etilo 
aH+: actividad protónica 
Am-: anión genérico de carga m 
axv-: actividad del anión X de carga v- 
b: constante global de formación de una especie 
BFE: dibromofluoresceina octadecil ester  
bXLp: constante de estabilidad de la especie XLp

C-: forma básica de cromoionóforo cargado negativamente 
CA: calibrado con adición de patrón 

CC: concentración analítica de cromoionóforo 

CL:  concentración analítica de ionóforo 
CS: calibrado con patrones 
CY: calibrado de Youden 
D(α): término disturbador 
DER: desviación estándar relativa 
DMF: dimetil formamida 
DOP: dioctilftalato 
DOS: bis(2-etilhexil)sebacato  
ε: absortividad molar 
ELISA:enzyme linked inmunoabsorvent assay 
Especies barradas: aquellas que se encuentran dentro de la  membrana 
ETH5294: azul nilo lipofilizado (1,2-benzo-7-(dietilamino)-3-(octadecanoilimino) fenoxacina) 
ETH7075: 4',5'-dibromofluoresceina octadecil ester 
Φ: eficiencia en la recogida de radiación en el detector 
FIA: flow injection análisis 
HC: forma ácida del cromoionóforo. 
HnL: se refiere a un reactivo cromogénico convencional de carácter lipofílico 
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HNOPH: ionóforo de nitrato: 2,16,18,32,45,47-hexaetil-5,13,21,29,34,42,44,46,48-nonaazaheptaciclo 
[15.15.11.13,31.17,11. 115,19.123,27.136,40]-octatetraconta-1,3(45),7(48),8,10,15(47),16,18,23(46),26,31, 
36,37,39-pentadecaeno-6,12,22,28,35,41-hexona 
ISE: electrodo selectivo de iones 
Ka: constante de acidez del ligando 
KAS: constante de asociación del par iónico especie formada-catión lipofílico  
Kd:  constante de disociación de la sal lipofílica 
KD:  constante de distribución 
Ke: constante de equilibrio del proceso de coextracción. 
keXLP: constante que gobierna el proceso de coextracción de un anión Xv- y un catión H+, donde se 
forma la especie XLp

KH+: lipofilicidad relativa del protón 

Kijopt: coeficiente de selectividad 
Kxv-: lipofilicidad relativa del analito Xv-

L: ligando o ionóforo 
λ: longitud de onda 
LD: limite de detección 
LpAn(nm-np)+- :especie cargada resultante de la reacción de un anión genérico Amn- con un reactivo 
convencional de carcater lipofílico HnL 
LQ: limite de cuantificación 
MCL: maximum contaminant level 
MeOH: metanol 
MS HR (FAB+): high-resolution mass spectrometry (positive fast atom bombardment) 
NED: N-(1-naftil)etilendiamina 
NPOE: 2-nitrofeniloctileter 
OLS: regresión lineal ordinaria de mínimos cuadrados 
PVA: acetato de polivinilo 
PVC: cloruro de polivinilo 
R-: anión lipofílico 
R: reflectancia difusa 
R+: catión lipofílico 
RCT: receptor de citrato(3,5-bencenotrimetanamina N,N´,N´´-tris(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il) 2,4,6-
trietil trihidrocloruro) 
RMSRE: error relativo cuadrático medio  
S: coeficiente de reflexión 
SA: sulfanilamida 
SSM: método de las disoluciones separadas 
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TBP: tributil fosfato 
TEHP: tris(2-etilhexil)fosfato  
THF: tetrahidrofurano 
TOT: cloruro de trioctilestaño 
WLS: regresión ponderada de mínimos cuadrados 
X-: anión lipofílico genérico (modelo convencional. No confundir  con X- q es anion a determinar 
X+: catión lipofílico genérico 
XLpv-: especie originada al complejarse un anión X de carga v-, con el ionóforo L. La especie formada 
tiene una estequiometría p 
Y(α): inversa del logit decimal de α 
α: grado de desprotonación 
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Abstract A disposable test strip is proposed for the de-
termination of nitrite in waters. The strip is an inert rect-
angular strip of polyester with a 6 mm o.d. circular, trans-
parent and colorless film attached to its surface. This film
contains the chemicals required for reaction and fixation
of the dye formed, sulfanilamide, N-(1-naphthyl)ethylene-
diamine on Nafion. When the test strip is placed in an
acidified (pH 2.0) sample solution containing nitrite a red–
violet color develops; the absorbance of this is measured
at 536 nm. The linear range of the method depends on the
time of equilibration of the test strip with the sample solu-
tion. When the equilibration time was 45 min, the linear
range was 8.9–500 µg L–1 whereas for an equilibration
time of 60 min it was 4.7–200 µg L–1. The detection limit
was 1.4 µg L–1 for an equilibration time of 60 min. The
precision of the method, expressed as RSD, was 8.8% at
100.0 µg L–1. The method was applied, and validated
chemometrically, for the determination of nitrite in differ-
ent types of water (spring, mineral, tap, well, and sea).

Keywords Nitrite determination · Test strip · Water
analysis

Introduction

Nitrogen compounds in natural waters arise from the bio-
chemical reactions necessary to satisfy the metabolic re-
quirements of living organisms. Spillage of residual wa-
ters, urban and industrial, and, above all, agricultural fer-
tilizing increases the amount of nitrogenated matter, both
organic and inorganic, in waters.

The determination of nitrite in water is necessary not
only because of its undesirable properties but also because
it acts as an indicator of bacterial contamination, and most

members of the European Community [1, 2], stipulate that
the maximum admissible concentration of nitrite in water
for human consumption is 0.1 mg L–1.

The usual method for performing an analysis requires
taking a sample, conserving it, refrigeration at 4 °C or ad-
justment of the pH to <2 with H2SO4, and transport to the
laboratory where analysis can be performed with the least
delay possible, and 24 h after sampling at the very most.

A current trend in analytical methodology is to obtain
chemical information at the place where the client or user
needs it, without careful sampling, conservation, trans-
port, or analysis in a laboratory by skilled personnel. Test
methods, or test kits [3], enable chemical analysis that is
rapid, simple and, usually, inexpensive, and enables the
detection and/or determination of analytes without trained
personnel, or even the laboratory itself [4].

Most test strip procedures are based on diffuse reflec-
tance measurements of an opaque reagent zone that con-
tains the assay reagents. Several attempts have been made
to prepare transparent test strips that absorb liquids by use
of a film-forming polymer and a water-swellable compo-
nent [5]. Here, the methodology of bulk membranes [6]
was used to develop a transparent disposable base for the
test strip. From this, our research group proposed quanti-
tative test strip methods for the determination of different
chemicals, e.g. iron [7], calcium [8] or nalidixic acid [9]
in waters.

Several different commercial reactive strips are avail-
able for the semi-quantitative detection and determination
of nitrite. Among those used in environmental water
analysis are Merckoquant rods for rapid analysis, which
provide semi-quantitative information between 1 and 
80 mg L–1, and RQ Flex, which measures nitrite between
0.02 and 3 mg L–1 by use of a pocket reflectometer; both are
from Merck. Similarly, Quantofix semi-quantitative strips
from Macherey–Nagel work between 1 and 3000 mg L–1

nitrite, by use of a color card.
The most common use of reactive strips for nitrite in

clinical analysis is, however, for the diagnosis of urinary
tract infections caused by bacteria such as E. coli, Pro-
teus, Klebsiella, Staphylococcus, or Enterococcus, bacte-
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ria which are capable of enzymatic reduction of nitrates to
nitrites. The most common are multi-reagent strips, which
contain within a plastic strip a series of small squares of
porous material impregnated with the reagents necessary
to respond to up to ten different analytes when moistened
with urine. The sensitivity of multi-reagent strips from
Ames is 0.6 mg L–1 nitrite whereas that for those from
Boehringer–Mannheim is 0.75 mg L–1 [10].

We have developed a disposable test strip capable of
detecting the presence of nitrite ion in natural waters at
concentrations between 2.5 and 500 µg L–1, depending on
the contact time. Our work is based on the formation of
azo dyes by diazotization of the sulfanilamide and subse-
quent coupling with N-(1-naphthyl)ethylenediamine, all
incorporated in a Nafion membrane. This test strip en-
ables determination of nitrite concentrations >1.7 µg L–1

at low cost and with high precision (7.8%), and, as a con-
sequence of its design, it can be used with portable equip-
ment for routine analysis. Its main disadvantage is a long
analysis time when working at high sensitivity, a conse-
quence of the reaction mechanism on which it is based.

The proposed method, for which a patent is pending
[11], is selective, because of the selectivity of the deriva-
tizing reaction, and sensitive, because the range of appli-
cation of the classic reaction is considerably reduced by
preconcentration of the analyte in the solid matrix.

Experimental

Apparatus and software

A Perkin–Elmer Lambda 2 (Norwalk, CT, USA) spectrometer in-
terfaced to an IBM SX-486 microcomputer was used for absor-
bance measurements. Acquisition and manipulation of the spectral
data was performed by means of the PECSS software package sup-
plied by Perkin–Elmer. The absorbance measurements were per-
formed by use of the home-made cell holder shown in Fig.1. This
accessory was constructed from a black-painted prismatic block of
iron with a circular hole (4 mm in diameter) that delimits the sur-
face of the beam light and avoids possible refraction phenomena in
the border of the sensing zone – such refraction phenomena would
increase the errors in the measurement of the analytical signal.
Statgraphics software ver.6.0 STSC (Manugistics and Statistical
Graphics Corporation, USA, 1992) was used for treatment of the data.

Reagents and materials

Nitrite stock solution (10.0 mg L–1) was prepared from sodium ni-
trite (Merck, Darmstadt, Germany), dried at 105°C, in water. The
solution was periodically standardized by titration with potassium
permanganate. Solutions of lower concentration were prepared by
appropriate dilution with water. This solution was stable for at
least one month and was kept in a refrigerator in well-stopped am-
ber vial. Other reagents and materials used were: sheets of Mylar
type polyester (Goodfellow, Cambridge, UK), Nafion 5% w/w so-
lution in a mixture of aliphatic alcohols, sulfanilamide, N-(1-naph-
thyl)ethylenediamine dihydrochloride, all supplied by Sigma–Aldrich
(Madrid, Spain), and 1000 mg L–1 stock solutions of the ions:
Na(I), K(I), Mg(II), Ca(II), Al(III), Zn(II), Pb(II), Cd(II), Hg(II),
Fe(III), Ni(II), Co(II), Mn(II), Cr(III), and Cu(II), as the nitrates,
CrO4

2–, SO4
2–, CO3

2–, HCO3
–, PO4

3–, ClO–, and Cl–, as the sodium
salts, and NO−

3 as the potassium salt (Merck). All reagents were of
analytical-reagent-grade unless stated otherwise. Reverse-osmosis
quality water (Milli-RO 12 plus Milli-Q station from Millipore)
was used throughout.

Membrane preparation

To prepare the sensing film a mixture of 7.0 mg sulfanilamide and
0.7 mg N-(1-naphthyl)ethylenediamine dissolved in 0.6 mL of Nafion
was prepared by vigorous shaking of the mixture to achieve com-
plete homogeneity. Then, by means of a micropipette and a labo-
ratory-made spin-on device [12] turning at 20 rpm, 30 µL of this
solution was placed on a rectangular (50 mm×14 mm×0.5 mm)
sheet of Mylar type polyester. After 30 s, i.e. when the cocktail had
been homogeneously distributed on the polyester sheet, rotation
was stopped and the membrane was left to dry in air in a dark place
for 20 min.

The physical characteristics of the sensing zone were: solid and
homogeneous 6 mm o.d. circular film, transparent and colorless,
firmly attached to the solid support. The thickness of the resulting
sensing layer was calculated to be approximately 0.2 µm.

Absorbance measurements

To obtain the absorbance measurements the test strip and sample,
and a corresponding blank strip, were placed in two of the cell
holders described above, which improve reproducibility because
measurement is performed on a zone with a constant diameter 
(4 mm), which is less than the diameter of the active zone of the
test strip. Thus, we avoid variability in the size of the zone be-
tween one membrane and another. The absorption measurements
were performed at 536 nm.

Procedure for samples and standards

Standard solution or sample solution (25 mL) containing between
4.7 and 200 µg L–1 nitrite were placed in a 30 mL glass vessel and
HCl solution (2.0 mol L–1, 0.5 mL) was added. The strip, hanging
from a support, was introduced to the solution which was magnet-
ically stirred at 300 rpm for 90 min at room temperature. The
membrane was then removed from the solution, wiped to remove
any solution droplets, and its absorbance was measured as de-
scribed above. All measurements were performed at room temper-
ature. The membranes were not conditioned before use.

Results and discussion

Experimental conditions

To optimize the development of color in the test strip fac-
tors affecting the composition of the membrane (nature
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Fig.1 Home-made support used to measure the absorbance of the
test strip



and proportions of the mixture components, volume and
conditions used for membrane casting) and other condi-
tions affecting the reaction of the nitrites and fixation of
the reaction product in the sensing membrane (pH, ionic
strength, temperature and time of contact), were studied.

Membrane composition

Sheets of Mylar polyterephthalate-type polyester were se-
lected as solid support for the sensing membrane, because
they are transparent in the visible region and inert to the
chemicals used. As reaction for nitrite determination azo
dye formation was selected because of its high reactivity,
sensitivity, and selectivity for these species. The reagents
which form the sensing layer were nitrosating compound,
coupling reagent, and a polymeric solid support that in-
corporates the other reagents and retains the azo dye when
formed.

Sulfanilamide (SA) and N-1-(naphthyl)ethylenediamine
(NED), were used as nitrosating and coupling reagents,
respectively. Other reagents (sulfanilic acid, p-nitroani-
line, p-aminobenzoic acid, 1-naphthylamine, 1-napthol)
led to worse results in terms of reaction rate in the mem-
brane, solubility in the membrane, or toxicity.

The azo dye formed in the aqueous acidic medium is
positively charged and thus is retained strongly by cation-
exchange resins (e.g. Dowex 50W-X2-H+) [13]. Retention
by the sensing membrane thus needs the presence of
lipophilic anions in the bulk membrane to retain the com-
pound by electrostatic interaction. This negative charge
could be introduced into the membrane as an anionic
lipophilic species that forms an ion pair with the dye, or as
a negatively charged polymer used as the membrane ma-
trix. The first approach was not successful, because PVC
membranes prepared with different plasticizers and counter-
ions, e.g. tetraphenylborate derivatives, were prone to
leaching components, which resulted in low reproducibil-
ity. This problem was overcome by use of Nafion mem-
brane [14], which forms an ionic film and retains cationic
species by ion exchange with its sulfonic groups. The al-
coholic medium also enables solubilization of the compo-
nents used.

To optimize the proportion of the membrane constit-
uents (SA, NED, and Nafion), several test strips were pre-
pared from 0.6 mL Nafion, a constant amount of one com-
ponent, and variable amounts of the other component. The
different mixtures prepared contained amounts of SA and
NED between 0.5 and 10.0 mg and between 0.1 and 1.5 mg,
respectively.

It was found that amounts of NED >1.0 mg and/or
amounts of SA >10 mg made the membrane brittle and
opaque, impeding its use as a test strip. Figure 2 shows the
response of different strips to 0.1 mg L–1 nitrite; these re-
sults indicate that 0.7 mg NED and 7 mg SA are appro-
priate amounts for preparation of the test strip.

Others conditions related to the preparation of the
membrane that could influence its response are the vol-
umes of the mixture placed on the support and the drying

time. Using the optimized composition, membranes were
prepared using volumes of mixture between 5 and 40 µL.
In this range the analytical signal was observed to in-
crease, because of the increase in spot diameter. Because
the size of the sensing zone was limited by the sheet
width, a volume of 30 µL of the mixture was selected as
optimum, because larger volumes reach the border of the
sheet of polyester and the thickness of the sensing mem-
brane was not uniform. When this volume was used the
diameter of the circular film formed was slightly lower
than the width of the sheet of polyester, and higher than
the width of the radiation beam of the spectrophotometer.

The effects of drying conditions and drying time were
also studied. Two drying conditions were tested – at at-
mosphere pressure and under vacuum. Drying at atmo-
sphere pressure resulted in better characteristics; 20 min
was sufficient time for thorough drying.

Reaction conditions

As a consequence of the reaction of the colorless nitrite-
sensitive membrane, a red violet color developed with an
absorption maximum at 536 nm, a value very similar to
that for water (540 nm) or the resin phase (550 nm) for the
same dye [13].

The experimental conditions affecting the reaction of
nitrites and fixation of the dye are pH, ionic strength and
reaction time.

It is known that nitrosating species (H2NO2
+

, NOX,
N2O3) are formed from nitrous acid, so the pH of the sys-
tem must be below the pKa of this acid (3.6) to ensure
complete protonation of the nitrite [15]. To test the effect
of pH on membrane response we adjusted the pH of the
aqueous solution of nitrite to 15 µg L–1, by use of hy-
drochloric acid or sodium hydroxide. The narrow pH-de-
pendence is apparent from Fig.3;  the maximum response
was at pH 2.0±0.5.

We tried to introduce an acidic component into the
sensing membrane, as is usual in test strips for assaying
nitrites in urine for the diagnosis of bacterial infection
[16, 17, 18] or diagnosis to distinguish allergies and in-
fections [19]. Acids tested, at percentages of approxi-
mately 10% of the sensing membrane, were the hydroxy-
carboxylic, mono- and dicarboxylic acids citric, oxalic,
tartaric, malic, malonic, succinic, glutaric, adipic, benzoic
and trichloroacetic acids and also p-toluenesulfonic acid
and potassium hydrogen sulfate. Although tartaric, citric,
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and oxalic acids gave the best results, in general the me-
chanical and optical properties of the sensing membranes
deteriorated – the membranes became opaque and more
brittle, necessitating a longer period of contact between
the strip and the solution than when the acid was in solu-
tion with the sample. Membranes prepared with Nafion
and reagents only could be used, because of acidity aris-
ing from hydrogen ions present as counterions of the sul-
fonic groups of Nafion.

Because this test strip was intended for the determi-
nation of nitrite in natural waters, however, the use of
sensing membranes with an acid incorporated is not a
good alternative, because the level of nitrites can be be-
low 10 µg L–1. For this reason, it is necessary to place the
test strip in contact with a volume of solution in a form
that results in preconcentration of the azo dye. This method
of operation is different from that usual with clinical test
strips, which are moistened with the sample, or a small
amount of the sample is placed on the sensing zone.

It was therefore decided to add the acid to the solution
which is placed in contact with the test strip. A variety of
buffer solutions and common acids were tested. Although
it has been observed that mineral acids give worse results
than others such as acetic acid [15], in this work the opti-
mum was slightly less than usual in a solution of pH
2.5–3.0 and it was found that HCl gave good results and
the buffer capacity was adequate.

The effect of ionic strength, adjusted with NaCl, on the
response is very small up to 0.5 mol L–1 (for 0.5 mg L–1

nitrite) or up to 2.5 mol L–1 for 3.0 mg L–1 nitrite. For both
nitrite concentrations higher NaCl concentrations led to
leaching of the dye into the solution, possibly as a result
of a competition between Na+ ions and the protonated dye
for the ionic positions of Nafion. At low nitrite concentra-
tions no leaching was observed.

Although it was observed that increasing the tempera-
ture increased the response speed of the test, working at
room temperature was chosen to simplify the operating
procedure.

Because we have previously observed that with this
test strip the equilibration time necessary for development
of the analytical signal varies, depending on the concen-
tration level of the analyte [7], we studied the time course

of the reaction of the nitrite response of the test strip at
concentrations ranging from 0.1 to 3.0 mg L–1. In these
experiments, the strip was placed on one side of a 10-mm
path-length optical cell and 5 mL nitrite solution was
added. As is apparent from Fig.4, the rate increases with
higher nitrite concentrations, from a concentration of ap-
proximately 2 mg L–1 nitrite, and a constant signal is ob-
served when equilibrium is reached, because of the num-
ber of ionic positions in the membrane, which approxi-
mately coincides with the exchange capacity of the
Nafion (0.85 meq g–1 [20]). Increasing the reaction time
would enable the detection of low nitrite concentrations.

To increase the speed of the method it is necessary to
stir the solution after insertion of the test strip, to facilitate
transport of the nitrite from the bulk of the solution to the
surface of the strip. Different methods of agitation were
tried (magnetic stirrer, rotation, and vibrating agitator)
and it was found that the best results, i.e. homogeneous
coloring in the membrane and hence higher reproducibil-
ity, were achieved by hanging the strip from a support and
magnetically stirring at 300 rpm for a time that depended
on the nitrite concentration level.

Analytical performance

Using the previously established conditions, several 
nitrite standards, at concentrations between 0.001 and
500.0 mg L–1, were equilibrated with test strips for differ-
ent times – 45, 60, or 90 min. Each calibration curve was
obtained from eight standards and three replicates of each
standard. The lack-of-fit test was used to determine the
linearity of these analytical curves, as suggested by the
Analytical Method Committee [21], and to establish the
upper range of linearity. The precision, expressed as rela-
tive standard deviation (RSD), was obtained by analysis
of ten 0.1 mg L–1 nitrite standards, with three replicates of
each; the IUPAC detection and quantification limits [22,
23, 24, 25] were determined from ten blanks. It is appar-
ent that detection limit decreases as the contact time in-
creases. Table 1 contains the figures of merit of the pro-
posed procedure. The repeatability, including the repro-
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Fig.4 The time course of the test strip response for different
amounts of nitrite: A, 0.1 mg L–1; B, 0.5 mg L–1; C, 1.0 mg L–1; 
D, 1.5 mg L–1; E, 2.0 mg L–1; F, 3.0 mg L–1

Fig.3 Effect of pH on the absorbance of the test strip at a nitrite
level of 0.1 mg L–1



ducibility in the construction of the membranes, is ap-
proximately 8%.

To assess potential interference from other ions fre-
quently present in natural waters, a systematic study was
performed of the effects of such species on the analysis of
samples containing 0.1 mg L–1 nitrite. To perform the tests
the potentially interfering ion species were tested at dif-
ferent concentrations depending on their occurrence. If in-
terference occurred the concentration of the interfering
species was reduced until the error in the result from the
analysis was <8%. The maximum concentration of inter-
fering species resulting in an error of 8% was taken as the
tolerance level.

We found that tolerance for NO3
–, SO4

2–, CO3
2–, HCO3

–,
Cl–, PO4

3–, Ca(II), Mg(II), Na(I), K(I), Pb(II), Zn(II), Cd(II),
Hg(II), Cu(II), Ni(II), Co(II), Mn(II), Al(III), Cr(III) and
(VI), and Fe(III) was >100 mg L–1, the maximum amount
tested. The only interference arose from hypochlorite and
chromate (tolerance 1 mg L–1 for both ions) because they
oxidize the amines presents in the membrane.

Analytical applications

To assess the usefulness of the method for the determina-
tion of nitrite it was applied to real samples of waters of
diverse provenance (spring, mineral, tap, well, and sea).
For samples that did not contain nitrites, known amounts
of the analyte were added to the sample. For some sam-
ples it was possible to determine the nitrites directly; for
others, however, e.g. tap water, it was necessary to elimi-
nate interference from ClO–. In such circumstances active
charcoal, 2 g per liter of water, was added, the sample was
shaken for 30 min, and, after filtering, the procedure was
applied. The quality and accuracy of the proposed method
for nitrite was checked by use of a statistical procedure
based on standard addition methodology [26, 27]. Stan-
dard calibration (SC), standard addition calibration (AC),
and Youden calibration (YC) functions were established.
The slope, intercept, and regression standard deviation for
each curve were calculated by use of linear regression
analysis. The proposed method was found to be valid un-
der the conditions: 1. homogeneity of variances for all

calibration curves, 2. similarity of slopes, and 3. that the
value of the intercept obtained from the YC curve is in-
cluded in the confidence interval value of the SC curve.
Under these conditions the accuracy of the method is con-
firmed by comparison of the analyte content determined
by use of the different calibration functions. Because the
results from both were similar, the method is accurate,
with a null hypothesis test acceptance significance level
of 95%. Table 2 shows the results obtained from the vali-
dation study. We found there was no constant error bias
and no significant difference between AC and SC slopes.
In all instances, tcal was <ttab (α 0.05 and 16 degrees of
freedom).

Conclusions

A test strip based on transmission measurements has been
designed which affords good repeatability at low cost. The
proposed test strip enables determination of nitrite in wa-
ter after addition of dilute hydrochloric acid as the only
sample pretreatment step. The results obtained are indica-
tive of good accuracy and precision. Because of its low
cost, the test strip could be useful for routine analysis with
portable equipment. It could also be used with a color
chart for semi-quantitative determination.

The disadvantages of the test strip are its relatively
long response time (60 min) when the concentration of ni-
trite is very low, and its limited lifetime – one month un-
der optimum conditions, although this can be improved
by use of appropriate preservation procedures (absence of
light, inert atmosphere, and/or low temperatures).
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Abstract A disposable and reversible test strip for chlo-
ride is proposed. It is based on a polyester strip con-
taining a circular sensing zone, 6 mm in diameter and
9.5 lm in thickness, with all the reagents necessary to
produce a selective response to chloride. This sensing
zone comprises a plasticized poly(vinyl chloride) (PVC)
membrane that incorporates trioctyltin chloride as ion-
ophore and 4¢,5¢-dibromofluorescein octadecyl ester as
chromoionophore. The prepared test strip works on a
co-extraction system of chloride and hydrogen ions in
the sensing zone. This disposable test strip can determine
chloride simply by introducing the strip into a water
sample containing a pH 2.0 buffer and measuring the
absorbance at 534 nm as the analytical signal because
the colour changes from red to orange. Experimental
variables that influence the sensor response have been
studied, especially those related to selectivity and re-
sponse time. The sensor responds linearly in activities in
the range 0.15–24.7 mM. The detection limit is
0.15 mM, the intermembrane reproducibility at a mid-
level of the range is 6.4% relative standard deviation
(RSD) of log aCl� and the intramembrane reproducibil-
ity is 4.5%. The procedure was applied to the determi-
nation of chloride in different types of water (tap, well,
stream and sea), validating results against a reference
procedure. This proposed test system for chloride
determination in waters is inexpensive, selective and
sensitive and uses only conventional instrumentation.

Keywords Chloride determination Æ Optical test strip Æ
Neutral ionophore Æ Water analysis

Introduction

Chloride is an anion whose analysis is highly demanded
in different contexts such as with natural or industrial
waters, soils, biological fluids or others. Usually, chlo-
ride ion in water is analysed in labs mainly by gravim-
etry, titrimetry, spectrophotometry, potentiometry
(ISE), coulometry and ionic chromatography, but the
use of test methods may be an alternative in some in-
stances where it can offer a reduction in cost, time, and
skilled labour as well as the possibility of using it
wherever necessary and quite easily. Different test sys-
tems have been proposed for the quick and simple esti-
mation and/or determination of chloride, mainly in
water samples. Chloride test methods in solution include
titrimetry, both visual and instrumental colourimetry,
and radial chromatography in kits supplied by different
companies such as CHEMetrics, Hach, Macherey–
Nagel, Merck, Lange or Kyoritsu Chemical-Check,
among others. Different solid-state test devices have
been used for chloride determination. The simplest are
test strip of papers impregnated with salts such as Ag2-
CrO4 [1] or complexes of organic reagents such as the
silver complex of a triazine [2] or indicator tubes [3] for
which the colour or area of the test strip or the length-of-
stain of the indicator tubes is observed. Others test strips
used, for clinical use mainly, include poly(vinyl chloride)
(PVC) membranes based on ionophores [4] and enzy-
matic multilayer formats [5], both of which measure
radiation absorption by transmission and reflection,
respectively, or polyacrylamide membranes containing
fluorescence quenchers, such as acridinium derivatives
[6].

Among the host–guest systems for anions, the neutral
organometallic ligands have been used for different
sensing schemes based on the coordination of an anion
to a Lewis acidic centre [7]. Various organotin com-
pounds have been used as Lewis acid receptors for anion
sensing, both for anion-selective electrodes [8, 9] and
optodes [4]. The selectivity sequence observed deviates
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from the one observed with anion exchanger mem-
branes, namely Hofmeister lyotropic anion selectivity
sequence, because selectivity is not governed by simple
anion lipophilicity but by specific chemical interaction
between the neutral carrier and anion. Depending on the
organic substituents, the selectivity usually deviates from
the Hofmeister series and the chloride is highly favoured
[10]. Other optical sensing schemes have been proposed
for chloride [11–15]

We present here a sensing scheme for chloride based
on a co-extraction mechanism and implemented in a
test strip format. The test strip proposed is based on
the use of the chloride-selective ionophore trioctyltin
chloride and 4¢,5¢-dibromofluorescein octadecyl as
chromoionophore [16]. The optical test strip developed
for chloride determination in water works in a revers-
ible way and offers enough selectivity and sensitivity
for its use in environmental water, which is the objec-
tive of this study.

Experimental

Reagents and materials

All chemicals used were of analytical reagent grade.
Water (Milli-RO 12 plus Milli-Q station from Millipore)
of reverse-osmosis-type quality was used throughout.
Chloride stock solution (1,000 M) was prepared in water
by exact weighing of dry potassium chloride (Sigma–
Aldrich Quı́mica S.A., Madrid, Spain). Stock solutions
(1,000 M) of the following ions were also used: Br�, I�,
and NO3

�, as potassium salts; and SO4
2�, as the sodium

salt, all from Merck (Darmstadt, Germany).
For preparing the sensing membranes PVC (high

molecular weight), tributylphosphate (TBP), 2-nitroph-
enyloctylether (NPOE), bis(2-ethylhexyl)sebacate
(DOS), dioctylphthalate (DOP), tris(2-ethylhexyl)phos-
phate (THEP) and tetrahydrofuran (THF) were pur-
chased from Sigma and trioctyltin chloride (TOT) from
Fluka (Fluka, Madrid, Spain). The chromoionophore
dibromofluorescein octadecyl ester (BFE) was synthe-
sized, purified and identified by us according to ref. [16].
Sheets of polyester-type Mylar (Goodfellow, Cam-
bridge, UK) were used as support.

Apparatus and software

Absorbance measurements were performed with a
Hewlett Packard HP-8453 diode array spectrophotom-
eter (Nortwalk, CT, USA) interfaced to a Pentium
MMX 200 microcomputer via an HP IB interface board
and HP IB cable for spectral acquisition, and subsequent
manipulation of data was used to perform the absor-
bance measurements. As software for the acquisition
and manipulation of the spectral data, the UV–VIS
Chemstation software package supplied by HP was
used.

The absorbance measurements were performed by
using a homemade cell holder [17] with a circular hole
(4 mm in diameter) that delimits the surface of the light
beam and prevents the possible refraction phenomena
produced in the border of the sensing zone. These
refraction phenomena would increase the errors in the
measurement of the analytical signal. The absorbance
measurements were made against a Mylar polyester
sheet.

Other apparatus and laboratory materials used were
a laboratory-made spin-on device [18], a digital pH
meter with combined electrode from Crison (Crison
Instruments, Barcelona, Spain), and an ultrasonic bath
(Selecta, Ultrasons, Barcelona, Spain). Software pro-
grams used for the treatment of the data were a Stat-
graphics software package (Manugistics Inc. and
Statistical Graphics Corporation, version 6, USA, 1992)
and Graphmatica for Win 32 version 1:60d (edited by K.
Hertzer and adapted by J. Garrido).

Membrane preparation

Mixtures for the preparation of the chloride-sensitive
membrane contain 40.00 mg (37.8 wt%) of PVC,
63.50 mg (60.0 wt%) of DOS, 1.33 mg (1.26 wt%) of
TOT and 1.00 mg (0.94 wt%) of BFE in 0.75 mL of
freshly distilled THF. A 20-lL portion of this solution
was cast on a 14 mm·4 cm·0.5-mm-thick polyester
sheet by means of a laboratory-made spin-on device and
stored in a vacuum dryer at room temperature to enable
a slow solvent evaporation. The prepared membrane is a
solid and homogeneous circular film, 6 mm in diameter
and 9.5 lm in thickness, transparent and orange in
colour, well adhered to the support. The concentrations
of the ionophore and chromoionophore in a dry, thin-
film obtained in the above way were calculated to be
25.4 mmol kg�1 and 12.7 mmol kg�1, respectively.

Experimental procedure

An aliquot of aqueous standard solution containing
between 0.15 and 24.7 mM in activities (0.18 and
31.6 mM in concentrations) of chloride was placed in a
50-mL flask together with 1 mL of pH 2.0 orthophos-
phoric acid/sodium dihydrogen phosphate 1 M buffer
solution. A 10-mL aliquot of the above solution was
placed in a 10·1.5-cm polyethylene plastic tube, and a
disposable test strip was introduced for 6 min into the
tube without shaking. Next, the membrane was pulled
out of the solution, wiped to remove any solution
droplets, and its absorbance was measured at 534 nm.
Before being used, all membranes were introduced into a
0.02 M NaOH solution to remove chloride ions from the
sensing zone and change the colour to red. All mea-
surements were carried out at room temperature.

In the case of the water samples, 8.0 mL of water,
diluted if necessary, was introduced in a polyethylene
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tube together with 2.0 mL of pH 2.0 orthophosphoric
acid/sodium dihydrogen phosphate 0.1 M buffer solu-
tion, operating as described above.

Calculations

The Ke value to obtain an optimal fit of the experimental
data was calculated according to ref. [19], in which
values in the maximum slope zone of the calibration
curves were taken, which offer more information and
produce less error.

The degree of protonation (a; Eq. 1) of chromoion-
ophore was obtained from the spectra by using the
minimum and maximum absorbance values
ðAHC and AC�Þ from the spectra of equilibrated test
strips with 10�2 M HCl and 10�2 M NaOH, respec-
tively.

a ¼ A� AHC

AC� � AHC
ð1Þ

But as the chromoionophore cannot be fully proton-
ated (a@0.95) at the working pH (2.0), we used an effective
a value, aeff, in order to use a measurement which gives
us the degree of protonation with respect to the pH 2.0
buffer solutions. Thus we calculate the minimum and
maximum absorbance values, Abuffer and AC� , equili-
brating strips with 10�2 M buffer and 10�2 M NaOH.
Selectivity coefficientsKopt

Cl�;jz� were calculated by using the

separate solution method (SSM) [20, 21]. Activities were
calculated according to the Debye Hückel formalism [19].

Results and discussion

This test strip is based on an optical bulk membrane
containing all necessary components for extraction and
recognition of chloride dissolved in an homogeneous
plasticized polymeric membrane [16, 22]. The host–guest
recognition process of chloride by the ionophore I is
coupled—through an electroneutrality condition—to
the co-extraction of a reference ion, a proton, which is
reversibly complexed by a pH indicator C, called a
chromoionophore, that acts as a transducer of the rec-
ognition process. In contact to an aqueous solution
containing chloride, the following co-extraction equi-
librium holds in the test strip, characterised by the
constant Ke:

IClþHC�C� þ Iþ þHþ þ Cl�

Thus, the activities of Cl� and H+ in the sample solu-
tion determine their concentrations in the membrane. By
using the absorbance of the deprotonated form of the
chromoionophore, which is the measurable species in the
membrane phase, the degree of protonation a, defined as
the ratio of deprotonated chromoionophore to its ana-
lytical concentration Co, is obtained. This normalized
absorbance is the analytical parameter used.

The ion activities aCl� and aHþ in the aqueous phase
are related to the equilibrium constant Ke and a through
the response function:

aCl� ¼
1� að Þ2

a Io
Co
� 1� að Þ

� �h i
� KeaHþ

ð2Þ

where Io and Co are the analytical concentrations of
ionophore and chromoionophore, respectively. We
ignore the activity coefficients in the membrane phase.
To optically determine chloride activities, the pH value
is adjusted with an appropriate buffer solution to keep
the pH value constant.

Optimisation of test strip response

Experimental parameters

The parameters that can influence the optical response
may be related to: (a) the design and composition of the
membrane and (b) the equilibration process between the
sample solution and the test strip.

The type and proportion of plasticizer were optimised
by taking into account the extent of the reaction with
chloride, response time and selectivity. We then studied
the selectivity of the membrane for concomitant anions
in water for different ionophore to chromoionophore
ratios.

We tested plastizicers coming from different groups
such as phosphates esters, ethers and carboxylic acid
esters, namely DOS, DOP, NPOE, TBP and THEP. The
best results were obtained by using DOS or TBP in the
order DOS � TBP > DOP > NPOE > THEP. To
choose between the plasticizers DOS and TBP, the re-
sponse times of different test strips were studied at a
65% level of plasticizer. For these experiments, the strip
was placed on one side of a 10-mm-pathlength optical
cell and 5 mL of 4·10�2 M of Cl� solution was added.
DOS was selected because its response time was a half
that of TBP. The proportion of DOS was established by
considering: (1) its influence on selectivity [23] with re-
spect to usual concomitant anions in the intended
application to natural waters and (2) its influence on the
response rate. The selectivity coefficient Kopt

Cl�;jz� for Br�,
I�, NO3

� and SO4
2� was calculated by using the SSM

method for membranes containing DOS from 30 to 70%
(Fig. 1). The experimental values of aeff for sul-
fate were adjusted to the equation of a monovalent
anion because at the working pH, the amount of
HSO4

� is significantly high. The selectivity order
found (I� > Br�> Cl�>> NO3

�> SO4
2�) meant a

change in the usual selectivity pattern of free transfer
energy of anions from water to organic membrane
(Hofmeister series), owing to the Lewis acidic interac-
tion in the membrane by the ionophore. The percentage
of plasticizer does not modify this order but the value of
selectivity coefficients, especially for nitrate and sulfate,
increases up to 50% of DOS.
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Additionally, the proportion of DOS has a consid-
erable influence on the response time of the test strip.
The response times needed to reach equilibrium were:
9.5 min for 40%; 8 min for 50%; 6 min for 60%, and
8.5 min for 70%. The rate increased with the amount of
DOS, as did the physical properties, up to a percentage
of around 60%. With amounts higher than this, both the
rate and the physical properties were worse because the
membrane was less homogeneous and the preparation
drying time increased. DOS (60%) was selected as the
optimal percentage for all the subsequent experiments,
although selectivity was better at 50%, because the
selectivity factors found for this last percentage were
sufficient, in most cases for the use of this test strip in
water analysis and the response time decreased to 25%.
Compared with other membranes for chloride based on
a similar organotin ionophore [4], we observed a
reduction in the response time from 10 to 6 min.

The optimal concentration of ionophore in the
membrane was that needed to reach maximum chloride
selectivity. Thus, the quantity of chromoionophore was
kept constant, in an amount adequate to minimise
photometric error in the measurement of the absor-
bance, while the amount of ionophore was varied from
50 to 500%. Figure 2 shows the same selectivity pattern
as that previously observed and a small influence of
ionophore/chromoionophore ratio on Kopt

Cl�;jz� However,
an ionophore/chromoionophore ratio of 2 was selected
because of its better selectivity coefficients and better fit
to the theoretical model. The Kopt

Cl�;jz� values found for

this ratio were as follows: I� (0.82), Br� (0.19), NO3
�

(�3.21) and SO4
2� (�3.26). The selectivity found means

some improvement on results previously reported for a
sensor membrane for chloride in serum that incorpo-
rates this ionophore but uses bis(1-butylpentyl)adipate
as plasticizer (coefficients of 1.0, 0.3, �1.8, �2.8) [16].

Additionally, the use of a similar ionophore, tricy-
clohexyltin chloride, combined with bis(2-ethylhexyl)se-
bacate as plasticizer results in a membrane with lower
selectivity coefficients [I� (1.0), Br� (0.5), NO3

�1

(<�2.0)] [4].

Reaction parameters

The influence of pH on the response of the test strip was
studied at different activities of chloride and different pH
values (Fig. 3). Only at pH values below 5.0 does the co-
extraction of Cl� and H+ from bulk solution to mem-
brane begin. For pH values between 2.0 and 4.0 there is
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a good fit (according to summation of residual squares)
between experimental data and the theoretical model,
but pH 2.0 was selected because the displacement to the
left of the response curve is higher, increasing the sen-
sitivity. As a buffer, we selected pH 2.0 orthophosphoric
acid/dihydrogen phosphate at a final concentration of
2·10�2 M.

The optical response of the test strip based on trioc-
tyltin chloride ionophore to chloride activities between
8.1·10�7 and 0.32 M in activities (1·10�6 and 0.5 M in
concentration) at pH 2.0 is shown in Fig. 4. The effect of
stoichiometry on the response curve shows a clear dis-
tinction between the stoichiometry 1:2 Cl�:I (p=2) and
the others (p=0.5, p=1). The distinction between 0.5
and 1.0 stoichiometries is not clear, but we suppose
according to Wuthier et al. [8] that 1:1 stoichiometry
chloride:ionophore occurs in the membrane.

The least-squares fit of the experimental points in the
linear maximum slope zone (six different concentration
levels and nine replicates of each one) of the calibration
curve to the mathematical model indicated by Eq. 2,
makes it possible for us to calculate a value of log Ke of
4.41.

Analytical parameters

As a measuring range, we used the linear relationship in
the middle of the sigmoidal response function defined by
means of a lack-of-fit test and as the detection limit the
intersection of the linear calibration function defined
above and a linear function adjusted in the minimal
slope zone [22], as shown in Fig. 5.

To characterise the proposed test strip, we prepared
two series of standards: one in the maximum slope zone
(six standards, nine replicates each one), between
4.05·10�4 and 8.00·10�3 in activities (5.00·10�4 and
1.00·10�2 M in concentration); and another in the

minimum slope zone of lower activity (five standards,
nine replicates each one), between 8.10·10�7 and
8.10·10�5 in activities (1.00·10�6 and 1.00·10�4 M in
concentration). The linearity of both series was tested by
applying the lack-of-fit test [24], and the linear functions
obtained were: aeff ¼ �0:6538� 0:4066 log aCl� and
aeff ¼ 0:7924� 0:0285 log aCl� : The intercept of both
functions gives us a detection limit of 0.15 mM. From
the intercept of the linear calibration function with the
abscissa, a value of 24.7 mM was obtained for the upper
limit of the measuring range. Thus, the measuring range
of the test strip proposed for chloride is between 0.15
and 24.7 mM, both expressed in activities.

The precision relative standard deviation (RSD) of
the test strip was studied by using both the same dis-
posable sensor and different sensors each time and for
three activity levels of chloride: 4.05·10�4, 2.02·10�3
and 8.00·10�3 M (5.00·10�4 M, 2.50·10�3 and
1.00·10�2 M in concentrations) and ten replicates of
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Table 1 Analytical figures of merit

Parameter Value (SD)

Intercept �0.654 (0.022)
Slope �0.407 (0.008)
Probability level % (lack-of-fit test) 8.32
Linear range (mM) 0.15–24.7
Detection limit (mM) 0.15
RSD (%)a

Intrasensor (mMb)
0.41 2.6
2.02 4.4
8.00 4.8
Intersensor (mMb)
0.41 6.0
2.02 6.4
8.00 6.6

aRSD for log aCl�
bActivities tested
SD standard deviation
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each one. The precision for log aCl� using the same strip
was 2.6, 4.4 and 4.8% and for different strips 6.0, 6.4
and 6.6%. The results obtained indicate that the pro-
posed test strip acts in a reversible way and offers better
results, as RSD, when the same test strip is used
than when we use different test strips, as was expected.
Table 1 shows these and other analytical parameters.
The performance characteristics of the developed and
reported procedures for determining chloride are com-
pared in Table 2.

Application of the method

The performance of the test strip in a practical situation
was tested by measuring chloride in waters coming from
diverse sources (tap, well, stream and sea). Table 3
shows the results obtained by using the proposed test
strip and a reference potentiometric method [25]. This
table includes the mean values from three determina-
tions of each sample, standard deviations of these
measurements and the probability value (Pval) of the test
used for the comparison of the results obtained for both
methods. As can be seen, the results obtained for both
methods are statistically similar.

Conclusion

We have prepared an optical test strip for chloride
determination based on an organotin ionophore which
measures by transmission and which offers good per-
formance, a sufficiently good repeatability and may be
considered as an inexpensive alternative to obtaining
analytical information in situ. The prepared membrane
has sufficient selectivity for the determination of chlo-
ride in natural waters and can be successfully applied
to the determination of this ion in waters from different
sources. This sensor only requires buffering and offers
good results with an accuracy, precision and cost that
make it useful for routine analysis with portable
equipment. The lifetime of the studied test strip is 1.5
months in usual conditions when protected from light.
A disadvantage of the test strip is its relatively long
response time of 6 min.
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Table 2 Some characteristics of methods for the determination of chloride ions by using test methods

Test means Method of detection Analytical range
(mg L�1)

Analysis time
(min)

Reference

Merckoquant test strip Visual (colour) 500–3,000 5 [26]
Aquaquant test kit Visual (colour) 5–300 5 [27]
Hach test strip Visual (colour) 30–600 – [28]
Quantofix test sticks Visual (colour) 500–3,000 – [29]
Satesmo test paper Visual (micro-titration on paper) 250–5,000 – [30]
Kyoritsu chemical-check
pack test

Visual (colour) 2–50100–200 110 s [31]

Test strip Visual (colour) 1,500–8,000 1 [2]
Test strip Spectrophotometry 20–350 10 [4]
Test strip sealed Visual (length of coloured zone) 0.1–1,000 10 [32]
Test strip Visual (colour) 1,000–4,0002,000–6,000 0.50.5 [33]
Indicator powder SFS 1–30 20 [3]
Indicator tube Visual (length of coloured zone) 20–200 5 [3]
Membrane Fluorescence quenching 3.5–3,550 – [6]
Test strip Spectrophotometry 5–877 6 This paper

Table 3 Determination of chloride in different types of water using an ISE as a reference method

Matrix Test strip
(mM Cl�)

SD Reference method
(mM Cl�)

SD p

Sea water (Almuñecar, Granada) 498 12.73 479 20.41 34.5
Sea water (Almerı́a) 555 76.59 493 12.04 11.0
Tap water (Balanegra, Almerı́a) 6.8 0.98 6.1 0.15 30.8
Tap water (Almerı́a) 0.8 0.32 0.83 0.02 72.0
Well water (Rebeque, Almerı́a) 7.7 0.58 7.2 0.18 20.6
Stream water (Chauchina, Granada) 22.5 0.58 23.6 0.59 12.2

*Three replicate samples in both cases
SD standard deviation
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Disposable Receptor-Based Optical Sensor for
Nitrate
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F. Santoyo-Gonzalez‡

Department of Analytical Chemistry and Department of Organic Chemistry, Faculty of Sciences, Campus Fuentenueva,
University of Granada, Granada 18071, Spain

A new optical absorption-based disposable sensor for
nitrate is described. The nitrate-sensitive element is a
bicyclic cyclophane receptor next to a suitable pH-sensi-
tive lipophilic dye immobilized in a plasticized polymeric
membrane. The rigid amide-based receptor with C3 sym-
metry controls the anion selectivity pattern of the optical
element. The optical selectivity coefficients obtained for
nitrate over a variety of naturally occurring anions in
natural waters meet the requirements for the determina-
tion of nitrate in waters. The disposable sensor responds
to nitrate rapidlysthe typical response time is 5 mins

and reversibly over a wide dynamic range (26 µM-
63 mM) with sensor-to-sensor reproducibility (relative
standard deviation, RSD, 3.68%, as log aNO3

-, at the
medium level of the range and RSD 1.39% for repeated
measurements with the same sensor). The performance
of the optical disposable sensor was tested for the analysis
of nitrate in different types of natural waters (river, well,
spring), validating results against a reference procedure.
The proposed method is quick, inexpensive, selective, and
sensitive and uses only conventional instrumentation.

Anion recognition is a growing area of particular interest in
supramolecular chemistry because of the challenge it brings when
compared with cations (size, form, geometry, interactions, pH
dependence, solvent effects) as well as its importance in environ-
mental monitoring, medicinal diagnosis, and biological analysis.1,2

Nitrate is an anion with a basic and weakly coordinating
character, so selective recognition of nitrate requires both size
and shape complementarity in the host. Different synthetic
receptors have been studied for nitrate recognition mainly through
hydrogen bond detaching. Here, the binding groups are arranged
in a convergent and rigid manner using receptors with C3

symmetry to match the functionality of the nitrate, as with the
amide-based receptor prepared by Anslyn3 or the thiourea-based
receptor by Herges.4 In other cases, both hydrogen bond-donating
amides and an electrostatic contribution from the metal center is

used for nitrate recognition, such as with platinum(II) nicotin-
amide.5 Interaction via hydrogen bonding with protonated amines
serves to complex two nitrates, such as with the C3 symmetry
bicyclic macrocycle obtained from condensation between tren and
dicarboxaldehydes.6 Electrostatic interaction has been used also
for nitrate recognition using quaternary ammonium hosts7-10 or
cationic complexes such as Ni(II)-phenanthroline complex,11

although selectivity is influenced by hydrophobicity according to
the Hofmeister series,12 which results in strong interference from
anions of similar hydration energy, such as nitrate and chloride.
Metal or Lewis acid coordination are other types of noncovalent
interaction used to complex the anionic guest, such as the highly
charged Pt complex, which encapsulates nitrate through Lewis
acidic Pt atoms,13 or macrotricyclic Pd(II) metallocage, which in
this case encapsulates nitrate through Pd atoms.14

The analytical use of these nitrate receptors is very limited.
One citation is a spectrophotometric competition assay proposed
for nitrate based on the displacement of an anionic dye, such
methyl red and resorufin, complexed with the receptor upon the
addition of nitrate;15 however, the use of CH3OH/CH2Cl2 (1:1) as
the solvent prevents its use in real samples.

In any application of the above receptors to analysis the
important role played by solvent effects in controlling anion
binding, strength and selectivity must be considered.16 For any
application to real-life samples, which will be mostly aqueous, the
competition between the neutral receptor and solvated anions in
homogeneous solutions can lead to no reaction or to a small
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† Department of Analytical Chemistry.
‡ Department of Organic Chemistry.

(1) Beer, P. D.; Gale, P. A. Angew. Chem., Int. Ed. 2001, 40, 486.
(2) Gale, P. A. Coord. Chem. Rev. 2003, 240, 191.
(3) Bisson, A. P.; Lynch, V. M.; Monahan, M. K.; Anslyn, E. V. Angew. Chem.,

Int. Ed. Engl. 1997, 36, 2340.

(4) Herges, R.; Dikmans, A.; Jana, U.; Köhler, F.; Jones, P. G.; Dix, I.; Fricke,
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displacement. The use of membrane-based schemes makes it
possible to sense anions in aqueous solutions.

Nitrate ion is ubiquitous in environmental, food, industrial, and
physiological systems, but the common sources of contamination
in water are runoff from fertilizer use, leaching from septic tanks,
sewage, and erosion of natural deposits.17 Nitrate can cause several
sanitary problems18 among which the most serious include infant
methemoglobinemia (or blue baby syndrome), especially in babies
still on a milk diet, and the formation of nitrosamines upon reaction
with secondary amines in food products, which is possibly related
to the appearance of stomach cancer. These problems have been
widely recognized, and as a consequence, statutory frameworks
aimed at controlling their level within the wider environment,
especially in water, have been established: one MCL of 10 mg/L
as nitrogen in the United States19 and 50 mg/L as nitrate in the
European Community countries.20,21

Different analytical strategies have been employed to facilitate
the detection, determination, and monitoring of nitrate22 mostly
in water. These include disposable sensors, miniaturized self-
contained analytical devices with the necessary reagents incor-
porated in the element in a dry format, which respond to the
presence or concentration of an analyte, usually through a
chemical or biochemical reaction. Electrochemical disposable
sensors include capillary-fill device-type amperometric sensors,23

based on the reduction of nitrate on a freshly prepared copper
electrode from copper sulfate and a potassium hydrogen sulfate
screen printed on the upper plate within the device.24 Two types
of potentiometric disposable sensors are described for nitrate: ion-
selective electrodes prepared using screen-printing technology9,10

and potentiometric devices prepared by depositing the ion-
sensitive polymer on a field-effect transistor gate insulator of ref
25. Tridodecylmethylammonium nitrate is the usual receptor, and
here the selectivity follows the Hofmeister pattern.

Visual sensors for nitratestest stripssare based on reduction
to nitrite and the formation of a colored azo dye with the reagents
adsorbed26 or chemically immobilized on cellulosic supports.27

Techniques used for qualitative or semiquantitative concentration
determination are as follows: comparing the strip with a standard-
ized color chart28 or measuring the length or diameter of the
colored zone of a polymer-sealed test strip.27 Nitrate test strips in
very different formats, mono- or multianalyte, are supplied by
different companies such as Merck, Industrial Test Systems,
Macherey-Nagel, Orion AQUAFast, Hach, Agri-Screen, CHEM-
etrics, and EnviroEquip among others for different applications
such as water, soils, sap, plant tissues, forages, wines, fruit juices,

and whey. Optical disposable sensors for nitrate are based on the
same reactions as visual ones, using measurement of an optical
property, usually diffuse reflectance with free-standing instru-
ments27 or hand-held dedicated devices, as is the case with the
pocket-sized digital Nitrachek reflectometer29 and the Reflecto-
quant system from Merck.30

The use of nitrate receptors or ionophores can improve
conventional test strips for nitrate in different ways: (1) by not
requiring reduction to nitrate or the formation of colored dyes,
since in addition to the toxicity associated with nitrates, the
reagents present in the commercialized reagent strips contain
amines that are toxic in nature; (2) by increasing the dynamic
range usually present in test strips for nitrate; (3) by easily
determining nitrate concentration, while the majority of com-
mercial strips only offer semiquantitative information; (4) by being
reversible both because of the possibility of reuse that they offer
and because of their advantage in error reduction.

The development of a highly selective optical disposable sensor
procedure for nitrate based on a C3 symmetry amide-based
receptor with enhanced analytical characteristics over earlier
disposable sensors is described.31

EXPERIMENTAL SECTION
Reagents. 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 M) were prepared in water from potassium
salts of nitrate, iodide, bromide (Merck, Darmstadt, Germany),
sulfate (Panreac, Barcelona, Spain), and chloride (Sigma-Aldrich
Quı́mica S.A., Madrid, Spain) and from sodium salts of perchlorate
(Panreac), thiocyanate, nitrite, hydrogen carbonate, and acetate
(Sigma-Aldrich). A 0.02 M concentration of a pH 6.0 buffer solution
was prepared from sodium dihydrogen phosphate and sodium
monohydrogen phosphate (Sigma-Aldrich).

For preparing the nitrate-sensitive films, high molecular
weight poly(vinyl chloride) (PVC), tributyl phosphate (TBP), tris-
(2-ethylhexyl) phosphate (TEHP), dioctyl phthalate (DOP), bis-
(2-ethylhexyl) sebacate (DOS), 2-nitrophenyl octyl ether (NPOE),
and tetrahydrofuran (THF) were purchased from Sigma-Aldrich.
The chromoionophore N,N-diethyl-5-(octadecanoylimino)-5-benzo-
[a]phenoxazine-9-amine was synthesized, purified, and character-
ized by us according to ref 32. Sheets of Mylar-type polyester
(Goodfellow, Cambridge, U.K.) were used as support.

Ionophore Synthesis. The synthesis of ionophore 2,16,
18,32,45,47-hexaethyl-5,13,21,29,34,42,44,46,48-nonaazaheptacyclo-
[15.15.11.1.3,311.7,111.15,19123,27.136,40]-octatetraconta-1,3(45),7(48),
8,10,15(47),16,18,23(46),26,31,36,37,39-pentadecaene-6,12,22,28,
35,41-hexone was made according to the two-step procedure
described by Anslyn et al.15,33 but using an alternative way to
synthesize the intermediate 1,3,5-tris(aminomethyl)-2,4,6-trieth-
ylbenzene (Figure 1). The nucleophilic displacement of tris-

(17) United Nations Environment Programme (UNEP) Millennium. Report on
the Environment, Global Environmental Outlook. Earthscan Publications:
London, 1999.

(18) Bruning-Fann, C. S.; Kaneene, J. B. Vet. Hum. Toxicol. 1993, 35, 521.
(19) EPA. National Primary Drinking Water Regulations. Internet. 2004.
(20) European Communities Off. J. Eur. Commun. 1998, L330, 32.
(21) European Communities Off. J. Eur. Commun. 1991, L375, 1.
(22) Moorcroft, M. J.; Davis, J.; Compton, R. G. Talanta 2001, 54, 785.
(23) Birch, B. J.; Burns I. W. Patent WO 8804048, 1988.
(24) Fogg, A. G.; Scullion, S. P.; Edmonds, T. E.; Birch, B. J. Analyst 1991,

116, 573.
(25) Knoll, M.; Cammann, K.; Dumschat, C.; Eshold, J.; Sundermeier, C. Sens.

Actuators, B 1994, 21, 71.
(26) Lange, H.; Rittersdorf W.; Rey H. G.; Werner W.; Rieckmann P. U.S. Patent

4,061,468, 1977.
(27) Amelin, V. G.; Kolodkin, I. S. J. Anal. Chem. 2001, 56, 182.
(28) Jain, A. V.; Ross, P. F.; Carlson, M. P. J. AOAC 1999, 82, 9.

(29) Ijkelkamp. Soil Analysis. 2004. http://www.eijkelkamp.com.
(30) Merck. Reflectoquant Liquid Analysis System. 2004.
(31) Capitán-Vallvey, L. F.; Fernandez Ramos M. D.; Arroyo E. Patent ES P

200500199, 2005.
(32) Morf, W. E.; Seiler, K.; Rusterholz, B.; Simon, W. Anal. Chem. 1990, 62,

738.
(33) Metzger, A.; Lynch, V. M.; Anslyn, E. V. Angew. Chem., Int. Ed. 1997, 36,

862.
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(bromomethyl) derivative 2 with sodium azide to form the triazide
derivative 3 was carried out using a hydro alcoholic mixture
(ethanol/water 9:1) at reflux temperature. The transformation of
triazide into triamine derivative 4 was not done with triph-
enylphosphine as described by Anslyn et al. but by means of
reduction with hydrogen-Pd-C. Characterization of the
intermediate and synthesized ionophore was made by 1H NMR,
13C NMR, IR, and HRMS (FAB +), obtaining data identical to that
reported.

Preparation of Disposable Membranes and Measurement
Setup. The membranes were produced on a polyester substrate
using a spin-coating technique. Mixtures for the preparation of
nitrate-sensitive membranes were made from a batch of 29.20 mg
(32.2 wt %) of PVC, 58.80 mg (65.0 wt %) of TBP, 1.50 mg
(1.7 wt %) of HNOPH, and 1.00 mg (1.1 wt %) of N,N-diethyl-5-
(octadecanoylimino)-5H-benzo[a]phenoxazine-9-amine dissolved
in 1 mL of freshly distilled THF. The disposable sensors were
cast by placing 15 µL of the cocktail on a 14 mm × 40 mm ×
0.5 mm thick polyester sheet using a homemade spin-coater34

rotating at 180 rpm. After spinning for 10 s, the membrane was
removed from the spin-coater and dried in a dryer with saturated
THF atmosphere for 10 min at room temperature. The sensing
area of the disposable sensor is a transparent and red 6-mm-o.d.
circular film with a calculated thickness of ∼4.5 µm and a
concentration of ionophore and chromoionophore in a dry thin
film of 1.71 mmol‚kg-1 for both chemicals. It is also possible to
prepare the disposable sensors in cellulosic or in clothlike supports
by a two-bath process for buffer and cocktail with the advantages
of simplicity and response time.

The response of the disposable sensors was evaluated by
adding 8 mL of test solution to a polyethylene plastic tube together

with 2 mL of pH 6.0 buffer solution. The disposable sensor was
then introduced for 5 min into the tube without shaking. After
reaching equilibrium, the membrane was pulled out of the
solution, wiped to remove any solution droplets, and its absorbance
was measured at 660 nm in a Hewlett-Packard diode array
spectrophotometer (model 8453; Nortwalk, CT) provided with a
44-mm-high, 12-mm-wide homemade membrane cell holder made
of a matte black painted iron block.35 To correct for the back-
ground absorbance, the measurements were made against a Mylar
polyester strip. All measurements were carried out at room
temperature. The membranes were not conditioned before use.
The maximum and minimum absorbance values, corresponding
to the fully protonated (AHC+) and deprotonated (AC) forms of the
chromoionophore necessary for calculation of R values, were
measured by conditioning the disposable sensors in 10-2 M HNO3

and 2 × 10-2 M NaOH, respectively. Activities were calculated
according to the two-parameter Debye-Hückel formalism.36 The
coextraction constants Ke1, Ke2, and Ke3 were calculated according
to ref 37 using values in the maximum slope zone of the
experimental response functions for nitrate, which provided more
information and less error, with disposable sensors prepared with
(Ke1 and Ke3) and without ionophore (Ke2). The selectivity
coefficients KNO3

-,j
opt were determined with separate solutions of

the interfering ions (SSM).38,39 Software programs used for the
treatment of the data and fitting of experimental data to theoretical
response function were as follows: Statgraphics software package

(34) Seiler, K.; Simon, W. Anal. Chim. Acta 1992, 266, 73.

(35) Capitán-Vallvey, L. F.; Fernández-Ramos, M. D.; Alvarez de Cienfuegos, P.;
Santoyo-Gonzalez, F. Anal. Chim. Acta 2003, 481, 139.

(36) Meier, P. C. Anal. Chim. Acta 1982, 136, 363.
(37) Capitán-Vallvey, L. F.; Fernández-Ramos, M. D.; Alvarez de Cienfuegos, P.

Anal. Chim. Acta 2002, 451, 231.
(38) Bakker, E.; Simon, W. Anal. Chem. 1992, 64, 1805.
(39) Lerchi, M.; Bakker, E.; Rusterholz, B.; Simon, W. Anal. Chem. 1992, 64,

1534.

Figure 1. Synthesis of HNOPH ionophore.
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(Manugistics Inc. and Statistical Graphics Corp., 1992), ver. 6.0
STSC Inc. Statistical Graphics Corp. (1993), and Graphmatica for
Win 32 ver. 1:60d (1998 edited by K. Hertzer and adapted by J.
Garrido).

RESULTS AND DISCUSSION
The sensing mechanism used in this disposable sensor relies

on a coextraction process between a bulk membrane of plasticized
PVC and the aqueous problem containing the analyte.40 Although
reversibility is not strictly necessary for a disposable sensor, this
system provides advantages in terms of reversibility and also
creates an ample measuring range and a short response time. In
this mechanism, the selective binding of nitrate by the ionophore
L is accompanied by protonation of the chromoionophore C to
maintain the electroneutrality of the membrane, which generates
the analytical signal. In this case, the use of lipophilic ionic
additives is not required for extraction considering the neutral
character of both the ionophore and basic form of chromoiono-
phore, as is observed experimentally. The following coextraction
equilibrium holds, if it is assumed that LNO3

- and HC+ are the
species produced:

in which barred species are in membrane phase, while all other
chemicals are in aqueous solution.

The description of the disposable sensor response character-
istics can be accomplished through the protonation degree R
([C]/CC) measured by the absorbance of the protonated form of
chromoionophore, which is the measurable species in membrane
phase, as a normalized absorbance.40 The R value is related to
the coextraction constant Ke1, the analytical concentrations of ion-
ophore CL and chromoionophore CC, and the activities of NO3-

and H+ in the aqueous sample through the response function:

Accordingly, adjusting the pH with an appropriate buffer makes
it possible to optically determine nitrate activity in solution.

In the absence of ionophore in the membrane, an extraction
of nitrate to the sensing membrane is observed due to another
coextraction process, nitrate and proton, due to the presence of
the basic chromoionophore in membrane according to

Analogously, the process can be characterized by a coextrac-
tion constant Ke2 according to

The selected ionophore HNOPH is a rigid bicyclic cyclophane16

proposed by Anslyn’s group and obtained by condensation of
1,3,5-tris(aminomethyl)-2,4,6-triethylbenzene with 3 equiv of
2,6-pyridinedicarbonyl dichloride that produces a C3 symmetric
host with six amide groups converging in the center of a binding
pocket.15 The trigonal prismatic array of this ionophore is able to
coordinate to the π-electron system of planar nitrate within the
cavity of the box forming an 1:1 complex.3

N,N-Diethyl-5-(octadecanoylimino)-5H-benzo[a]phenoxazine-9-
amine was used as chromoionophore, taking into consideration
its acidity characteristics and the pH requirements of the whole
process. To select the plasticizer, we conducted a preliminary
study with different plasticizers (TBP, TEHP, NPOE, DOS, DOP),
monitoring the response signal over NO3

-, Cl-, and SO4
2-,

reversibility, and response time. DOP and DOS produced a small
and nonreversible response (12 and 5% of the highest signal) and
very similar for the three anions studied. On the contrary, NPOE
is more selective, giving a higher response (75%), which is
reversible but very slow. Phosphate esters gave high signals (TBP
100%, TEHP 83%), which were also selective and reversible, with
less response time, but in this case, the signals for TBP were
highest and fastest, and TBP was thus used as plasticizer for all
subsequent experiments.

As the coextraction scheme indicates, the response of the
disposable sensor depends on proton activity. An increase in
proton activity displaces quantitatively the response to lower
nitrate activity (Figure 2A) but also increases the coextraction of
nitrate in membranes without ionophore (Figure 2B) in good
agreement with both theoretical models. Moreover, at low pH
values, the response of the membranes containing ionophore did
not shift quantitatively with pH as indicated by the theory, which
states that the product of nitrate and hydrogen ion activity in
solution must produce a single theoretical response curve. At pH
values lower than 5.0, the response function shifted to the right
of the theoretical response function, which implies that the R
values are lower than predicted by the theory, so, the fraction of
protonated chromoionophore is higher than expected and with a
higher slope. An additional coextraction process without ionophore
might be taking place at proton activities from 10-5 and higher.
This mixed model in membranes containing ionophore takes into
consideration the coextraction of nitrate and proton, but not all
the nitrate must be complexed with ionophore, according to

a process characterized by a coextraction constant Ke3:

Indeed, as shown in Figure 2, the response curves for pH e5
fit to this mixed model, which accounts for the intermediate slope
observed between that of the models with and without ionophore.

At a pH value from 6 on, the coextraction model given by eq
1 works well and the sensing system shows enough sensitivity to
determine nitrate in water together with minimization of the nitrate(40) Bakker, E.; Bühlmann, P.; Pretsch, E. Chem. Rev. 1997, 97, 3083.

2Ch + Lh + 2H+ + 2NO3
- T 2HC+ + LNO3

- + NO3
-

Ke3 )
(1 - R)3

R2(CL

CC
- (1 - R))aNO3

-
2aH+

2
(3)

Ch + Lh + H+ + NO3
- T HC+ + LNO3

-

Ke1 )
(1 - R)2

R(CL

CC
- (1 - R))aNO3

-aH+

(1)

Ch + H+ + NO3
- T HC+ + NO3

-

Ke2 ) 1 - R
RaH+aNO3

-
(2)
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coextraction without ionophore (no answer is observed for nitrate
concentration lesser than 10-2 M) in agreement with the coex-
traction constants calculated: Ke1, 9.06 ( 0.04; Ke2, 6.90 ( 0.08.
Additionally, the slope for disposable sensors containing ionophore
is half of that without ionophore as the models predicted, which
shifts, in this case, the dynamic range to lower nitrate concentra-
tions. For pH higher than 7, the response to nitrate decreases
due to the low proton concentration, and the remainder of the
experiments were thus performed at pH 6.0.

From the horizontal distance of the two response curves at
half-protonation, obtained at pH 6.0 for membranes with and
without ionophore, it is possible to estimate the complex formation
constant of nitrate complex with HNOPH within the solvent
polymeric membrane phase, using the procedure proposed by
Bakker et al.41 We accept the assumptions indicated there and
suppose that complexation with ionophore, forming a 1:1 complex,
is the prevalent process at this pH. The value found (log âLNO3

- )
3.8 ( 0.1), although not very high, is higher than that reported
for the same complex in bulk solution with solvents of increasing
polarity. Namely, a value of 2.48 has been reported using 1H NMR
titration in CD2Cl2/CD3CN (25:75 v/v) as solvent3 (dielectric
constant estimated, 31; dielectric constant of plasticizer TBP, 8),
as is usual considering the different free energies of solvatation
of nitrate in each solvent.

At high pH values and high nitrate concentrations, there is a
strong deviation from the theoretical behavior predicted for the
membrane with the ionophore model (Figure 2A), with high

experimental R values observed and, thus, low protonation of basic
chromoionophore. This could be explained considering that given
that the proton activity at basic pH is low, the feasibility of
chromoionophore protonation needed to counteract nitrate com-
plexation in the membrane is also low, and therefore, the
counterion present in solution, potassium in this case, is extracted.
This behavior makes nitrate extraction possible, but creates a
cation interference. Such behavior is not very common with bulk
optodes but has been observed in some instances, such as by
Ceresa et al. in a sensor for chloride based on [9]mercuracarbo-
rand-3 ionophore.42 Experiments performed with nitrate standard
solution, in which the nitrate counterion potassium has been
replaced by the more lipophilic tetramethylammonium, show a
response curve even more shifted and confirm the cation interfer-
ence (see Figure 2).

The scheme used for the development of a disposable sensor
for nitrate does not need lipophilic anions whose ratio against
ionophore greatly influences selectivity.43 For this reason, the
influence of ionophore on the membrane was tested as an
ionophore/chromoionophore (CL/CC) ratio, maintaining an ad-
equate quantity of the chromoionophore to minimize photometric
error in the measurement of the absorbance. An increase in the
CL/CC ratio implies, as predicted by the above-proposed model, a
displacement of response function to the left and a slight increase
in slope (Figure 3). For this reason, although the selectivity
coefficient increases slightly with the CL/CC ratio (Figure 4), a
1:1 ratio was selected because of the lower response function
slope, which shows a more extensive dynamic range to nitrate.

The percentage of plasticizer in the membrane is shown to
have very little influence on selectivity. Consequently, and to
optimize the amount of plasticizer, the response time and physical
properties of the disposable sensor were studied. The response
time to reach the equilibrium (t95%) was measured with different
membranes for an intermediate nitrate concentration 10-4 M
obtaining the following: 12 min for 50% TBP, 7.0 min for 60%,
5 min for 65%, 6.5 for 70%, and 7 min for 80%. With amounts higher
than 70%, the physical properties are worse because the membrane
is less homogeneous and the drying time increases. The value of
65% for TBP was chosen as a compromise.

(41) Bakker, E.; Willer, M.; Lerchi, M.; Seiler, K.; Pretsch, E. Anal. Chem. 1994,
66, 516.

(42) Ceresa, A.; Quin, Y.; Peper, S.; Bakker, E. Anal. Chem. 2003, 75, 133.
(43) Zhang, W.; Jenny, L.; Spichiger-Keller, U. E. Anal. Sci. 2000, 16, 11.

Figure 2. Effect of pH on disposable sensor response at the
following pHs: (4) 4.0, (5) 5.0, (6) 6.0, (7) 7.0; (8), and (9) 9.0.
(A) with ionophore; (B) without ionophore. Open circles in the top
figure are tetramethylammonium nitrate response at pH 9.

Figure 3. Displacement of response function with CL/CC ratio.
(a) 1:1; (b) 2:1; (c) 3:1.
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To calculate the selectivity coefficients for the disposable
sensor described, we obtained the response curves for different
anions using both membranes with and without ionophore, in all
cases at pH 6.0, adjusted with NaH2PO4/Na2HPO4 0.02 M buffer
solution. The results obtained using membranes without iono-
phore fit the theoretical curve described by eq 2, but this is not
the case for most of the anions using membranes with ionophore,
since the slope of the curves is systematically higher than
predicted by eq 1 but lower than indicated by eq 2. We assume
that the complex formation constant for most of the anions is very
small, as could be inferred from the position of the primary anion
curve with respect to the interfering curves and the low value for
nitrate constant discussed above. Consequently, the equilibrium
due to complex formation could not be displaced very much and
simple coextraction of anions governed by lipophilicity could take
place simultaneously. The use of an equation such as eq 3
corresponding to the above mixed model makes it possible to fit
experimental R values for most of the interferences, except for
chloride and nitrite (Figure 5). In this last case, there is a strong
deviation of the model at high nitrite concentrations.

The optical anion selectivity measured by KNO3
-,j

opt of the
disposable sensor described at pH 6.0, and measured by the SSM
method, follows the Hofmeister series for membranes that do not
contain ionophore, ClO4

- > SCN- > I- > NO3
- > Br- > HCO3

-

> Cl- = SO4
2- = NO2

- > CH3COO-, with a change in the usual
order for Cl- > HCO3

- > CH3COO- > SO4
2-. In the presence of

ionophore, the displacement of the reaction is higher, an idea
supported by the increase in absorbance due to the protonated
form of the chromoionophore (see Figure 5). Additionally, the
selectivity sequence changes to ClO4

- = SCN- > NO3
- > I- >

Br- = NO2
- > Cl- > HCO3

- > SO4
2- = CH3COO-, increasing

the selectivity against nitrate, due to the selective interaction
between the cyclophane and nitrate, which is consistent with the
data previously reported in the bibliography.3,15 Table 1 offers
KNO3

-,j
opt values found. The poor selectivity observed with acetate

is particularly striking in view of the acetate selectivity found for
this same ionophore in CD2Cl2/CD3CN (25:75 v/v) mixtures as
solvent with association constants of 770 and 300 M-1 for acetate
and nitrate, respectively. However, other H-bonding ionophores
containing calix[4]arene amide moieties show a similar pattern,
thus, 370 and 200 M-1 for the same ions in acetone-d6.44 In other
cases, the association constant of H-bonding ionophores with

nitrate is higher than that of acetate; this is the case with the
Pt(II) nicotinamide complex ionophore (Ka1, 230 M-1; Ka2, 491 M-1

for acetate in CD3CN/DMSO-d6, 3 + 1 v/v; Ka1, 562 M-1; Ka2,
132 M-1 for nitrate in CD3CN)5 although the difference is much
greater with our case.

The response of the disposable sensor to nitrate activities
between 2.59 × 10-1 and 8.37 × 10-7 M in activities (0.5 and
10-6 M in concentrations) at pH 6.0 is shown in Figure 6 along
withthe theoretical response function using eq 1 for the stoichio-
metric ratio of ionophore/nitrate, p ) 1 and 2. The effect of the
stoichiometry on the theoretical response curve for this case is
small, hindering a clear distinction between different stoichio-

(44) Sansone, F.; Baldini, L.; Casnati, A.; Lazzarotto, M.; Ugozzoli, F.; Ungaro,
R. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2002, 99, 4842.

Figure 4. Selectivity (SSM method) variation of disposable sensor
as a function of CL/CC ratio. (a) perchlorate; (b) nitrate; (c) iodide;
(d) bromide, (e) chloride.

Figure 5. Selectivity of disposable sensor system at pH 6.0.
(A) Membranes with ionophore. Solid lines are theoretical response
curves according to eq 1 for nitrate, nitrite, and chloride and according
to eq 3 for the rest of the anions. (B) Membranes without ionophore.
Solid lines are theoretical response curves according to eq 2.

Table 1. Selectivity Coefficient KNO3
-,j

opt for
HNOPH-Based Optical Disposable Sensor in
Comparison with Membranes without Ionophore (SSM
Method)

anion with ionophore without ionophore

SCN- 0.3 ( 0.08a 1.4 ( 0.07
ClO4

- 0.3 ( 0.13 2.04 ( 0.02
NO3

- 0 0
I- -0.97 ( 0.01 0.78 ( 0.02
NO2

- -2.4 ( 0.13 -2.0 ( 0.12
Br - -2.3 ( 0.13 -0.98 ( 0.05
Cl - -3.8 ( 0.12 -1.96 ( 0.01
HCO3

- -4.0 ( 0.12 -1.26 ( 0.01
AcO- -5.4 ( 0.13 -3.5 ( 0.02
SO4

2- -5.3 ( 0.13 -1.99 ( 0.02

a ( standard deviation of three replicates.
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metries in membrane. We assume, according to studies of Anslyn
et al.,3 that a 1:1 complex occurs in the membrane. The fit by
least squares of the experimental points, in the linear maximum
slope zone (8 different concentration levels and 9 replicates of
each one) of the response curve for nitrate to the theoretical model
indicated by eq 1, makes it possible for us to calculate for log Ke1

the value 9.06 ( 0.04.

ANALYTICAL CHARACTERIZATION AND
APPLICATIONS

The measuring range of a disposable sensor based on bulk
optode membranes that exhibits a sigmoidal shape response
function has been be defined in different ways: (i) by the linear
relationship in the middle of the response function in such a way
that the slope does not deviate more than 1 or 0.1% from its
maximum value34 or that the slope does not decrease less than a
factor of 2 compared with its maximum value;40 (ii) taking into
account the nonlinear behavior of the activities between the upper
and lower limits of the measuring range,34,40 which depends on
the definition of the detection limit.34,39,45 In this case, the linear
relationship in the middle of the sigmoidal response function
defined by means a lack-of-fit test is used as the measuring range
and the intersection of the linear calibration function and a linear
function adjusted in the minimal slope zone (background) as the
detection limit.

To characterize analytical behavior of the disposable sensor,
two series of standards are used, one in the maximum slope zone
(8 standards, 9 replicates each one), between 2.20 × 10-5 and
8.09 × 10-3 in activities (2.62 × 10-5 and 1.00 × 10-2 M in
concentration), and another in the minimum slope zone of lower
activity (3 standards, 9 replicates each one), between 8.37 × 10-7

and 2.20 × 10-5 M in activities (1.00 × 10-6 and 2.62 × 10-5 M in
concentration). The linearity of both series was tested by applying
the lack-of-fit test,46 and the linear functions obtained were,
respectively, R ) -0.3868 - 0.2875 log aNO3

- and R ) 0.8724 -
0.0172 log aNO3

-. The detection limit obtained by the interception

of both functions is 0.022 mM in activities (0.026 mM in
concentration) (Figure 6). 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 45.15 mM in
activities (62.68 mM in concentration). Thus, the measuring range
for nitrate determination is between 22 µM and 45.15 mM in
activities (26 µM and 62.68 mM in concentration or 1.63 and
3886 mg/L).

The precision (RSD) using the same disposable sensor was
calculated at three activity levels of nitrate, namely, 1.0 × 10-4,
2.5 × 10-3, and 1.0 × 10-2 M and 10 replicates of each one, and
has values of 1.68, 1.39, and 2.77% for log aNO3

-. The sensor-to-
sensor repeatability, working at the same three activity levels of
NO3

- and 10 replicates of each one, has values of 0.79, 3.68, and
6.25% for log aNO3

-. The disposable sensor described here works
in a reversible way, meaning reuse is possible after conditioning
with 0.02 M NaOH. The reusability, tested with a series of
membranes checked once a day at a nitrate concentration in the
middle of the range and preserved dry and protected from light,
has a mean of 3 weeks. The lifetime of disposable sensors,
checked in a similar way and preserved from light and excessive
humidity, is at least one and a half months. Table 2 shows these
and other analytical parameters.

The analytical performance of the disposable sensor described
here is better than that of other electrochemical and optical
disposable sensors described to date. For instance, the ampero-
metric capillary-fill devices work between 10-3 and 10-5 M23 while
the potentiometric disposable sensors work from 10-2 to 2.5 ×
10-5 M10 and 10-2-10-5 M 9and 10-2-2.6 × 10-4 M.25 Marketed
disposable optical sensors range between 4.8 × 10-5 and 3.6 ×
10-3 M (Reflectoquant30) and 8.1 × 10-5-8.1 × 10-3 M (Nitra-
chek29).

The values of KNO3
-,j

opt obtained using membranes with the
optimum composition reflect that the described disposable sensor
is in the order of 6.3 × 103 times more selective for nitrate than
for chloride, 1.0 × 104 times more than for hydrogen carbonate,
and 2.0 × 105 times more than for sulfate. Although the concept
of required selectivity coefficients38 is not clearly suitable for a

(45) Bakker, E.; Willer, M.; Pretsch, E. Anal. Chim. Acta 1993, 282, 265.
(46) Analytical Methods Committee. Analyst 1994, 119, 2363.

Figure 6. Calibration plot for free nitrate activity. Solid lines are
theoretical curve for 1:1 stoichiometry (L/M) and dashed line for 2:1
stoichiometry.

Table 2. Analytical Figures of Merit

parameter value

intercept -0.387 (0.010)
slope -0.288 (0.003)
probability level %

(lack-of-fit test)
5.6

linear range (mg/L) 1.63-3886
detection limit (mg/L) 1.63
RSD (%)a intrasensor

1.0 × 10-4 M 1.68
2.5 × 10-3 M 1.39
1.0 × 10-2 M 2.77

RSD (%)a sensor-to-sensor
1.0 × 10-4 M 0.79
2.5 × 10-3 M 3.68
1.0 × 10-2 M 6.25

anal. param. (nm) absorbance, 660
response time (min) 5
cost (euro/strip) 0.04
lifetime (weeks) 6
reusability (weeks) 3

a RSD for log(aNO3
-).
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contaminant species such as nitrate, whose level changes depend-
ing on circumstances, it was applied as an example to underground
waters in the area of Granada, Spain, using the high and low mean
values of those anions47 and a maximum tolerable error of 5% in
the determination of nitrate. The selectivity values obtained for
the disposable sensor fulfill the selectivity requirements
(KNO3

-,j
opt req: -3.5 (Cl-); -3.4 (SO4

2-); -3.7 (HCO3-)) for a nitrate
assay in waters from the selected area (447 mg/L Cl-; 2,109 mg/L
SO4

2- ; 583 mg/L HCO3
-; 5 mg/L NO3-).

To test the usefulness of the proposed disposable sensor, it
was applied to waters of diverse provenance (spring, mineral, tap)
from the area of Granada, Spain, and with different nitrate content.
The test method was validated by comparison with a voltampero-
metric method based on a catalytic wave of U(VI),48 and the results
obtained by both methods were satisfactory (P value) as shown
in Table 3.

CONCLUSION
An optical disposable sensor has been developed using a host-

guest recognition system based on an artificial C3 symmetry amide-
based ionophore for nitrate. The multiple H-bonding interactions
permit a fine-tuned setting between free energies of nitrate-
ionophore interaction and hydration, implemented in a transparent
membrane that works by coextraction offering an easy-to-measure
analytical signal.

We succeeded in preparing a very simple disposable optical
sensor, usually more complex than electrochemical sensors for a

weakly coordinating character anion like nitrate. The selectivity
pattern found meets most of the selectivity requirements for nitrate
analysis in natural waters considering that nitrate more than a
natural constituent is a contaminant with very different possible
levels.

The described disposable sensor makes it possible to monitor
nitrate in situ for most practical situations. Examples include water
quality control to maintain the nitrate level within legal regulations
or petiole sap testing in plants for nitrate to determine fertilization
needs, with advantages in reducing contamination, losses and
changes related to sample collection, and cost reduction. It is
environmentally friendly and has an estimated lifetime of at least
one and a half months when protected from light in normal
conditions.

Drawbacks are related to response time, which in the devel-
oped format is roughly 5 min due to diffusion within the polymeric
membrane, but could be reduced by using porous supports.
Precision could be improved with mass production techniques,
which could also cut costs. The use of different mass production
techniques and the development of small, hand-held, and battery-
operated instruments that will make decentralized analyses
possible are now under investigation.
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Table 3. Determination of Nitrate in Different Types of Water Using Voltamperometry as a Reference Method

matrix

disposable
procedurea

(mg/L) s

reference
procedurea

(mg/L) s
P value

(%)

Monachil River water (Monachil, Granada, Spain) 3.6 0.24 3.3 0.45 29.17
Genil River water (Granada, Spain) 3.1 0.25 2.8 0.24 31.62
spring water (Granada, Spain) 27.3 0.63 29 2.0 20.42
spring water (Granada, Spain) 4.1 0.33 4.37 0.02 21.10
spring water (Haza Grande, Granada, Spain) 54 2.24 54 4.1 90.65
spring water (Zujaira, Granada, Spain) 62 2.78 61 3.57 59.95
spring water (La Peza, Granada, Spain) 2.92 1.49 2.7 17.26 39.00
well water (Illora, Granada, Spain) 20.4 0.29 23 1.71 14.30
cistern water (Illora, Granada, Spain) 91.8 5.26 87.9 0.94 27.20
well water (Valderrubio, Granada, Spain) 201 33.5 200 12.1 96.09

a Three replicate samples in both cases
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Abstract. A new optical absorption-based one-shot

sensor for the determination of citrate is described.

The citrate-sensitive element is a plasticized polymeric

membrane containing a synthetic guanidinium recep-

tor and a pH-sensitive lipophilic dye. The rigid amide-

based receptor with C3 symmetry controls the anion

selectivity pattern of the optical element. The optical

selectivity coefficients obtained for citrate over a variety

of common carboxylate anions meet the requirements

for the determination of citrate in different types of sam-

ples. The one-shot sensor responds rapidly – in 40 s –

and reversibly to citrate over a dynamic range of 0.779

to 25.0 mM with a sensor-to-sensor reproducibility of

5.7%, as log acit, in the medium level of the range. The

performance of the optical one-shot sensor has been

tested in the analysis of citrate in soft drinks and phar-

maceuticals, validating the results against a reference

procedure. The proposed method is quick, inexpensive,

selective and sensitive, and uses conventional instru-

mentation only.

Key words: Citrate determination; one-shot sensor; optical sensor;

guanidinium receptor; soft drinks and pharmaceuticals analysis.

One-shot sensors can be considered as a kind of test

method for obtaining chemical information rapidly,

simply and at low cost. There are very different ap-

proaches to this type of device coming from different

fields, but all share the need for rapid analytical sys-

tems that are independent of the usual analytical

requirements. One-shot sensors are miniaturized self-

contained analytical devices with reagents incorporated

in a dry format that respond semiquantitatively (test

strips, test sticks and test papers) or quantitatively to

the analyte in a wide variety of situations, including cli-

nical, environmental, medical point-of-care diagnosis

and terrorism.

Citric acid (2-hydroxy-1,2,3-propanetricarboxylic

acid) is a natural component of fruits such as citrus fruits

and pineapple and is a multi-functional food additive in

the production processes of different foods because of

its antibacterial and acidifying effects, its synergistic ac-

tion with antioxidants and its potential as an intensifier

for juice flavours, soft drinks and syrups. Additionally,

citric acid, along with other organic acids, is measured

in beverage samples, especially wine, for many reasons

including product consistency, fermentation monitor-

ing, product authenticity and quality determination,

process control and spoilage detection [1]. It is also

commonly used in the pharmaceutical industry because� Author for correspondence. E-mail: lcapitan@ugr.es



of its acidic and anticoagulant properties and to prevent

kidney calculi.

The routine determination of citric acid is carried

out by reverse phase liquid chromatography with UV

or refractive index detection [2], by ionic chromato-

graphy [3], capillary electrophoresis [4] or by flow in-

jection techniques [5].

Another very common method for determining

citric acid in bioanalysis and food analysis is the use

of enzymatic assays [6]. One of the most used assays is

based on citrate lyase which catalyses the transforma-

tion of citrate to oxaloacetate and acetate, and spectro-

photometric measurement of NADH. These enzymatic

assays are marketed by different companies such as

R-Biopharm and its subsidiary Enzytec and recognised

by different international standardisation and regulation

authorities (ISO, AOAC, OIV, IFU, IDF, EN, DIN).

The assays have also been implemented in a 96-well

microplate-based format [7]. Also, a non-enzymatic

scheme has been used for citrate sensing, based on a

fluorescent ternary tetracycline europium complex with

citrate and fluorescence lifetime imaging [8].

Molecular recognition of anionic analytes by neu-

tral electron deficients or positively charged hosts is an

interesting area in supramolecular chemistry that has

received considerable interest [9–11]. Carboxylic acid,

and hence carboxylate, is a particularly common func-

tional group in biological and synthetic organic mole-

cules, and different approaches have been devised for

their recognition based on different noncovalent inter-

actions, mainly hydrogen bonding and electrostatic in-

teractions. Charged hosts include ammonium salts and

guanidinium salts, while the neutrals include ureas,

thioureas, amidopyridines, amides and receptors incor-

porating metallic centres [12].

Guanidinium salts are particularly attractive for

Y-shaped anions such as carboxylates due to their pecu-

liar binding pattern which features two parallel hydro-

gen bonds in addition to the electrostatic attraction

[11]. Anslyn and co-workers described a trisguanidi-

nium receptor species for the recognition of citrate

through complementary interactions in shape and

charge [13]. This receptor has been used to produce

two competition-type assays for citrate [14], fluori-

metric and spectrophotometric assays, in beverages

using 5-carboxyfluorescein as a fluorescent probe in

one of them [15, 16] and xylenol orange and meth-

ylthymol blue in the other [17]. A further modification

of the guanidinium receptor – the replacement of one

aminoimidazolium bearing guanidium group by a teth-

ered Cu(II) complex of 1,10-phenanthroline – has been

used to create a fluoroionophore for citrate [18].

To the best of our knowledge, there are no reports

on one-shot sensors for citrate determination nor are

they marketed. Our goal was to develop hydrophobic

membranes incorporating guanidinium salts for selec-

tive citrate recognition in the one-shot format in aque-

ous samples. With this strategy, the addition of an

organic solvent is not necessary as it is with homo-

geneous competition assays [15, 17, 18]. The follow-

ing is a report on an optical one-shot sensor based on a

disposable membrane that works by coextraction.

Experimental

Reagents

Stock solutions (1 M) were prepared in water from sodium salts of

citrate, chloride, (Sigma-Aldrich Quı́mica S.A., Madrid, Spain),

benzoate, (Merck, Darmstadt, Germany) and from potassium salts

of tartrate, and phosphate (Sigma-Aldrich). The pH 4.0, 0.1 M buffer

solution from sodium acetate and acetic acid was from Sigma

(Sigma-Aldrich Quı́mica S.A., Madrid, Spain). 2-Methylthio-2-

imidazoline hydroiodide, triethylamine, methylchloroformiate, 1,3,5-

triethylbenzene, paraformaldehyde, 30 wt% hydrogen bromide in

acetic acid, sodium azide, and palladium on activated charcoal were

purchased from Sigma (synthesis quality). High molecular weight

poly(vinyl chloride) (PVC), tributylphosphate (TBP), tris(2-ethyl-

hexyl)-phosphate (TEHP), dioctylphthalate (DOP), bis(2-ethyl-

hexyl) sebacate (DOS), nitrophenyl octylphenyl ether (NPOE) and

tetrahydrofuran (THF) were purchased from Sigma and used to

prepare the citrate-sensitive films. Chromoionophore N,N-diethyl-

5-(octadecanoylimino)-5H-benzo[a]phenoxazine-9-amine was

synthesized, purified and identified by us according to [19]. The

supports used to prepare the one-shot sensors were sheets of Mylar

type polyester (Goodfellow, Cambridge, UK). All chemicals used

were of analytical-reagent grade, except those for synthesis, 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).

Receptor Synthesis

The synthesis of receptor 1,3,5-benzenetrimethanamine N,N0,N00-
tris(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl) 2,4,6-triethyl trihydrochloride

was made using an alternative procedure to that of Anslyn [13]

based on the procedure described by Mundla et al. [20] (Fig. 1).

The two-step synthesis has an overall yield of 67.1%. Characteriza-

tion of the intermediate and the synthesized receptor was performed

by 1H-NRM, 13C-NMR, IR, and HRMS (FABþ).

Synthesis of 4,5-dihydro-2-(methylthio)-1H-imidazole-1-

carboxylic acid methyl ester (2): to a suspension of

2-methylthio-2-imidazoline hydroiodide (1) (4.55 g, 18.4 mmol) in

1,2-dichloroethane (15 mL), 5.4 mL triethylamine was added. The

reaction mixture was cooled in an ice bath and methyl chlorofor-

mate (2.36 g, 25 mmol) was added drop-wise. Then the reaction

mixture was allowed to warm to room temperature and stirred for

6 h. Ethyl acetate (150 mL) was added and washed successively with

5% hydrochloric acid (75 mL), saturated aqueous NaHCO3 (50 mL)
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and H2O (50 mL). The organic layer was dried (Na2SO4), filtered

and concentrated to produce a solid (3.33 g, 85%), m.p. 109 �C,

IR (KBr): 1718, 1590, 1437, 1382, 1025, 759, 555 (cm�1),
1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) �: 3.94 (m, 4H, CH2CH2), 3.83 (s,

3H, COOMe), 2.46 (s, 3H, CH3S), 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz)

159.5 (CO), 152.3 (C-2), 53.7, 47.3 (C-4,5), 53.0 (MeO), 15.0 (MeS).

Synthesis of 1,3,5-benzenetrimethanamine N,N0,N00-tris(4,5-

dihydro-1H-imidazol-2-yl) 2,4,6-triethyl trihydrochloride: A

magnetically stirred solution of 1,3,5-tris(aminomethyl)-2,4,6-

triethylbenzene (3) (0.2 g, 0.6 mmol) synthesized previously by us

[21] and 4,5-dihydro-2-methylthio)1H-imidazole-1-carboxylic acid

methyl ester (0.347 g, 2 mmol) in 10% AcOH=EtOH (6 mL) was left

at 65 �C for 16 h and then for 24 h under reflux. The solvent was re-

moved and the crude product was dissolved in H2O (5 mL) and

then lyophilized. The residue was dissolved in water and the acetate

was converted into the chloride by anion exchange (Amberlite

IRA-400) (20 g). Yield 78.6 %, M.p. 180 �C decomp. (lit [13]

162 �C). The 1H- and 13C-NMR, and HRMS are identical to those

reported [13].

Preparation of Disposable Membranes

The membranes were produced on a polyester substrate using a

spin-coating technique. Mixtures for the preparation of citrate-sensi-

tive membranes were made from a solution of 35.83 mg (24.7 wt%)

PVC, 107.5 mg (74.0 wt%) TBP, 0.963 mg (0.66 wt%) receptor,

1.0 mg (0.69 wt%) N,N-diethyl-5-(octadecanoylimino)-5H-benzo[a]-

phenoxazine-9-amine, dissolved in 1 mL of a mixture of freshly dis-

tilled THF and ethanol (80=20 v=v). The one-shot membranes were

cast by placing 15mL of the solution on a 14 mm�40 mm�0.5 mm

thick polyester sheet using a homemade spin-coater [22] rotating at

180 rpm. After spinning for 10 seconds, the membrane was removed

from the spin coater and dried in a dryer and in a saturated THF

atmosphere for 60 min at room temperature. The sensing area of the

one-shot sensor is a transparent and red 6 mm ø circular film

with a calculated thickness of about 4.5mm and a concentration

of ionophore and chromoionophore in a dry thin film of

18.7 mmol � kg�1.

Measurement Set-Up

The response of the prepared one-shot sensors was evaluated by

adding 8 mL of the test solution to a polyethylene plastic tube

together with 2 mL of pH 4.0 0.1 M acetate buffer solution. The

disposable sensor was then introduced for 40 s into the tube without

shaking. After that, the membrane was taken out of the solution,

wiped to remove the liquid, and the absorbance was measured at

660 nm using a Hewlett Packard diode array spectrophotometer

(model 8453; Nortwalk, CT, USA) employing a 44 mm high and

12 mm wide homemade membrane cell holder made of a matte

black painted iron block [23]. To correct for the background absor-

bance, the measurements were made against a Mylar polyester strip.

All measurements were carried out at room temperature, and the

membranes were not conditioned before use. The maximum and

minimum absorbance values, corresponding to the fully protonated

(AHCþ ) and deprotonated (AC) forms of the chromoionophore nec-

essary for calculating � values were measured by conditioning the

one-shot sensors in 10�2 M HNO3 and 2 � 10�2 M sodium hydrox-

ide, respectively. Activities were calculated according to the two-

parameter Debye-H€uuckel formalism [24]. The coextraction constant

was calculated according to [25], using values in the maximum

slope zone of the experimental response functions for citrate, which

provided more information and less error. The selectivity coeffi-

cients K
opt
cit;j were determined with separate solutions of the interfer-

ing ions (SSM) as the horizontal distance between single-ion

response curves recorded separately for a given �¼ 0.5 [26]. Soft-

ware programs used for the treatment of the data and fitting of

experimental data to the theoretical response function were: Stat-

graphics software package (Manugistics Inc. and Statistical Graph-

ics 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.

Procedure for Calibration Curve and Samples

8 mL of an aliquot of an aqueous standard solution containing

between 4.17 � 10�4 and 1.77 � 10�2 M in citrate activity was placed

in a 10�1.5 cm polyethylene plastic tube along with 2 mL of pH 4.0

acetate buffer solution 0.1 M. Then, a one-shot sensor was intro-

duced for 40 s in the tube without shaking, proceeding as in the

Measurement set-up section.

For analysis of citrate in soft drinks, a volume of 100 mL of

carbonated beverage was degassed under vacuum and magnetic

stirring and previous dilution, if necessary, and the general proce-

dure was applied. In the case of drugs, an adequate amount (typi-

cally between 0.02 and 7 g) was weighed, dissolved in water while

stirring for 10 min, and then subjected to the procedure. In no case

Fig. 1. Synthesis of citrate ionophore
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was previous filtration of the sample necessary. With the reference

procedure, filtration through a 0.45mm Millipore filter is necessary

prior to analysis.

Results and discussion

The receptor or ionophore for citrate used here is

1,3,5-benzenetrimethanamine N,N0,N00-tris(4,5-dihydro-

1H-imidazol-2-yl) 2,4,6-triethyl trihydrochloride, a

pre-organized host proposed by Anslyn’s group and

consisting of a 2,4,6-triethylbenzene core substituted

in positions 1, 3 and 5 with guanidinium moieties em-

bedded in an amidodihydroimidazolium group. The

steric gearing imparted by the alternating ethyl groups

on positions 2, 4, and 6 ensures that the guanidinium

salts are pre-organized on the same face of the ben-

zene ring. This conformation yields a complementary

binding pocket with several hydrogen bonds and three

sets of charge-pairing interactions in the host-guest

complex with citrate [13, 15]. The cationic host is like

chloride salt, i.e. very soluble in water, and has been

used for citrate determination in beverages using a

competitive assay format with coloured indicators

[16, 17] and fluorescent indicators [15].

With the goal of developing a one-shot sensor for

citrate in aqueous media, we studied different types of

membranes using hydrophilic polymers, such as cellu-

lose, polyurethane hydrogels and hydrophobic poly-

mers such as PVC, PVA, ethyl cellulose, and Nafion,

and different assay formats, such as coextraction-based

and competitive assays using carboxylate-containing

indicators, such as methylthymol blue, calcein blue,

xylenol orange, 4,5-dibromofluorescein and 5-carboxy-

fluorescein. The use of hydrophobic membranes work-

ing by coextraction gave the best results, although

the problem of the lack of solubility of the receptor

in the usual solvent, tetrahydrofuran, forced us to use

an 80:20% v=v THF=ethanol mixture as the solvent.

The sensing mechanism of this one-shot sensor re-

lies on a co-extraction process of citric acid between

a bulk membrane of plasticized PVC and an aque-

ous solution containing the analyte [26–29]. The se-

lective binding of citrate by the guanidinium receptor

L is accompanied by protonation of the chromoio-

nophore C to maintain the electroneutrality of the

membrane which generates the analytical signal. Since

the selected chromoionophore, N,N-diethyl-5-(octa-

decanoylimino)-5H-benzo[a]phenoxazine-9-amine, is

neutral in its basic form and the cationic receptor is

like a chloride, it is not necessary to include any ionic

additives in the membrane formulation, as was ob-

served experimentally.

Assuming that a 1:1 species citrate:receptor is formed

and that the chromoionophore is monobasic, the follow-

ing general co-extraction equilibrium applies:

Lþ HnAð3�nÞ� þ ð3� nÞCþ ð3� nÞHþ

$ LHnAð3�nÞ� þ ð3� nÞHCþ

in which barred species are in membrane phase, while

all other chemicals are in aqueous solution and

HnAð3�nÞ� (0� n� 3) are the possible citrate species

in solution depending on pH. The response cha-

racteristics description of the one-shot sensor can be

accomplished through the protonation degree �, de-

fined as ½C�=CC, measured by the absorbance of the

protonated form of the chromoionophore, which is

the optical measurable species in membrane phase,

as a normalized absorbance [26, 27]. The � value is

related to the coextraction constant Ke1, the analyti-

cal concentrations of receptor CL and chromo-

ionophore CC and the activities of citrate and

protons in the aqueous sample through the response

function:

Ke1 ¼
ð1� �Þ4�n

�
CL

Cc
� 1
ð3�nÞ � ð1� �Þ

�
� ð3� nÞ

� �3�n � a3�n
Hþ � aHnA

ð3�nÞ�

ð1Þ

By adjusting the pH with an appropriate buffer it is

possible to determine the citrate activity in solution

optically.

Additionally, in the absence of receptors in the mem-

brane, extraction of citrate occurs due to coextraction

by the chromoionophore itself, according to:

HnAð3�nÞ�þð3� nÞCþ ð3� nÞHþ

$ ð3� nÞHCþ þ HnAð3�nÞ�

The process is characterized by the coextraction con-

stant Ke2 according to:

Ke2 ¼
ð3� nÞ � ð1� �Þ

�3�n � C2�n
C � a3�n

Hþ � aHnA
ð3�nÞ� ð2Þ

The membrane plasticizer exhibits a strong influence

on the response of the membrane to citrate, in addition

to the reaction rate and reversibility of the process in

the order: phosphate esters>carboxylic esters>ethers;
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namely TBP�TEHP>NPOE>DOP�DOS. With

DOS, the membrane is not reversible and reacts very

slowly with the others, except for TBP, which pro-

duces a fast and reversible response. TBP was select-

ed for all subsequent experiments.

The response of the optical sensor based on coex-

traction depends on the proton activity [26]. An in-

crease in proton activity displaces the response to

lower citrate activity but also increases the coextrac-

tion of citrate in membranes without ionophore, which

affects the selectivity.

The citrate species extracted to the sensing mem-

brane containing the receptor in the studied pH inter-

val (3.5–5.0) seems to be the doubly charged (HA2�)

judging by the agreement between the experimental

data and the theoretical curve (Fig. 2B) and the acidity

constants of citric acid (3.13; 4.76; 6.40 as pKa). In

the case of sensing membranes without a receptor, the

extracted species seems to be monohydrogencitrate,

too (Fig. 2A).

At pH values higher than 5, the response of the mem-

branes to citrate diminishes strongly due to the smaller

proton concentration. A pH of 4.0 was selected as a com-

promise yielding maximum citrate recognition with the

receptor and minimum extraction of citrate as ionic

pair with a protonated chromoionophore.

Previous experiments showed that the selectivity for

membranes that do not contain a citrate receptor follows

the Hofmeister series according to: ClO�4 >NO�3 >
Cl�>PO3�

4 >SO2�
4 > citrate>benzoate> tartrate>

CH3COO�. In the presence of a receptor, the displace-

ment of the reaction is higher at pH 4.0, an idea sup-

ported by the increase in absorbance due to the

protonated form of the chromoionophore, and further-

more, the selectivity sequence changes to: ClO4
�>

NO3
� > citrate> benzoate> tartrate>Cl�>PO3�

4 >

CH3COO�>SO2�
4 , considerably increasing the selec-

tivity towards citrate due to the selective interaction

between the guanidinium receptor and citrate, which is

consistent with data reported previously [13, 15]. Dif-

ferent buffers were tested as working buffer, including

phosphate, chloroacetate, formiate, propionate, and

acetate. 0.1 M acetate was selected as the buffer due

to its good results and less interference compared to

the others. A similar interference of phosphate buffer

was found by Metzger et al. working at pH 7.4 with

the same receptor in aqueous solution [13].

The percentage of plasticizer in the membrane was

studied between 50 and 70% because with amounts

higher than 70%, the physical properties were worse

since the membrane is less homogeneous and the dry-

ing time increases. The response time of the one-shot

sensor was measured with different membranes for an

intermediate citrate concentration of 10�4 M. It was

observed that the absorbance decreases rapidly due to

recognition, but that the membrane then becomes

slightly opaque due to the uptake of water, irrespec-

tive of the plasticizer content, causing an apparent

increase of absorbance (Fig. 3). We selected 40 s as

an adequate reaction time for different citrate concen-

trations to achieve maximum reaction while keeping

the membrane transparent. Although the membrane

responds in a reversible way, the response level de-

creases with successive measurements, and the mem-

branes are thus only used once.

Additionally, it was shown that the percentage of

plasticizer influences the selectivity, as seen in Fig. 4,

which is why we decided to employ 60% TBP in the

membrane.

The influence of ionophore on the membrane was

tested based the ionophore=chromoionophore (CL=CC)

Fig. 2. Effect of pH on one-shot sensor response at pH¼ 3.5 (A);

pH¼ 4.0 (B); pH¼ 4.5 (C); pH¼ 5.0 (D); (a) without ionophore;

(b) with ionophore
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ratio, maintaining an adequate quantity of the chromo-

ionophore to minimize photometric error in the absor-

bance measurement. An increase in the CL=CC ratio

causes a slight modification of the selectivity coeffi-

cient, so a membrane with a 1:1 ratio was selected be-

cause the lower slope of the response function shows a

more extensive dynamic range to citrate.

The response of the one-shot sensor to citrate activ-

ities between 0.166 M and 8.39 � 10�7 M in activities

(0.5 M and 10�6 M in concentrations) at pH 4.0 is shown

in Fig. 5 along with the theoretical response function

using Eq. (1) for the stoichiometric ratio of ionophore=
citrate p¼ 1 and supposing that the twice-charged spe-

cies of citrate is extracted. The fit by least-squares of

the experimental points, in the linear maximum slope

zone (8 different concentration levels and 9 replicates

of each one) of the response curve for citrate to the

theoretical model indicated by Eq. (1), allows us to cal-

culate the value of 9.96	 0.08 for log Ke1:

The complex observed in this case between the gua-

nidinium receptor and citrate as monohydrogencitrate

differs from that studied by Anslyn’s group, since they

were working with water at neutral pH and conse-

quently with totally deprotonated citrate. In that case

the recognition reaction occurs in a low dielectric con-

stant medium (plasticizer tributyl phosphate; "
8 [30])

and with the citrate species extracted from a pH 4.0

aqueous solution (existing species H2A� and HA2�).

We assume that the HA2� species is coextracted with a

proton to membrane and the recognition occurs not

only by charge pairing but by extensive hydrogen bond-

ing with the preorganized host [13], but that a 1:1 com-

plex (citrate:receptor) occurs in membrane [31].

It was observed in the response function that at low

citrate concentrations the response moves away from

that theoretically expected because of non-selective

binding with acetate which is present in great excess

due to the buffer. At citrate activities higher than

3 � 10�2, a leaching of components from the mem-

brane is observed which leads to deviation of the

model as shown in Fig. 5.

Analytical Characterization and Applications

The measuring range and the detection limit of a one-

shot sensor based on bulk optode membranes that

exhibit a sigmoidal shape response function have been

defined in different ways [22, 26, 32, 33]. In this case

the linear relationship in the centre of the sigmoidal

response function defined by means of a lack-of-fit

test is used as the measuring range and the intersec-

Fig. 4. Variation of selectivity coefficient (SSM method) with

plasticizer percentage. (a) tartrate; (b) citrate; (c) benzoate; (d)

chloride; (e) phosphate

Fig. 3. Evolution of one-shot sensor signal with time. (A) Depro-

tonated form of chromoionophore (545 nm); (B) Protonated form

of chromoionophore (660 nm)

Fig. 5. Response curve. The solid line is the theoretical curve
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tion of the linear calibration function and a linear

function adjusted in the minimal slope zone (back-

ground) as the detection limit.

To characterize the analytical function of this one-

shot sensor, two series of standards are used, one in

the maximum slope zone (7 standards, 9 replicates

each), between 4.17 � 10�4 and 1.77 � 10�2 in activities

(5.0 � 10�4 and 2.5 � 10�2 M in concentration), and an-

other in the minimum slope zone of lower activity (5

standards, 9 replicates each), between 8.39 � 10�7 and

8.38 � 10�5 in activities (1 � 10�6 and 1 � 10�4 M in con-

centration). The linearity of both series was tested by

applying the lack-of-fit test [34], and the linear func-

tions obtained were �¼�0.00379–0.2149 log acit and

�¼ 0.71572–0.00235 log acit, respectively. The detec-

tion limit obtained by the interception of both functions

is 0.412 mM in activities (0.483 mM in concentration;

91.3 mg L�1) (Fig. 5). As the upper limit of the mea-

suring range, the higher concentration (which statis-

tically fits the linear function) was used; this was

17.7 mM (25.0 mM in concentration). Thus, the mea-

suring concentration range for citrate determination is

between 0.779 and 25.0 mM.

The precision expressed as sensor-to-sensor repeat-

ability with different one-shot sensors, expressed as

relative standard deviation, was obtained at three

activity levels: 8.3 � 10�4, 4 � 10�3 and 7.7 � 10�3 M

(1 � 10�3, 5 � 10�3 and 1 � 10�2 M in concentrations)

and ten replicates of each one, and had values of

4.2, 5.7 and 8.6% for log acitrate. Table 1 shows these

and other analytical parameters. The lifetime of the

one-shot sensors, tested with a series of membranes

checked once a day at a medium-range citrate con-

centration and protected from light and humidity, is

3 weeks on average. Table 2 shows these and other

analytical parameters.

To test the usefulness of the proposed one-shot sen-

sor, it was applied to soft drinks and drugs. The

method was validated by comparison with the enzy-

matic test marketed by Boehringer Mannheim used as

a reference method. Table 2 shows that the results

obtained for both methods are statistically similar.

Conclusion

An optical one-shot sensor for citrate is presented. It

uses a host-guest recognition system based on artifi-

cial guanidinium and is implemented in a transparent

membrane that works by coextraction, offering an

easy-to-measure analytical signal.

The described one-shot sensor makes it possible to

perform in situ monitoring of citrate in soft drinks and

drugs, with the advantages of a reduction in contami-

nation, losses, and changes related to sample collec-

tion, reduced costs, and short response times. It is

environmentally friendly and has a lifetime estimated

at three weeks when protected from light. The use of

different mass production techniques and the develop-

ment of small, hand-held and battery-operated instru-

ments which could make de-centralized analyses

possible are now under investigation.

Acknowledgements. We acknowledge the financial support from

Ministerio de Educacion y Cultura, Direcci�oon General de

Ense~nnanza Superior (Spain) (Project No. BQU2002-00353).

References

[1] Fung Y S, Lau K M (2003) Electrophoresis 24: 3224

[2] Escobal A, Gonzalez J, Iriondo C, Laborra C (1996) Food

Chem 58: 381

[3] Shirakawa N, Saini C, de Borba B, Kiser R (2004) LC-GC

Europe September: 19

Table 1. Analytical figures of merit

Parameter Value; S

Intercept �0.0038; 0.0179

Slope �0.2149; 0.0069

Probability level % (lack-of-fit test) 6.2

Linear range (mg L�1) 91.29–4725

Detection limit (mg L�1) 91.29

RSD (%)a sensor-to-sensor

1.0 � 10�3 M 4.2

5.0 � 10�3 M 5.7

1.0 � 10�2 M 8.6

Response time (s) 40

Cost (s=strip)b 0.03

Lifetime (weeks) 3

a RSD for log acit;
b considering only cost of materials.

Table 2. Determination of citrate in soft drinks and drugs using an

enzymatic test as a reference method

Matrix One-shot

procedure

S Reference

procedure

S Pval

(%)

Orange drink 3.3 g L�1 0.455 3.59 g L�1 0.066 32.2

Eno Sal

de frutas

0.51 g g�1 0.056 0.47 g g�1 0.005 27.6

Uralyt-Urato 0.74 g g�1 0.017 0.71 g g�1 0.017 14.1

Citrocil 0.52 g g�1 0.019 0.50 g g�1 0.033 42.0

Micralax 0.057 g g�1 0.005 0.051 g g�1 0.002 14.0

Three replicate samples in both cases.

Development of a One-Shot Optical Citrate Sensor Based on a Guanidinium Synthetic Receptor 99



[4] Izco J M, Tormo M, Harris A, Tong P S, Jimenez-Flores R

(2003) J Dairy Sci 86: 86

[5] Moreno-Cid A, Yebra M C, Santos X (2004) Talanta 63: 509

[6] M€oollering H (1985) Citrate. Verlag Chemie, Weinheim=
Academic Press, New York, p 328

[7] Velterop J S, Vos F (2001) Phytochem Anal 12: 299

[8] Lin Z, Wu M, Sch€aaferling M, Wolfbeis O S (2004) Angew

Chem Int Ed 43: 1735

[9] Beer P D, Gale P A (2001) Angew Chem Int Ed 40: 486

[10] Gale P A (2000) Coord Chem Rev 199: 181

[11] Schmidtchen F P, Berger M (1997) Chem Rev 97: 1909

[12] Fitzmaurice R J, Kyne G M, Douheret D, Kilburn J D (2002)

J Chem Soc Perkin Trans 1 841

[13] Metzger A, Lynch V M, Anslyn E V (1997) Angew Chem Int

Ed 36: 862

[14] Snowden T S, Anslyn E V (1999) Curr Op Chem Biol 3: 740

[15] Metzger A, Anslyn E V (1998) Angew Chem Int Ed 37:

649

[16] Anslyn E V, Metzger A (2001) Receptor and method for citrate

determination. Patent no. US 6,048,732

[17] McCleskey S C, Metzger A, Simmons C S, Anslyn E V (2002)

Tetrahedron 58: 621

[18] Cabell L A, Best M D, Lavigne J J, Schneider S E, Perreault

D M, Monahan M-K, Anslyn E V (2001) J Chem Soc Perkin

Trans 2 315

[19] Morf W E, Seiler K, Rusterholz B, Simon W (1990) Anal

Chem 62: 738

[20] Mundla S R, Wilson L J, Klopfenstein S R, Seibel L,

Nikolaides N N (2000) Tetrahedron Lett 41: 6563

[21] Arroyo E, Fernandez-Ramos M D, Capitán-Vallvey L F

(2003) A coextraction-based optical test strip for the deter-

mination of nitrate in waters. Proceedings of the Colloquium

Spectroscopicum Internationale XXXIII. Granada (Spain),

September 7–12

[22] Seiler K, Simon W (1992) Anal Chim Acta 266: 73

[23] Capitán-Vallvey L F, Fernández-Ramos M D, Alvarez de

Cienfuegos P, Santoyo-Gonzalez F (2003) Anal Chim Acta

481: 139

[24] Meier P C (1982) Anal Chim Acta 136: 363

[25] Capitán-Vallvey L F, Fernández-Ramos M D, Alvarez de

Cienfuegos P (2002) Anal Chim Acta 451: 231

[26] Bakker E, B€uuhlmann P, Pretsch E (1997) Chem Rev 97: 3083

[27] B€uuhlmann P, Pretsch E, Bakker E (1998) Chem Rev 98: 1953

[28] He H, Li H, Uray G, Wolfbeis O S (1992) Talanta 40: 453

[29] He H, Uray G, Wolfbeis O S (1992) Fresenius J Anal Chem

343: 313

[30] Negishi T, Nakatani K (2003) Phys Chem Chem Phys 5: 594

[31] Bisson A P, Lynch V M, Monahan M K, Anslyn E V (1997)

Angew Chem Int Ed 36: 2340

[32] Bakker E, Willer M, Pretsch E (1993) Anal Chim Acta 282:

265

[33] Lerchi M, Bakker E, Rusterholz B, Simon W (1992) Anal

Chem 64: 1534

[34] Analytical Methods Committee (1994) Analyst 119: 2363

100 Development of a One-Shot Optical Citrate Sensor Based on a Guanidinium Synthetic Receptor



Analytica Chimica Acta 561 (2006) 156–163

Logit linearization of analytical response curves in optical disposable
sensors based on coextraction for monovalent anions

L.F. Capit́an-Vallvey∗, E. Arroyo-Guerrero,
M.D. Ferńandez-Ramos, L. Cuadros-Rodrı́guez
Department of Analytical Chemistry, Faculty of Sciences, Campus Fuentenueva,

University of Granada, Granada 18071, Spain

Received 28 September 2005; received in revised form 11 December 2005; accepted 29 December 2005
Available online 3 February 2006

Abstract

The application of a decimal logistic transformation to the sigmoidal calibration curve of ion-selective bulk optodes for the determination of
anions based on hydrophobic membranes containing neutral ionophore and chromoionophore is formally established and, consequently, a wide
linear calibration function is obtained. The problems derived from the use of a sigmoidal curve in the calibration are therefore solved and the linear
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The general equation resulting from the logistic transformation is discussed considering the stoichiometric factors for monovalent a

he linearization of the theoretical fit to experimental data was checked for two real cases. The strategy was applied to the determination
nd nitrate using disposable sensors for different types of waters (tap, well, stream, rain, snow and sea), validating the results againse
rocedure. This new linear calibration proposed for anion determination increases the linear dynamic range up to six orders of mag
ain advantage is that it is possible to directly quantify samples with very different analyte contents in a fast and simple way. The m
asy to use and eliminate the need for prior treatment of the sample.
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. Introduction

Bulk ion-selective optodes are conceptually and composi-
ionally similar to carrier-based ion selective electrodes but
echanistically different. With optodes based on a second com-
onent, also known as bulk optodes[1], the analyte recogni-

ion event accomplished by means of ionophores is shown by
separate compound also placed in membrane and called a

hromoionophore, through a coupled reaction into an optical
ransduction. A plasticized polymeric membrane contains all
he necessary compounds for extraction and recognition of the
nalyte and for the transduction of the recognition event into an
ptical signal.

In the case of the second component membranes for anions,
ptical sensing is based on the coextraction of the anionic analyte

∗ Corresponding author. Tel.: +34 958248436; fax: +34 958243328.
E-mail address: lcapitan@ugr.es (L.F. Capitán-Vallvey).

due to the ionophore present in the membrane next to a
ence cation, usually a hydrogen ion, which is recognized b
acid–base indicator also in the lipophilic membrane. Since
membranes respond to the product of the activities of the a
and the coextracted cation (hydrogen ion), the measurem
fixation of pH makes it possible to determine analyte act
or concentration working at a constant ionic strength. Diffe
chemical sensors for relevant anions have been designe
characterized, such as for chloride[2–5], nitrate[6–8], nitrite
[9,10], thiocyanate[11], sulphite[12] and carbonate[13].

This sensing element can be implemented in different w
i.e. fibre-optic probes[2], flow sensors[11], test strips and dis
posable sensors[14,8], or microsphere-based optical sens
[4], which serve as examples for various practical realizat
However, the technical aspects are different and the wo
principles are also unique with respect to the versatility o
sensors, which can be constructed.

The characteristic response function of such sensors –
lytical parameter versus logarithm of analyte activity – ha

003-2670/$ – see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

oi:10.1016/j.aca.2005.12.065
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sigmoidal shape[15]. This means a problem for calibration pur-
poses, since only the central zone of the sigmoid, which can be
assimilated to a straight line, is used as the calibration function,
and a part of the analytical information that the whole sigmoidal
dependence takes is lost.

The transformation of the non-linear relationship into a linear
one was made using a logistic regression, a type of generalized
linear model, making it possible to predict a discrete outcome
from a set of variables that may be continuous, discrete, dichoto-
mous, or a combination of any of these.

In the logit regression model, the predicted values for the
response variable will never be≤0 or≥1, regardless of the values
of the independent variables. This is accomplished by applying
the regression Eq.(1) which always produce predicted values in
the range of 0–1

y = exp(b0 + b1x1 + · · · + bnnn)

1 + exp(b0 + b1x1 + · · · + bnnn)
(1)

If we consider a dependent variabley ranging from 0 to 1 (for
example, a probability), we can transform (logit or logistic trans-
formation) that variabley as:

y′ = ln

(
y

1 − y

)
(2)
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2. Theory

2.1. General model

The working mechanism of coextraction membranes, as
much probe, as flow or as in disposable format, relies on con-
centration changes inside the bulk of an hydrophobic separate
phase and is theoretically well understood[15,22,23]. The anion
recognition is due to ionophore present in the membrane and the
optical transduction is usually implemented through the cou-
pling of a chromoionophore carrying auxochromic groups such
as a lipophilic acid–base indicator. The electroneutrality con-
dition in the hydrophobic membrane implies the phase transfer
equilibrium of two ions, analyte Xν− and reference ion Mz+,
usually a proton, as an ionophore-mediated coextraction equi-
librium that makes the optical response possible, according to
Eq.(4) in which barred species are in membrane phase:

pL̄ + νC̄ + νH+ + Xν− ⇔ XL ν−
p + νHC+ (4)

The charge of ionophore L or chromoionophore C present in
the membrane determines in some instances the need for a large
cationic R+ or anionic R− lipophilic salt to produce the required
ion-exchange properties to the membrane[15,24].

The response characteristic description of the disposable sen-
sor can be accomplished through the absorbance or lumines-
c lective
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This transformed variabley can theoretically assume any va
between minus and plus infinity. Since the logit transform so
the issue of the 0/1 boundaries for the original dependent
able, we can use those the logit transformed values in an ord
linear regression equation. Namely, if we perform the logit tr
formation on both sides of the logit regression equation
obtain the standard linear multiple regression model from
(3):

y′ = (b0 + b1x1 + · · · + bnxn) (3)

This type of transformation has been used in analytical chem
for very different purposes, such as to linearize the sigm
shape response in immunoassay, both radioimmunoassa[16]
and ELISA [17]. It has also been used for the evaluation
test kits[18] and dipstick tests[19] of dichotomous respons
Additionally, logistic transformation has been applied to o
analytical situations such as to model capacity factors as a
tion of the pH in HPLC optimization[20] and to model mobilit
as a function of pH in capillary zone electrophoresis[21].

The use of logistic linearization can improve the use
optodes in different ways: (1) by notably increasing the dyna
range, and (2) by making direct quantification of samples p
ble without the need for dilution or preconcentration, if poss
In this paper, this new methodology was applied to anion op
sensors, namely to optical disposable sensors previously
oped by us for the determination of chloride[5] and nitrate[8]
in different types of water. To validate the methodology, dif
ent real water samples coming from different provenance
with analyte concentration levels in the extreme zones of
calibration functions were analysed comparing the results
an ion chromatography reference method.
-
y

.

y
l

-

-

l
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ence changes of the protonated species of the proton-se
onophore or chromoionophore, which is the optical measu
pecies in membrane phase, as a normalized parameterα [15,22]

= A − AHC

AC − AHC
(5)

heα value, defined as the degree of deprotonation, is obta
y using the absorbance, or luminescence, of the fully proton
AHC) and deprotonated (AC) chromoionophore and problem (A)
ccording to Eq.(6)and is related to the overall coextraction c
tantKcoext, the analytical concentrations of ionophoreCL and
hromoionophoreCC and the activities of analyte Xν− and H+ in
he aqueous phase through the intrinsically sigmoidal resp
unction:

coext(aH+ )ν(aXν− ) = (1 − α)1+ν

αν
[(

CL
CC

− (1 − α)p
ν

)p

νC
p−1
C

] (6)

erived from a thermodynamic equilibrium reaction altho
nvolving some non-thermodynamic assumptions, such as
tant activity coefficients within the membrane phase, am
thers[1].

These equations show the dependence between the a
f the analyte anion,aXν− , and the degree of deprotonation
hromoionophore,α, since all the other terms are constant
ach analytical system. Using Eq.(6) in logarithmic form (Eq
7)) and plottingα versus logaXν− , a sigmoidal curve (Fig. 1) is
btained

ogaXν− = log
(1 − α)1+ν

αν
(

CL
CC

− (1 − α)p
ν

)p

νC
p−1
C × 10−ν pHKcoext

(7)
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Fig. 1. Dynamic linear range in sigmoidal-type response using previous method-
ology.

For optode membranes, the middle portion of the sigmoidal
curve is nearly linear and it is habitually used as a linear calibra-
tion curve for analytical purposes. The useful measuring range
typically covers 2–4 orders of magnitude of the analyte concen-
tration and depends, at a constant pH value, on the membrane
composition, the charge of the analyte anion and the stoichiome-
try of the formed complex in the polymeric film; thus the working
range increases for higher analyte charges and/or higher com
plex stoichiometries[15,1].

The linear interval is defined between a lower and upper limit
[25]. The lower limit can be calculated using different approxi-
mations based on: (i) the loss of sensitivity due to the sigmoida
shape of the response function at low anion concentrations, an
(ii) interference from other ions[15]. The first approximation,
loss of sensitivity, has been defined through: (a) the standar
deviation of background signal[26], (b) the variation of a given
fraction of maximum slope of response function[27], and (c) the
intersection point of two linear functions of maximum and min-
imum slope, this one in the zone of minimum concentration of
the sigmoidal function[28] (Fig. 1). As the sensitivity decreases
continuously with increasing analyte activity, the upper detec-
tion limit can be described in analogy with previous definitions
(b) and (c). In the latter case, it is necessary to be able to defin
a linear function with minimum slope in the zone of high activ-
ity. If this is not possible, as is usual, due to some problem,
such as lack of solubility of the corresponding salt, a practica
u ear
c

em-
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t orte
t
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t logit
t

oida
f for-
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range that makes it possible to measure samples containing any
analyte concentration without needing to dilute or concentrate
the sample beforehand.

To find a linear function of the typeY = A + BX from the sig-
moidal theoretical model, Eq.(7) is rewritten as:

log
(1 − α)1+ν

αν
(

CL
CC

− (1 − α)p
ν

)p

= log(νCp−1
C × 10−ν pHKcoext) + logaXν− (8)

and regrouped in the following form:

log

(
1 − α

α

)1+ν

+ log


 α(

CL
CC

− (1 − α)p
ν

)p




= log(νCp−1
C × 10−ν pHKcoext) + logaXν− (9)

In the case of monovalent anions (ν = 1), the following Eq.(10)
results in:

log

(
1 − α

α

)
+ 1

2
log


 α(

CL
CC

− (1 − α)p
)p




= 1

2
log(Cp−1

C × 10−pHKcoext) + 1

2
logaXν− (10)

T

Y

w l
l -
d , and
B

Y

X

A

W ithm
i qua-
t s. In
a void
a

e
a

D

W a
s

pper detection limit is obtained from the intercept of the lin
alibration function with the axis of abscise[29].

This way of defining the measuring range of optode m
ranes means a loss of potential analytical information, s

he measuring range for the analyte is various orders sh
han the whole dynamic range. However, as seen inFig. 1, the
nalytical response (α) is a logistic function having values

he range (0,1), for which reason it can be linearized by a
ransformation.

The aim of this paper is to study the use of the whole sigm
unction to extract analytical information through its trans
ation into a linear function and thus obtain a wider applica
-
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his last equation can be rewritten in a simplified way as:

(α) + D(α) = A + BX (11)

hereY(α) is the inverse of the decimal logit ofα, X the decima
ogarithm of the activity of the considered anion,A the indepen
ent term that remains constant for each analytical system
is the linear coefficient or slope:

(α) = log

(
1 − α

α

)
(12)

= log aXν− (13)

= 1

2
log(Cp−1

C × 10−pHKcoext)

= p − 1

2
logCC + 1

2
(logKcoext− pH) (14)

e apply a decimal logarithm instead of a neperian logar
n order to maintain the usual formalism in the analytical e
ions that imply constants of equilibrium and concentration
ddition, we use the inverse of the decimal logit in order to a
negative slope.
Eq.(11) is similar to a straight line equation (Y(α) versusX),

xcept for the introduction of a disturbance termD(α), defined
s:

(α) = 1

2
log

[
α

(
CL

CC
− (1 − α)p

)−p
]

(15)

hen Y(α) is plotted versusX, if D(α) is zero or constant,
traight line with slopeB = 0.5 will be found, while ifD(α) is a
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linear function ofα, a straight line with a slope different than
0.5 will be yield. In any other case, a curve will be obtained for
theD(α) function.

A similar logit transformation, named by Rodbard and Hutt
[30] as a fully specified logit–log model, has been previously
applied to describe an algebraically equivalent expression for
the logistic function which is effectively linearized through the
equation: logitZ = a + b log(concentration), this being the fully
specified logit ofZ equal to: logitZ = log[(Z − Zmin)/(Zmax− Z)].

To verify the validity of this proposition, we selected two
disposables sensors for anions previously developed by us,
namely for chloride[5] and nitrate[8]. The general equation was
adjusted for each particular case and checked experimentally.

2.2. Model for nitrate disposable sensor

In this case, the following coextraction equilibrium holds:

C̄ + L̄ + H+ + NO−
3 ↔ HC+ + LNO−

3 (16)

in which the acidic form of chromoionophore is positively
charged. AsCL/CC = 1[8], Eq.(10)could be written in the form:

log

(
1 − α

α

)
+ 1

2
log

[
α

(1 − p(1 − α))p

]
= A + 1

2
logaX−

(17)
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Fig. 3. Influence of stoichiometry onD term for chloride disposable sensor. (a)
p = 0.33; (b):p = 0.5; (c)p = 0.66; (d)p = 1; (e)p = 1.5; (f) p = 2.

brane:

LCl + HC ↔ C− + L+ + H+ + Cl− (18)

Since in this case the chromoionophore, that show a neutral
acidic form, cannot be fully deprotonated (α ∼= 0.9) at the work-
ing pH (2.0), it is practically difficult to determine the absorbance
for α = 1, the problem being solved using an effectiveα value,
αeff, in which AC is measured in buffer as indicated in Section
3. Additionally, for this analytical system,CL/CC = 2 [5], so the
usable equation can be:

log

(
1 − αeff

αeff

)
+ 1

2
log

[
αeff

(2 − p(1 − αeff))p

]

= A + 1

2
logaX− (19)

As in the previous case, the corresponding plots ofD(α) andY(α)
versusX from several values ofp are obtained, showing (Fig. 3)
that theD(α) term varies with analyte activity independently of
the value of stoichiometric factor, in such a way that for logaCl−
values lower than−3, theD(α) term is constant and near zero; in
these conditionsY(α) always varies linearly with logaCl− . For
logaCl− values higher to−3, theD(α) term leave to be constant
and the curve deviates from linearity. Nonetheless,D(α) varies
only between 0 and−1, while Y(α) can accept values from +2
to −2, which means that the deviations of linearity introduced,
i l can
b

2

nes
i the
t ox-
i
c e, it
i
f y
t f the
c

n order to know howD(α) varies withX and whenY(α) is a
inear function ofX, a plot ofD(α) versusX for different values
f stoichiometric factorp are obtained.Fig. 2 shows that onl
henp is 1, the disturbance factorD(α) is 0.D(α) depends als
n the analyte activity, but for logaNO−

3
lower than−4, D(α) is

early zero, while when the anion concentration increase
(α) term moves away from zero value dramatically. Theref
(α) is a linear function of logaNO−

3
for coextraction system

ith p = 1, or when logaNO−
3

is less than−4 for any value ofp.

.3. Model for chloride disposable sensor

In contact with an aqueous solution containing chloride
ollowing coextraction equilibrium holds in the disposable m

ig. 2. Influence of stoichiometry onD term for nitrate disposable sensor.
= 0.33; (b):p = 0.5; (c)p = 0.66; (d)p = 1; (e)p = 1.5; (f) p = 2.
n this case, are not excessively large and the linear mode
e applied in a rough form.

.4. Estimation of the overall coextraction constant

The overall equilibrium constant of bulk optode membra
s usually calculated by fitting the experimental data to
heoretical model by simple fit[25], using a least squares appr
mation to the central points of the sigmoid[29] or by iterative
alculation[31]. With the data transformation proposed her
s possible to calculate the overall coextraction constantKcoext
rom the intercept of linearized Eq.(11). It is only necessar
o know the pH value and the analytical concentrations o
omponents in the membrane.
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3. Experimental

3.1. Reagents

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 purifi-
cation system (Millipore, Bedford, MA).

Chloride and nitrate stock solutions (1000 M) were prepared
in water by weighing dry potassium chloride (Sigma–Aldrich
Qúımica S.A., Madrid, Spain) and dry potassium nitrate (Merck,
Darmstadt, Germany), respectively. Solutions of lower con-
centration were prepared by dilution with water. Buffers:
0.02 M pH 6.0 from sodium dihydrogen phosphate and sodium
monohydrogen phosphate and 0.1 M pH 2.0 from orthophos-
phoric acid/sodium dihydrogen phosphate (all from Sigma–
Aldrich).

For preparing the optode films, poly(vinyl chloride) (PVC;
high molecular weight), tributylphosphate (TBP), bis-(2-
ethylhexyl)-sebacate (DOS), and tetrahydrofuran (THF) were
purchased from Sigma (Sigma–Aldrich) and trioctyltin chloride
(TOT) were purchased from Fluka (Fluka, Madrid, Spain). The
chromoionophores and ionophore were synthesized, purified
and identified by us according to references: dibromofluorescein
octadecyl ester (BFE)[3]; (1,2-benzo-7-(diethylamino)-3-
(octadecanoylimino)-phenoxazine[32] and 2,16,18,32,45,47-
h [1
1
7 ene
6 er
t ort.

3
m

stra
u -
t atch
o S,
1 FE
a batc

of 29.20 mg (32.2 wt.%) of PVC, 58.80 mg (65.0 wt.%) of
TBP, 1.50 mg (1.7 wt.%) of HNOPH and 1.00 mg (1.1 wt.%) of
N,N-diethyl-5-(octadecanoylimino)-5H-benzo[a]phenoxazine-
9-amine, in both cases dissolved in 1 mL of freshly distilled
THF. The disposable sensors were cast by placing 15 and
20�L, for chloride and nitrate membranes, respectively, on a
14 mm× 4 cm× 0.5 mm thick polyester sheet by means of a
laboratory-made spin-on device and stored in a vacuum dryer
at room temperature to enable slow solvent evaporation.

The response of the disposable sensors for nitrate was eval-
uated by adding 8 mL of test solution to a polyethylene plastic
tube together with 2 mL of pH 6.0 buffer solution. The dispos-
able sensor was then introduced for 5 min into the tube without
shaking. In the case of chloride, 8 mL of test solution was added
to a plastic tube with 2 mL of pH 2.0 buffer solution. In this case,
the disposable sensor was then introduced for 6 min into the tube
without shaking. After reaching equilibrium, the absorbance of
the membranes was measured at 660 and 534 nm for nitrate and
chloride, respectively, in a Hewlett Packard diode array spec-
trophotometer (model 8453; Nortwalk, CT, US) provided with
a 44 mm high, 12 mm wide homemade membrane cell holder
made of a matte black painted iron block[35]. The absorbance
values, corresponding to the fully protonated (AHC+ ) and depro-
tonated (AC) forms of the chromoionophore necessary for calcu-
lation ofα values, were measured by conditioning the disposable
sensors in 10−2 M HNO and 2× 10−2 M NaOH, respectively,
f
r ated
a
T ments
w ents
w re not
c
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l
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n of d
exaethyl-5,13,21,29,34,42,44,46,48-nonaaza heptacyclo
5.11.13,31.17,11.115,19.123,27.136,40]-octatetraconta-1,3(45),
(48),8,10,15(47),16,18,23(46),26,31,36,37,39-pentadeca
,12,22,28,35,41-hexone (HNOPH)[33,8]. Sheets of polyest

ype Mylar (Goodfellow, Cambridge, UK) were used as supp

.2. Preparation of disposable membranes and
easurement set-up

The membranes were produced on a polyester sub
sing a spin-coating technique[34]. Mixtures for the prepara

ion of chloride-sensitive membranes were made from a b
f 40.0 mg (32.7 wt.%) of PVC, 80.0 mg (65.4 wt.%) of DO
.33 mg (1.08 wt.%) of TOT and 1.0 mg (0.82 wt.%) of B
nd for nitrate-sensitive membranes were made from a

Fig. 4. Decimal logit ofα variance curves as a functio
5.

-

te

h

3
or nitrate membranes and in 10−2 M HCl and 10−2 M buffer,
espectively, for chloride membranes. Activities were calcul
ccording to the two-parameter Debye–Hückel formalism[36].
o correct for the background absorbance, the measure
ere made against a Mylar polyester strip. All measurem
ere carried out at room temperature. The membranes we
onditioned before use.

. Results and discussion

.1. Verification of the theoretical model: establishment of
inear calibration curves

To verify the reliability of the theoretical models (Eqs.(17)
nd (19)), two sets of 15 standard solutions of nitrate

ecimal logarithm of chloride (A) and nitrate (B) activities.
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Fig. 5. Comparison between the calibration curves for chloride. (A) Traditional calibration plot (prior to linearization); (B) proposed calibration plot (logit lineariza-
tion). Filled line: (OLS) regression; Dotted line: (WLS) regression.

chloride ions were independently prepared containing between
8.37× 10−4 and 2.59× 102 mM in activities (1× 10−3 and
5× 102 mM in concentrations) of nitrate and 8.59× 10−4 and
3.25× 102 mM in activities (1× 10−3 and 5× 102 mM in con-
centrations) of chloride, respectively. We analysed nine repli-
cates of each standard solution with a new disposable sensor
each time, according to the procedure indicated above in Sec-
tion 3 and the correspondingα values (Eq.(5)) were obtained.

In addition, the precision of the logit(α) parameter was
studied in the entire application range observing that variance
increases towards the extremes of the analytical range.Fig. 4
shows the obtained variance curves, which follow a parabolic
profile for both cases studied. The experimental values are fitted
by a ordinary curvilinear (parabolic) regression.

Next, experimental data were fitted to the theoretical linear
model by using two types of regressions: (i) a linear ordinary
least squares (OLS) regression, and (ii) a linear weighted least
squares (WLS) regression. For this last regression, the inverse
of the corresponding variances were used as weights. These
variances were obtained from the predicted values for the fit-
ted variance curves noted in the preceding paragraph.

In addition, a theoretical calibration function was obtained
from Eqs.(17) and (19)for nitrate and chlorides, respectively,
using the same activity data tested experimentally. From those

Table 1
Comparison between theoretical, experimental OLS-fitted and experimental
WLS-fitted calibrations for nitrate and chloride disposable sensors

Chloride Nitrate

Theoretical calibration
Intercept 1.939 1.530
Slope 0.613 0.500
Correlation coefficient 0.990 1.000

OLS-fitted calibration
Intercept 1.946 1.648
Slope 0.650 0.552
Correlation coefficient 0.980 0.995

WLS-fitted calibration
Intercept 1.939 1.723
Slope 0.683 0.563
Correlation coefficient 0.978 0.994

data the theoreticaly-values were calculated and fitted by means
of an OLS calibration.Figs. 5 and 6show the calibration plots
with traditional and proposed methodology for Cl− and NO3

−,
respectively, andTable 1shows the results obtained comparing
the calibration features between the theoretical model and the
fitted experimental data for each disposable sensor.

F al calibration plot (prior to linearization); (B) proposed calibration plot (logit linearization).
F

ig. 6. Comparison between the calibration curves for nitrate. (A) Tradition
illed line: (OLS) regression; Dotted line: (WLS) regression.
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Table 2
Comparison between the applicable analytical concentration intervals for dis-
posable sensors when calibration is performed: (a) using the central portion of
theα vs. log(activity) curve (preceding methodology), and (b) the whole decimal
logit(α) vs. log(activity) curve (proposed methodology)

Disposable sensors Preceding methodology Proposed methodology

Nitrate (mg L−1) 1.6–620a 0.06–31000
Chloride (mg L−1) 6.2–360b 0.2–17800

a From Ref.[8].
b From Ref.[5].

As can be seen, there is no significant difference between
the calibration curve features when ordinary and weighted least
squares are applied with the theoretical calibration.

In addition,Table 2defines the applicable analytical con-
centration interval for each disposable sensor procedure when
the calibration is performed from both traditional and proposed
methodologies. The dynamic linear range for nitrate using the
previous methodology was from 1.6 to 620 mg L−1 (two orders
of magnitude) and is now from 0.06 to 31,000 mg L−1 (six
orders). In the case of chloride, the previous methodology used
gave an analytical range from 6.2 to 360 mg L−1 (two orders),
which changes to 0.2–17,800 mg L−1 (five orders) with this
methodology. The considerable increase in the obtained lin-
ear dynamic range means a serious advantage for the propos
methodology.

One possible drawback of this methodology is the fact that
the precision of the measurements decreases with the parabo
profile towards the edge of linear dynamic range, although thes
values are acceptable for disposable-type sensors.

The overall coextraction constants, as logKcoext, calculated
from the intercept of linearized Eqs.(17) and (19)were 9.3 for
nitrate and 5.9 for chloride. The values were calculated using
the least squares approximation to the central points of sigmoi
[29] were 9.06 and 4.41, respectively). The difference between

the values found in the case of chloride can be attributed to
the disturbance value that in this case was different from zero,
producing a not strictly linear function.

4.2. Analytical applications

In order to assess the usefulness of the proposed lineariza-
tion method for anion optical sensors, we applied it to two
disposable sensors previously designed and characterized by
us for the determination of chloride and nitrates. To do this,
we selected samples of waters coming from diverse prove-
nance (tap, well, stream, snow and sea) whose nitrate and
chloride content were in the new zones of the linear dynamic
range obtained by the proposed linearization method.Table 3
shows the results obtained using the disposable sensor pro-
cedures described here for chloride and nitrate compared to
an ion chromatography method[37,38] used as a reference
method.Table 3also includes the mean values from three deter-
minations of each sample and the standard deviation of these
measurements.

In addition, and due to the wide interval of concentrations
studied in the validation, the RMSRE (root mean squared rela-
tive error) was used as a standard feature to evaluate the capacity
of prediction of the proposed calibration in relation to the ref-
erence concentrations. The RMSRE was calculated from the
e
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T .02
S 0.00
S 1.01
S .41
S 5.19
S 41
R .95
R .01
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T .02
S 0.03
W .50
W .91
W .06
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able 3
etermination of chloride and nitrate in different types of water using ion

ample Disposable sensor Cl− (mg L−1

ap water (Granada) 1.52
now (Sierra Nevada, Granada) 0.52
tream water (Chauchina, Granada) 333.52
tream water (Ĺachar, Granada) 118.33
eawater (Almũnecar, Granada) 23313
eawater (Almerı́a) 15639
iver water (Malah́a, Granada) 1820
ain water (Granada) 0.34

ample Disposable sensor NO3
− (mg L−1)

ap water (Granada) 1.16
now (Sierra Nevada, Granada) 0.14
ell water (Valderrubio) 207.76
ell water (Illora, Granada) 115.51
ell water (Otura, Granada) 27.86

ll results were obtained from three replicate analyses.
a Standard deviation from the three replicates.
ed

lic
e

d

xpression

MSRE=
√

1

N

∑ (
concestimated− concreference

concreference

)2

(20)

hereN refers to the number of references in the test set.
btained values from the data set collected inTable 3are 0.35 an
.28 for the NO3

− and Cl− analytical systems, respectively.
onclusion, the results obtained for both methods agree, w
orroborates the validity of the assumptions made in this
arization methodology.

atography as a reference method

sa Reference method Cl− (mg L−1) s

0.51 3.14 0
0.13 0.49

149.70 436.44
16.45 157.26 0

4322.20 21585.20 8
7069 22735.82 105.

334 1484.75 4
0.11 1.00 0

s Reference method NO3− (mg L−1) s

0.18 1.41 0
0.04 0.14

24.23 154.08 0
47.64 77.77 0

3.72 30.89 0
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5. Conclusion

We have established a simple mathematical linear model
applicable to sensor membranes for anions based on the use of
ionophore–chromoionophore chemistry working by coextrac-
tion. This methodology makes direct and fast determination of
the samples possible without the need for preliminary oper-
ations, as the application range increases up to six orders of
magnitude of analyte concentration, permitting the direct mea-
surement of samples with extreme contents of analytes. In the
two examples studied here, disposable sensors for nitrate and
chloride, it was possible to analyse samples from snow water
to seawater. The new curve response linearization for optical
disposable sensors increases the analytical feasibility of that
type of optical sensors. Additionally, this linearization method-
ology could be of interest for all sensing formats based on
ionophore–chromoionophore chemistry such as flow through
sensor probes.
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