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Justificacion de la Tesis

El desarrollo socio-econdmico de los paises desarrollados exige de las administraciones
la puesta en accién de controles ambientales cada vez mds estrictos, por lo que la creciente
demanda de técnicas de deteccidn y/o eliminacidén de analitos con interés ambiental, ha
provocado un enorme interés en la busqueda y desarrollo de nuevas tecnologias que den lugar
a métodos de andlisis e instrumentacion sencilla para la monitorizacion directa de analitos, asi
como a nuevos materiales funcionales. La importancia actual de este objefivo explica el
avance exponencial que ha experimentado el desarrollo de nuevos materiales inteligentes.
Dentro de este marco, la combinacidon de las excelentes propiedades que ofrecen las fibras
Spticas como vias de transmisién de la luz a través de grandes distancias, con la abundante
informacién quimica que se puede obtener mediante técnicas analiticas espectroscdpicas, ha
llevado a un aumento espectacular de la utilizacion de estos nuevos materiales en el desarrollo
de sensores con deteccién oéptica para el andlisis de numerosos pardmetros de interés

medioambiental, industrial, clinico y quimico, tales como pH, oxigeno o contaminantes.

Por otro lado, la conjugacidn del uso de polimeros funcionales con la capacidad actual
de procesarlos, transformdndolos en materiales nanoestructurados, ha permitido innovar en la
aplicacion de estos nuevos materiales, desarrollando membranas capaces de eliminar (retener)
contaminantes del medio hidrico, dando lugar a materiales con una gran aplicabilidad

ambiental e industrial, solucionando problemas complejos presentes en la Quimica Analitica.

El objeto principal de esta memoria es el desarrollo de nuevos materiales y su aplicaciéon
tanto en fases sensoras épticas, para la determinacién de pH, oxigeno y Hg(ll), como en la

retencién y eliminacién de haluros en medio acuoso.
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Objetivos

Se pretenden conseguir fases sensoras dpticas que controlen pardmetros generales de
gran interés en la determinacién de la calidad de las aguas (pH y pOa2). Para ello, el primer
objetivo consiste en desarrollar nuevos materiales sensores de pH que tengan una vida Ufil
mucho mds efectiva que los actuales. Se ha demostrado que su inmovilizacién covalente en
soportes sélidos aumenta su estabilidad, ya que elimina los procesos de agregacién y migracion;
haciendo que las caracteristicas de la fase sensora sean mds adecuadas para producir sensores
a escala industrial. Por tanto, se van a sintetizar nuevos compuestos épticamente sensibles a pH,
basados en rodaminas funcionalizadas, cuyo principio de sensibilidad a los cambios de pH se
debe a una fransferencia de electrones fofoinducida (PET) inframolecular, enfre los grupos
amino no protonados y el croméforo excitado. La funcionalizacién de estos indicadores con un
grupo pentafluorofenilo va a permitir inmovilizarlos, mediante un acoplamiento covalente
sencillo por ‘“click chemistry”, en matrices sélidas como gel de silice y poli(2-

hidroxietiimetacrilato).

En cuanto a los sensores de oxigeno, existen multitud de compuestos que ofrecen unas
caracteristicas excelentes para su construccion, principalmente complejos de Pt(lll), Pd(ll), Ru(ll)
e Ir(lll). Sin embargo estos complejos suelen ser caros y encarecen mucho la fabricacién a gran
escala de este tipo de sensores. Para disminuir el coste seria necesario poder disponer de otros
complejos de metales mds baratos. Hay ciertos indicios que hacen pensar que seria posible
disenar complejos de Cu(l) que poseyesen propiedades similares a estos complejos, por lo que el
segundo objetivo va a abordar su sintesis, caracterizacién e inmovilizacion en diferentes soportes
sélidos, para evaluar las verdaderas bondades de estos nuevos complejos en el campo de los
sensores de oxigeno. La caracterizaciéon se va a llevar a cabo por métodos de fase resuelta y

por tiempos de vida de luminiscencia, en el dominio de la frecuencia.

Por otro lado, la contaminacién por metales pesados como el mercurio, plantea una
gran amenaza a causa de los efectos letales que puede llegar a causar en el medio ambiente y
en los organismos vivos que habitan en él, por lo que su deteccidn de forma rdpida, sencilla y
selectiva es un objetivo crucial. Los principales problemas a la hora de inmovilizar un indicador
en soportes sélidos, se deben al cardcter hidrofilico que suele tener este, conduciendo a una
lixiviacion del indicador inmovilizado. Ademds, la gran mayoria de los polimeros comerciales
suelen ser de cardcter hidrofébico, impidiendo o dificultando la difusién del analito desde el
medio acuoso hacia la fase sensora; no hay muchos polimeros hidrofilicos y ademds
quimicamente compatibles que puedan ser utilizados para este fin. Actualmente, los esfuerzos
en este campo estdn enfocados al desarrollo de nuevos sensores dpticos de deteccion rdpida,

selectiva y con elevada sensibilidad para el seguimiento de iones de metales pesados a tiempo
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real. Para desarrollar una fase sensora dptica que se acerque a los requerimientos actuales del
mercado, es necesario aumentar la estabilidad de las sondas y su sensibilidad analitica; ademds
su cardcter hidrofilico supone una dificultad anadida a la hora de inmovilizarlas en un soporte
polimérico. Por tanto, el tercer objetivo de esta Tesis es desarrollar nuevos polimeros hidrofilicos y
utilizarlos como soporte para la preparaciéon de una fase sensora sensible a mercurio en medio

ACUOsO.

El cuarto objetivo serd procesar el material desarrollado en el tercer objetivo, mediante
técnicas electrohidrodindmicas, para disminuir su tamano, aumentando su superficie especifica
y por tanto, su sensibilidad; y obtener materiales nanoestructurados, con el fin de aumentar su

estabilidad y mejorar los tiempos de respuesta.

Siguiendo en la linea de contaminantes en medio acuoso, la presencia de haluros en
aguas supone un gran problema para la industria, que dedica un importante esfuerzo
econdémico a retirarlos de las aguas que usan en sus procesos de fabricacidn. Existen multitud de
formas de retirarlos de forma quimica, pero la mayoria requieren de compuestos que pueden ser
mds perjudiciales y dafinos que los propios haluros o son muy costosos debido principalmente a
que no se pueden reutilizar. Por ello, en los Ultimos anos ha habido un interés creciente por el
desarrollo de nuevos materiales inteligentes capaces de retirar de forma selectiva los haluros de
las aguas y que, posteriormente, puedan ser regenerados y reutilizados; disminuyendo asi el
coste de este proceso. El quitosano es un polimero derivado de la quitina (presente en el
exoesqueleto del marisco) y actualmente se estdn desarrollando trabajos inmovilizando plata en
este polimero con aplicaciones biocidas anti-incrustantes, sin embargo estos materiales podrian
desarrollarse para precipitar haluros en su superficie. Por ello, el quinto objetivo de esta Tesis
consistird en diseiar nuevos materiales basados en mezclas poliméricas de quitosano y acetato
de celulosa, con plata inmovilizada en su superficie para precipitar haluros en medio acuoso y

determinar su efectividad, esperando conseguir un material barato, efectivo y reutilizable.
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Resumen

Esta memoria presenta los resultados obtenidos durante la readlizacion de la Tesis
Doctoral que lleva por fitulo “Desarrollo de nuevos materiales para la determinacién y/o
eliminacion de andalitos con interés ambiental”. Se ha dividido en dos secciones principales:

infroduccién y parte experimental.

La introduccién recoge, en primer lugar, una descripcidn y clasificacion de las
reacciones y técnicas de polimerizacion de forma general. Ademds se trata la polimerizacion
radical y dentro de esta, la polimerizacién radical controlada y la polimerizacién radical por
transferencia de d&tomo (ATRP), asi como sus metodologias, pues con ésta técnica se ha
desarrollado el copolimero utilizado en los capitulos 3 y 4. En segundo lugar se da una vision
general de los sensores quimicos, sus caracteristicas, los elementos de los que estdn constituidos,
sus campos de aplicacion y una breve clasificacién. A continuacién se profundiza en una rama
mds especifica de los sensores quimicos, como son los sensores Opticos, basados en la
interaccién de la radiacion electromagnética con la materia. En esta seccidn se realiza una
clasificacion de los sensores quimicos Opticos, y se da una vision general de los tipos de fases
sensoras y mecanismos de reconocimiento, asi como los diferentes soportes sdlidos que se suelen
utilizar para desarrollar las fases sensoras, que es el principal objetivo de los dos primeros blogques
experimentales de esta Tesis Doctoral. Finalmente, se hace una breve infroduccién sobre el
problema que supone la presencia de haluros en aguas de consumo, concretamente bromuro y
yoduro, las dificultades de eliminarlos del medio y la alternativa que supone un nuevo material

que retenga los haluros en su superficie.

La segunda parte, denominada parte experimental, recoge los resultados obtenidos
durante la realizacién de la presente Tesis Doctoral y la discusidon de los mismos; se divide en tres

blogues, cada uno compuesto de uno o dos capitulos.

El primer bloque se centra en los trabajos desarrollados para la determinacién y control
de pardmetros de interés ambiental, como son el pH y la concentraciéon de O». Este bloque

abarca los capitulos 1y 2.
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El capitulo 1 muestra los resultados del trabajo desarrollado en el Institute of Analytical
Chemistry and Food Chemistry de la Graz University of Technology (Austria), y describe la sintesis
de una nueva clase de indicadores fluorescentes de pH, derivados de la rodamina, cuyo
principio de sensibilidad se basa en el proceso de transferencia electrénica fotoinducida entre
los grupos amino no protonados y el cromdéforo excitado. La fluorescencia de estos indicadores
disminuye al aumentar el pH. La estructura de estos nuevos indicadores posee un grupo
pentafluorofenilo en la posicidn 9 del grupo xanteno que, mediante sustitucidn nucleofilica,
permite el acoplamiento covalente con grupos tioles, y por tanto su inmovilizacién en soportes

sélidos, como matrices poliméricas o particulas de silice.

El capitulo 2 se centra en la preparacion y caracterizacion de nuevas fases sensoras
Spticas basadas en complejos de Cu(l) para la deteccidon de concentraciones bajas y ultra
bajas de oxigeno asi como en el uso de herramientas avanzadas de comunicaciones para la
excitacion y el fratamiento de las sefales de emisidn. Estos complejos fueron depositados sobre
poliestireno y sobre un soporte nanoestructurado basado en un éxido hidroxido de aluminio
(AP200/19). Para la evaluacion de las fases sensoras y su compatibilidad con los soportes en
funcién de las caracteristicas del complejo se determinaron sus constantes de Stern Volmer,
rendimientos cudnticos de luminiscencia y tiempo de respuesta usando medidas de intensidad y
de tiempos de vida de luminiscencia por el método de modulacion de fase de multifrecuencia.
Estas fases sensoras han mostrado mayor sensibilidad que muchas fases sensoras cldsicas de
Ir(i).

El mercurio es uno de los contaminantes mds peligrosos para el medio ambiente debido
a su elevada toxicidad y a su bioacumulacion en los seres vivos, por lo que su deteccién
temprana podria evitar graves problemas medioambientales. Aungue existen multitud de
ejemplos de sondas moleculares sensibles a mercurio en disoluciéon, hay pocos casos de sondas
inmovilizadas en soportes sélidos para la deteccidn de mercurio. En el segundo bloque se
desarrollan nuevos materiales sensibles al mercurio, basados en la inmovilizacién de un indicador
derivado de la rodamina 6G, denominado FC1, que debido a su polaridad, no se pudo
inmovilizar en ningun polimero comercial disponible. Para solventar este problema se realizaron

dos trabajos experimentales que se reflejan en los capitulos 3 vy 4.

El capitulo 3 describe el desarrollo de una nueva fase sensora, selectiva a mercurio,
basada en la inmovilizacidon del mencionado FC1 en un soporte polimérico afin. Para ello se
sintetizd un nuevo copolimero poli(2-hidroxietil metacrilato-co-metil metacrilato), insoluble en
agua pero con propiedades hidrofilicas, garantizando su afinidad quimica con el indicador,
evitando asi problemas de lixiviacién, agregacién o migracion, y mejorando la permeabilidad
del andlito hacia el indicador. El copolimero se sintetizd mediante el método de polimerizacién
radical por transferencia de d&tomo inversa. Ademds, se optimizaron las condiciones
instrumentales y experimentales que pueden afectar a la sensibilidad de la fase sensora.
Finalmente, para demostrar su aplicabilidad, se analizaron dos muestras reales de agua (agua

de grifo y agua embotellada).
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Aungue los resultados fueron satisfactorios, el tiempo de respuesta y la sensibilidad
podrian mejorarse haciendo uso de la nanotecnologia. Por tanto, el capitulo 4 se centra en el
desarrollo de una fela no fejida sensible y altamente selectiva al mercurio, formada por
microfibras que incorporan al indicador encapsulado en el interior de estas. Las microfibras se
obtienen mediante la técnica de electrohilado o electrospinning, que permite obtener fibras de
pegueio tamano, aumentando considerablemente su superficie especifica y por tanto su
sensibilidad, por lo que se mejoran los tiempos de respuesta en la deteccién del analito. El tejido
preparado es altamente hidrofilico, pero insoluble tanto en medio acuoso como en disolventes
apolares, posee propiedades mecdnicas excelentes: es fdciimente manipulable, presenta una
elevada consistencia y gran flexibilidad. Ademds, el indicador encapsulado preserva su

sensibilidad, mostrando una intensa fluorescencia en presencia de mercurio.

El tercer bloque se compone de un Unico capitulo, basado en la sintesis de membranas
de retencién de haluros. Cuando el agua se somete a tratamientos de potabilizacion, los haluros
presentes se oxidan produciendo subproductos de desinfeccion, que pueden llegar a ser muy
toxicos vy dificiles de eliminar. Por tanto, seria de gran interés disponer de materiales capaces de
eliminar de forma simple y econdmica estos haluros del medio antes del tratamiento
desinfectante; aspecto que se ha tfratado en este Ultimo capitulo. En base a varios trabajos de
quitosano con plata inmovilizada, el capitulo 5 desarrolla la sinfesis de nuevas membranas de
mezclas poliméricas de quitosano y acetato de celulosa con plata adherida, para eliminar
haluros en medio acuoso de forma satisfactoria, aprovechando la capacidad de la plata para
precipitar haluros en la superficie de la membrana. Ademds se realiza una caracterizaciéon
quimica vy textural completa, y finalmente se realiza un estudio de aplicabilidad para eliminar

haluros en dos muestras reales de agua.
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Summary

This manuscript shows the results obtained during the realization of de Doctoral Thesis
fitted "The development of new materials for determining and/or removing analytes with
environmental interest”. This doctoral thesis has been divided info two main parts: the

infroduction and the experimental part.

The introduction starts with a description and classification of polymerization reactions
and technigues in general. Moreover, radical polymerization techniqgue and methods of
controlled radical polymerization (CRP) are freated, concluding with the atom transfer radical
polymerization (ATRP) and its methodologies, because the copolymer used in Chapters 3 and 4
has been synthetized using this technique. Secondly, a general overview of chemical sensors,
their features, components, application fields and a brief classification is given; analysing in a
deeper way a specific area of chemical sensors, such as opftical sensors. They are based on the
inferaction of the electromagnetic radiation with matter. In this section, a classification of optical
chemical sensors is made, giving an overview of the different kind of sensing layers and
recognition mechanisms as well as the different solid supports usually used for developing sensing
layers, which is one of the main aims of this Doctoral Thesis. Finally, a brief infroduction about the
foxicological problems caused by the presence of bromide and iodide in drinking water, the
difficulties of removing them from the media and the relevance of the development of new

materials to retain halides in its surface is also given.

The second part of the manuscript, so-called experimental part, shows the results
obtained during the Doctoral Thesis. This part is divided in three thematic sectfions, each one

having one or two chapters.

The first section is composed of chapters 1 and 2. It is focused on the determination and
monitoring of important environmental parameters such as pH and oxygen concentration by

using optical sensors.

Chapter 1 displays the results obtained during the work developed in the Institute of
Analytical Chemistry and Food Chemistry, at the Graz University of Technology (Austria). It
describes the synthesis of a new class of fluorescent pH-sensing dyes based on the rhodamine

structures. The pH-sensitivity is originated from the inframolecular photoinduced electron transfer
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process between non-protonated amino groups and the excited chromophore. The pH sensitivity
of these dyes is reflected by a strong decrease in emission intensity when pH increases. The
structures carry a pentafluorophenyl group in the 9-position of the xanthene core which is
employed for simple and effective covalent coupling by “click” reaction with mercapto groups
by nucleophilic substitution. This coupling allows the immobilization of these dyes into several solid

supports, such as polymeric matrixes or silica gel beads.

Chapter 2 is focused on the development and characterization of new optical sensing
layers based on Cu(l) complexes for low and ultro-low oxygen detection that provide
outstanding analytical performance when combined with advanced communication tools for
freafing the excitation and emission signals. These complexes were incorporated info both a
polystyrene maftrix and an aluminium oxide hydroxide (AP200/19) nanostructured solid support. In
order to evaluate the sensing layers and their compatibilities with the supports in accordance
with the features of the complex, the Stern-Volmer constants, luminescence quantum yields and
response times were determined by the multifrequency phase modulation method using
luminescence intensity and lifetime measurements. These sensing films displayed higher sensifivity

than many classical layers based on Ir(lll).

Mercury is one of the most hazardous pollutants for the environment due to its high
toxicity and bioaccumulation. Therefore, its early detection could avoid serious environmental
problems. Although there are many examples of mercury sensing probes in solution, there are just
a few examples of this kind of probes immobilized into solid supports. This is the goal of the second
section: the development of novel mercury sensing materials based on the immobilization of a
spirocyclic phenilthiosemicarbazide rhodamine 6G derivative (called FC1), which due to ifs
polarity, It was not able to be incorporated into any of the commercially available polymer. In
order to solve this problem, two experimental works were performed that are shown in chapters 3
and 4.

Chapter 3 describes the development of a new sensing film with a high selectivity
towards mercury. It is based on the immobilization of the above mentioned FC1 dye, info an
affine polymeric support. For reach this goal, a new hydrophilic water-insoluble copolymer,
poly(HEMA-co-MMA), was synthetized ensuring its chemical affinity with the dye. In this way
leaching, aggregation or migration problems are avoided and permeability of the analyte
tfowards dye is improved. The copolymer was synthesized by reverse atom transfer radical
polymerization (ATRP). In addition, instrumental and experimental conditions able to change the
sensitivity of the sensing layer were optimized. Finally, the applicability of the sensing fim was

demonstrated by analysing Hg?* in two real water samples (mineral and tap water).

Although the results were satisfactory, response time and sensitivity could be improved by
using nanotechnology. Therefore, Chapter 4 is focused on the development of a highly selective
and sensitive nonwoven mat based on the encapsulation of FC1 into polymeric microfibres
produced by electrospinning. The use of this fechnique allows the production of microfibre mats

with very high specific surfaces, increasing the sensitivity and decreasing the response time. The
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obtained mat is highly hydrophilic but insoluble in aqueous media as well as in nonpolar solvents.
It has excellent mechanical properties: it is easily manipulated and it has high mechanical
stfrength, high consistency and high flexibility. Furthermore, the encapsulated FC1 preserves its

sensing ability, displaying intense furn-on fluorescence in the presence of mercury.

The third section is composed by one chapter, based on the preparation of membranes
for the retention of halides. During water purification freatments, halides present in water are
oxidized, leading to formation of disinfection by-products (DBPs) that can be highly toxic and
hard to remove. Therefore, it would be very interesting to develop new membranes with halides
retention capacities in an easy and inexpensive way, before disinfection process. This is the goal
of Chapter 5, based on the synthesis of cellulose acetate-chitosan blend membranes loaded
with silver, for halides removing from the media by halide precipitation on the membrane
surface. These membranes have been chemically and texturally characterized, and their

applicability for removing halides has been demonstrated in two real water samples.
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Reacciones de polimerizacion “

1. Descripcion y clasificacion
general de las reacciones de

polimerizacion

1.1 Mondmeros y polimeros, conceptos basicos

El término polimero engloba una extensa variedad de materiales macromoleculares,
tanto naturales como sintéticos, muchos de los cuales han sido vy siguen siendo de gran utilidad
en nuestra sociedad. Por citar solo unos pocos ejemplos, encontramos sustancias tan conocidas
como la celulosa, el almiddn, las proteinas, las pieles, los cauchos, los adhesivos, etc. Ademds,
tanto a nivel estructural (fibras de proteinas que forman los muUsculos, o celulosa en el esqueleto
vegetal), como bioquimico (enzimas y proteinas encargadas de catalizar las reacciones
bioguimicas); todos los seres vivos estdn formados en un alto porcentaje por polimeros,

denominados en este caso biopolimeros.

Una macromolécula de polimero estd formada por la unidn covalente de moléculas
mds pequenas denominadas mondmeros. Si todos los mondmeros que forman parte de la
cadena son idénticos, la macromolécula se denomina homopolimero; si estd formada por dos o

mdas tipos diferentes de unidades monomeéricas, recibe el nombre de copolimero.

La longitud de la cadena de un polimero viene dada por el nUmero de unidades que se
repiten a lo largo de la cadena, es decir, por su grado de polimerizacion. Tedricamente, el peso
molecular de un polimero es simplemente el peso molecular de la unidad repetitiva por su grado

de polimerizacién.

Un concepto fundamental al hablar de polimeros es el de funcionalidad, que estd
asociado a la capacidad de reaccién de los mondmeros y se puede definir como la cantidad
de sitios reactivos que esa molécula pone en juego en una determinada reaccién de
polimerizacién. Estos grupos reactivos son, generalmente, los grupos funcionales del monémero,

asi por ejemplo, el doble enlace de las olefinas se considera como una funcionalidad igual a 2, y
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en este caso, se obtienen polimeros lineales en la reaccion de polimerizacién. Tal es el caso de
polimeros como el polietiieno, el polipropileno o el policloruro de vinilo, entre otros. Los polimeros
de estas caracteristicas topoldgicas son materiales termopldsticos, esto es, se reblandecen o
funden por accidon del calor debido a que las interacciones entre cadenas son de naturaleza no
covalente, lo que permite moldearlos en formas concretas que se estabilizan al enfriarse.
Ademds es posible volver a reblandecerlos y moldearlos con formas diferentes, por lo que son
reciclables. La popularidad de estos termopldsticos hizo que se vulgarizara el término pldstico

como vocablo genérico para describir a la mayoria de los polimeros.

En otfros casos, cuando la funcionalidad es superior a 2, la reaccién de polimerizacion
puede generar cadenas mds o menos corfas, en forma de ramas a lo largo de una cadena
principal. Estas ramificaciones laterales pueden unir diferentes cadenas principales de polimero,
generando una estructura reticulada que da lugar a polimeros entrecruzados denominados
termoestables. Estos materiales son rigidos, insolubles y no funden con la temperatura sino que

arden, debido al elevado niUmero de interacciones covalentes entre las cadenas principales.

Otro concepto importante es el peso molecular de un polimero, que no adquiere un
valor Unico como en los compuestos quimicos convencionales, sino que viene dado por una
distribucion de valores alrededor de un pardmetro que es el mdas probable, dependiendo de la

concentracién de mondmeros, la funcionalidad y las condiciones de reaccién'.

Por lo tanto, en el contexto de los polimeros se habla de pesos moleculares promedio, y
se pueden calcular de diferentes maneras, teniendo cada uno su propio valor. La distribucién de

peso molecular, en la mayoria de los casos, presenta una forma de campana de Gauss.

La forma mds sencilla se basa en el cdiculo del peso molecular promedio en numero
(Mn). y es el peso total de todas las moléculas poliméricas contenidas en una muestra, dividido
por el nimero total de moléculas poliméricas en dicha muestra; es por tanto un promedio

calculado sobre el nUmero de moléculas.

M, =
"TYN;

donde w; representa la masa total de polimero y N; el nUmero de moléculas de cada especie i.

Si expresamos w; como la suma de los pesos de cada fraccién:

WtzzNi'Mi

donde M; es el peso molecular de la especie i; el peso molecular promedio en nUmero seria:

— XN M;
=
X N;
Otra forma de cdlculo que acerca el valor del peso molecular a pardmetros mds reales,

es la que considera la fraccidon de peso de cada especie existente. De esta manera se obtiene

el valor del peso molecular promedio en peso (Mw). basado en el hecho de que las moléculas
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mds grandes contienen una cantidad mayor de la masa total de la muestra polimérica que las

moléculas pequenas. Por lo tanto el peso molecular promedio en peso puede expresarse

—_ JYN;-M?
Y ONN - M;

Debido a que el peso molecular mdsico es siempre mayor que el numérico, el cociente
M,,/M, resulta en un valor que siempre es mayor que 1, y se define como el indice de
polidispersidad de un polimero. En el caso ideal de que el cociente resultara igual a la unidad,
supondria que todas las cadenas poliméricas tienen el mismo peso estadistico, y por tanto que
todas las moléculas tienen el mismo peso molecular. Este seria el caso de un polimero
monodisperso; un ideal de estudio no obtenido en la prdctica. Se pueden forzar las condiciones
para acercarse lo méximo posible a esa condicién, pero nunca se llegard a ese limite con los

métodos convencionales de sintesis utilizados hoy en dia.

1.2 Copolimeros

Como se ha comentado en el apartado anterior, cuando en una polimerizacién se
hacen reaccionar dos o mds mondmeros distintos, la macromolécula resultante se denomina
copolimero. Sus unidades estructurales, procedentes de los mondmeros utilizados, se pueden
colocar en orden distinto a lo largo de la cadena polimérica, obteniéndose asi distintos tipos de

copolimeros (véase la Figura 1):

a) Copolimeros al azar: Cuando la introduccion de los dos tipos de mondmeros dentro de
la cadena sucede totalmente al azar.

b) Copolimeros alternantes: En este caso la alternancia en la distribucion de los mondmeros
alolargo de la cadena es totalmente alternante.

c) Copolimero de bloque: En los copolimeros de bloque las unidades de mondmero
forman blogues, ya sean predominantemente de un fipo u ofro.

d) Copolimero de injerto: Esto ocurre cuando el polimero de blogue estd ramificado,
siendo la unidad estructural de la cadena principal de un tipo de mondmero vy la

ramificacion del ofro tipo.

000000000000\

a) Copolimero al azar estadistico

000000000000/

b) Copolimero altemante

I N AN

c) Copolimero en blogue d) Copolimero de injerto

Figura 1. Algunos tipos de copolimero en funcién de su disposicién.
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1.3 Clasificacion histérica de reacciones de polimerizacion

Desde un punto de vista histérico, los polimeros se clasificaron inicialmente en dos
grandes familias que atendian a los dos grandes métodos intfroducidos en las primeras décadas
de desarrollo de estos materiales. En ambos fuvo mucho que ver la labor de Wallace Carothers,
quien propuso que las reacciones de formacién de polimeros podrian clasificarse en base a las
diferencias de composicidon entre el polimero sintetizado y el mondmero o mondmeros de

partida. Asi, se distinguian dos grandes familias:

a) Polimerizaciones por condensacion de mondmeros multifuncionales: los polimeros de
condensacion son aquellos que han sido generados a partr de mondmeros
polifuncionales mediante sucesivas reacciones de condensacién con eliminacion de
pequenas moléculas, como por ejemplo agua. En este tipo de polimeros la composicion
de la unidad de repeticion difiere de la de los mondmeros de reaccion por el hecho de
perder una molécula durante la reaccion.

b) Polimerizaciones por adicién a un doble enlace: estos polimeros se forman sin la pérdida
de ninguna molécula pequeia, a diferencia de los anteriores. Para que tengan lugar
este tipo de polimerizaciones, se precisa la existencia de un doble enlace C=C en el
mondmero. En este tipo de polimerizaciones la reaccion comenzard por el ataque de
algun iniciador a uno de los carbonos del mondmero, provocando la ruptura del doble
enlace y dando lugar en el ofro carbono a la aparicion de un radical, de un catién o de
un anién, que es por donde continla la reaccién al facilitarse su ataque a otfra
molécula de mondmero. A diferencia de los polimeros de condensacion, la unidad de
repeticién en este tipo de polimeros tiene la misma composicion que los mondémeros de

partida.

Pronto se constaté el hecho de que determinados mondmeros, al polimerizar, no
producian moléculas pequenas como subproductos de condensacidén, mientras que las
caracteristicas cinéticas de determinados procesos de polimerizacion por adicidon tenian mds

que ver con las policondensaciones que con las poliadiciones.

1.4 Clasificacion actual y descripcidn general de reacciones
de polimerizacién

Actualmente, las reacciones de polimerizacion se clasifican en funcidn de las
condiciones cinéticas, que dividen a estas reacciones en dos grandes bloques?: polimerizacién

por etapas y polimerizacién en cadena.

1.4.1 Polimerizacion por etapas

En la polimerizacidn por etapas todos los mondmeros pueden participar

estadisticamente en la formaciéon de las futuras cadenas desde el principio. Asi, el tamano de las
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cadenas va creciendo lentamente con el tiempo y la concentraciéon de los mondmeros de
partida cae prdcticamente a cero a los pocos instantes de la reaccion. En este bloque pueden
incluirse muchas policondensaciones y algunas reacciones que implican el concurso de

compuestos ciclicos.

Las reacciones mds representativas correspondientes a las polimerizaciones por etapas,
son aquellas en las que tienen lugar de forma repetida, clésicos procesos de condensacion
enfre dos grupos funcionales distintos, para dar lugar a otro nuevo, con eliminacidon de
moléculas pequenas como el agua. La condicion fundamental para producir polimeros es que
los reactivos (mondmeros) deben contener una funcionalidad superior a uno. De esta forma,
una reaccion clasica como la de un dcido y un alcohol para producir un éster y agua pueden
generar un polimero si ambos son difuncionales, ya que la nueva entidad generada en el primer
paso de la reaccién, ademds de contener un grupo éster, mantiene una bifuncionalidad en sus
extremos que le permite continuar reaccionando con ofros grupos de diferente naturaleza para

seguir generando nuevos grupos éster en cadenas progresivamente mds largas.

(@)

@]
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—R— _—
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Entre los procesos de policondensaciéon mds habituales destacan las reacciones entre
dcidos carboxilicos de funcionalidad igual o superior a dos, aminas di- o multifuncionales para

producir poliamidas y las reacciones entre alcoholes e isocianatos para dar lugar a poliuretanos.

1.4.2 Polimerizacion en cadena

Una de las caracteristicas principales de la polimerizacion en cadena o de adicién es
que se desarrolla mediante la adicién continua de mondmero a una cadena en crecimiento
gue contiene un extremo activado. A diferencia de la polimerizacion por etapas, cada paso es
dependiente del anterior. La polimerizacién en cadena generalmente se produce como
resultado de la apertura del doble enlace de muchos compuestos monoméricos, como |os

derivados vinilicos o acrilicos.

La ruptura del doble enlace estd condicionada principalmente por la accidén de un
iniciador, que activa la densidad electrénica del mondmero de tal forma que, dependiendo de
la diferencia de electronegatividad de los dtomos que forman el doble enlace, la rotura puede
ser heterolitica u homolitica, dando lugar a iones o radicales libres respectivamente. Por tanto, la

polimerizacién en cadena se puede subdividir en polimerizacién idnica y polimerizacién radical.

En este apartado se realizard una breve descripcién de la polimerizacién iénica y de la

polimerizacion radical, para posteriormente desarrollar con mayor detalle esta Gltima.
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1.4.2.1 Polimerizacién iénica

La polimerizacién iénica se basa en una ruptura heterolitica del doble enlace de los
mondmeros olefinicos, por accidén de un iniciador que ataca de forma adecuada la densidad
electrénica del mondmero. Dependiendo del cardcter electréfio o nucledfilo del iniciador, se
genera una especie catidnica o anidnica que condiciona el posterior desarrollo de la cadena
en crecimiento. Por tanto, la polimerizacién idnica se puede subdividir a su vez en catidnica o

anidnica.

1.4.2.1.1 Polimerizacién anidnica

La polimerizacién aniénica puede ser iniciada con bases como NaOH, KOH y KNH2, o
por compuestos organometdlicos entre los que destacan los alquil litio, y de manera especial el
n-Buli y el sec-Buli. El producto de esta adicidén es ofro anidn que puede adicionar nuevos
mondmeros en un cldsico proceso de propagacion. Sin embargo, no todas las olefinas son
susceptibles de sufrir una polimerizacidon anidnica, el mondmero debe tener una estructura cuya
densidad electronica del doble enlace se mueva con facilidad, o que dicho enlace esté
parcialmente polarizado. Mondmeros como el estireno y sus derivados, las piridinas o los dienos,
estdn enfre los mondmeros que cumplen la primera condicién. Otros, como los acrilatos,
metacrilatos o acrilonitriios tienen sustituyentes préoximos al doble enlace que provocan la

adecuada polarizacién.

La caracteristica mds importante de muchas polimerizaciones anidnicas es la ausencia
de un mecanismo inherente de terminacion: Las especies activas generadas en los primeros
instantes del proceso, por reaccién del iniciador con el monémero, van adicionando monémero
hasta que este desaparece, sin embargo esa actividad se mantiene durante un cierto tiempo,

por lo que si se adiciona nuevo mondmero la polimerizacion se reinicia.

Dado que las especies activas se generan al mismo tiempo y todas acaban de crecer
cuando el mondmero desaparece, la longitud (y el peso molecular) de las cadenas es muy
homogéneaq, lo que conduce a distribuciones muy estrechas de peso molecular o indices de

polidispersidad muy bajos.

1.4.2.1.2 Polimerizacion catidnica

En la polimerizacién catiénica, bastante parecida a la polimerizacion anidnica, un
cation iniciador se une a una olefina, a un ciclo o a ofro mondémero, compensando la carga
con un contraién colocado en sus proximidades. El catidn resultante adiciona mds mondmero
hasta que la reaccidén se termina. Sin embargo el mecanismo de terminacidon en la
polimerizacién catidnica tiene lugar mediante una reaccién entre el contraién y la cadena en
crecimiento, terminando asi su vida activa. Al final del proceso se regenera el iniciador, que
puede volver a iniciar una nueva cadena. Por lo tanto, el conjunto de secuencias es similar a lo

qgue en las reacciones radicales se denomina una transferencia de cadena. Tal proceso de
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terminacién es el factor dominante de una polimerizacidon catidénica. Debe ser cuidadosamente
confrolado para impedir que el agua u ofras impurezas generen procesos no deseados. Las

reacciones, ademdas solo transcurren adecuadamente a bajas temperaturas (-70 °C).

El iniciador catidénico mds comun es un protdén que, aungue no puede existir libremente
en un medio condensado, puede estar unido a compuestos con pares de electrones libres.

Aungue también se suelen emplear dcidos de Lewis como AICl3, BF3 0 ZnClo.

1.4.2.2  Polimerizacion radical

Casi todos los compuestos que contienen un doble enlace pueden ser polimerizados o
copolimerizados por via radical. Las Unicas condiciones que deben cumplir son la capacidad
termodindmica de polimerizar y la posibilidad cinética de hacerlo, en pardmetros que hagan
rentable el proceso. La primera condicién suele cumplirse en casi todos los casos, al ser la
apertura del doble enlace y posterior concatenacién de unidades un proceso espontdneo. La
condicién cinética, sin embargo, es algo mds restrictiva y elimina ciertos monémeros de las vias

comerciales de polimerizacion radical.

La polimerizaciéon radical tiene lugar mediante un proceso de reaccidén en cadena,
siguiendo una serie de etapas que se irdn explicando posteriormente. En la etapa inicial o
iniciacién se necesita el concurso de alguna molécula capaz de generar radicales. Muchos
iniciadores de la polimerizacién radical son compuestos que tienen algun enlace facil de romper

homoliticamente por la accién de luz o calor.

De todos los procesos de polimerizacidon en cadena, la polimerizacién radical es la mds
importante. Las razones fundamentales de este éxito descansan en la posibilidad de realizar las
polimerizaciones a temperaturas bajas (entre ambiente y 100 °C) y a que los requerimientos de
pureza necesarios, tanto de los mondmeros como de los iniciadores, para que la reacciéon se
desarrolle eficientemente, son minimos. También es importante recalcar que la polimerizacion
radical es el método mds versatil para preparar copolimeros, al poner mdas de un mondmero a

polimerizar en el mismo medio.

Hasta hace poco tiempo, sin embargo, la polimerizacién radical sufria de una serie de
limitaciones que le impedian competir con las polimerizaciones aniénica o catidénica en la
preparacién de determinados materiales. Asi las polimerizaciones anidnicas y catidnicas,
permitian sintetizar polimeros y copolimeros de estructuras bien definidas y con pesos
moleculares de muy baja polidispersidad, como por ejemplo copolimeros de blogue o injerto.
Las reacciones de polimerizacién radical convencionales no son capaces de generar €sos
materiales debido a una serie de reacciones que compiten con el propio crecimiento de la
cadena, como son las reacciones de terminacién o transferencia de cadena’@ 2, Sin embargo
recientemente se han desarrollado una serie de procesos por via radical, que permiten controlar

el crecimiento de las cadenas poliméricas, compitiendo con los productos derivados de las
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polimerizaciones aniénicas y catidnicas mediante procesos mucho menos complicados. Es la

denominada polimerizacién radical controlada (CRP), que se verd en la seccién 1.7 (pdgina 36).

1.5 Formas de llevar a cabo la polimerizacién

Las reacciones de formacién de polimeros, tanto lineales como entrecruzados, pueden
llevarse a cabo de diferentes formas, tanto en fase homogénea como heterogénea. Las mds

habituales son:

1.5.1 Polimerizacion en masa

Es una técnica de polimerizacion en fase homogénea y consiste en mezclar todos 10s
componentes (mondmeros funcionales, entrecruzador e iniciador de radicales), que deben ser
miscibles entre si durante toda la polimerizacion, en ausencia de disolvente. Esta polimerizacion
es alfamente exotérmica, presentdndose dificultades en el control de la temperatura y de la
agitacion del medio, que rdpidamente se vuelve viscoso desde el inicio de la polimerizacién, por
lo que su aplicabilidad se reduce a los mondmeros que son térmicamente estables. Sin
embargo, es una técnica muy econémica, ademds de producir polimeros con un alto grado de

pureza, obteniéndose productos libres de contaminantes y de alta claridad ptica.

1.5.2 Polimerizacion en disolucion

En este caso, la reaccién franscurre en presencia de uno o varios disolventes.
Normalmente las polimerizaciones en disolucidon suelen llevarse a cabo a concentraciones
monomeéricas medias y altas: el porcentaje de mondmeros suele estar entre el 25% y el 60% en
masa con respecto a la masa de disolvente. Todos los componentes deben ser miscibles en el
disolvente, el cual es utilizado con diversos fines, dependiendo del tipo de polimero que se vaya

a sintetizar.

Asi, en el caso de polimeros lineales, el disolvente se utiliza para evitar la separacion de
fases, ya que existen polimeros que son inmiscibles en sus propios mondmeros (por ejemplo
policloruro de vinilo y poliacrilonitrilo); y en el caso de polimeros entrecruzados, el disolvente
tiene dos funciones muy importantes. La primera es solvatar las cadenas poliméricas en
crecimiento en fodo momento, para que puedan crecer en todas las direcciones del espacio
hasta conectar unas con ofras formando una red tridimensional, homogénea y entrecruzada
con un determinado tamafo de poro. Esta red estd compuesta por una Unica macromolécula

de peso molecular infinito, donde la fraccion sol* es minima, y en la mayoria de los casos nula.

La segunda funciédn del disolvente es mantener separadas en mayor o menor medida, a

las cadenas poliméricas durante su crecimiento. Esta separacién es la que da lugar a las

L ~ . s . . . . .z
Restos de pequenas cadenas poliméricas que no se han incorporado durante la polimerizacion a la red

tridimensional (también denominada gel), y que pueden ser eliminadas por lavado del material.
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propiedades porosas (fipo y tamano de poro) del material y depende del tipo, cantidad,

tamano y propiedades fisico-quimicas de los disolventes utilizados durante la sintesis.

Ademds el disolvente o mezcla de disolventes usados influye en las caracteristicas
morfoldgicas y estructurales de los materiales poliméricos finales, ya que son las interacciones
entre las cadenas poliméricas en crecimiento y las moléculas de disolvente, las que condicionan
que la polimerizacion transcurra en todo momento por via homogénea, o en un momento

determinado continué su camino de forma heterogénea.

Debido a esto se pueden contemplar fres casos para la obtencidn de polimeros

lineales:

Caso (1): que las interacciones polimero-disolvente sean altas durante toda la
polimerizacién. Si esto ocurre, se obfiene una disolucidn homogénea y transparente de un
polimero, con una distribucién de pesos moleculares determinada, disuelto en el disolvente

utilizado para su sintesis.

Caso (2): que las interacciones polimero-disolvente no sean adecuadas para la
solvatacion de las cadenas poliméricas durante toda la polimerizacién. Entonces, en un
momento determinado de la polimerizacién y dependiendo de la fortaleza de las interacciones
polimero-disolvente, se produce la precipitacion (este es el fundamento de la polimerizacién por
precipitacién, que serd descrita a contfinuacion, en la seccidn 1.5.3), dando lugar a suspensiones
de materiales poliméricos con distintos tamanos y morfologias: particulas esféricas, agregados,
etc., formados por agregacién de cadenas poliméricas lineales unidas por fuerzas no covalentes
(Van der Waals, polares, puentes de hidrégeno, etc.). Una vez producida la precipitacién, la
polimerizacién franscurre de forma heterogénea hasta el final. Estos polimeros, al no estar
enfrecruzados, una vez precipitados y secos son susceptibles de ser redisueltos, siempre y

cuando se usen los disolventes o mezclas de disolventes adecuados.

Caso (3): situacion intermedia entre los casos (1) y (2). Se produce solamente en la
formacion de copolimeros, cuando la composicion quimica de las cadenas poliméricas no se
mantiene constante a lo largo de toda la polimerizacién (reactividades monoméricas muy
diferentes), llegando a producirse cadenas con distintas composiciones monoméricas vy, por lo
tanto con distintas propiedades quimico-fisicas; debido a esto, unas cadenas poliméricas

precipitan y otras quedan en disolucion.

En el caso de polimeros entrecruzados las implicaciones del disolvente pueden dar lugar
también a dos casos extremos y a toda una gama de casos intermedios, pudiendo producirse
en un mismo sistema polimérico situaciones que den lugar a mezclas de todos los posibles

materiales existentes entre los dos extremos:

Caso (1): las interacciones polimero-disolvente son adecuadas durante toda la

polimerizacién. Asi, las cadenas poliméricas son adecuadamente solvatadas y crecen
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extendidas en todas las direcciones del espacio hasta conectar unas con otras, formando al

final de la polimerizacién una red tridimensional transparente y homogénea.

Caso (2): las interacciones polimero-disolvente son muy bajas, causando la separacion
de fases y precipitacion, antes de que llegue a producirse la interconexién entre cadenas.
Debido a que en este caso las cadenas poliméricas se encuentran totalmente separadas en el
momento de producirse la separaciéon de fases y la precipitacion, siempre se obtienen
suspensiones de materiales poliméricos entrecruzados (completamente insolubles en cualquier
disolvente), con distintos tamanos y morfologias (particulas esféricas, microgeles, agregados,

etc.).

Caso (3): las interacciones polimero-disolvente durante la polimerizacién son de
cardcter intermedio. Este caso es una situacién intermedia entre los casos (1) vy (2), y da lugar a
que la precipitacion se produzca después de que gran parte de las cadenas poliméricas en
crecimiento (dependiendo del valor de las interacciones polimero-disolvente) hayan conectado
entre si. Por tanto, justo antes de producirse la precipitacién, en el medio coexisten estructuras
fridimensionales parcialmente entrecruzadas y extendidas a lo largo de fodo el sistema
(estructura continua rigida y de muy elevado peso molecular, que ocupa toda la disoluciéon y
que no puede precipitar), y moléculas poliméricas individuales predispuestas para la
precipitacion. Por ello, el material que se obtiene es un gel o resina sélida heterogénea y por
tanto opaca, formada por una red polimérica tridimensional que tiene atrapadas en su interior
particulas poliméricas precipitadas. La morfologia de los materiales poliméricos obtenidos en los
casos intermedios depende de cudnto tiempo se esté dando un fendmeno u otro: formacion de

la red tridimensional o precipitacion de las cadenas poliméricas individuales.

1.5.3  Polimerizacion por precipitacion

En la polimerizacién por precipitacion suelen utilizarse concentraciones monoméricas
muy diluidas, no mds del 3% en peso de mondmeros con respecto al peso de disolvente,
evitando asi la posible gelificacion producida por una elevada concentracién de cadenas
poliméricas en crecimiento. El disolvente debe permitir la solubilizacién inicial de todos los
componentes de la polimerizaciéon y de las cadenas poliméricas hasta un determinado tamano
o, lo que es lo mismo, un determinado peso molecular. De esta forma, cuando el polimero en
crecimiento alcanza dicho peso molecular, se produce una separaciéon de fases que da lugar a
la precipitacién, originando particulas de diferentes tamanos y morfologias. Posteriormente, la
polimerizaciéon continla en la interfase particula-disolvente atendiendo a fendmenos de

polimerizacién heterogénea.

Los materiales que pueden obtenerse principalmente al producirse la precipitacion son:
microgeles, suspensiones de micro y nanoparticulas esféricas y monodispersas, y microparticulas
producidas por fendmenos de homocoagulacién (agregaciéon de un pequefo nimero de

nanoparticulas para producir una microparticulal).
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La aplicacién mds importante de la polimerizacién por precipitacién es el disefo y
obtencién de particulas esféricas y monodispersas, libres de surfactantes y estabilizadores, con
distintos tamanos y composiciones quimicas (hidrofdbicas, hidrofilicas, etc.), y entrecruzadas,
con grados de enfrecruzamienfo que suelen ir desde el 3% al 100%. Este entrecruzamiento
confiere propiedades especiales a las particulas, tales como ser completamente insolubles en
cualquier disolvente, tener mayor o menor capacidad de hinchamiento en un determinado
disolvente, dependiendo del grado de entrecruzamiento (para entrecruzamientos por encima
del 20 % la capacidad de hinchamiento es muy baja). Ademds, este hinchamiento es reversible
y confrolable en funcidén de las propiedades quimico-fisicas del disolvente (polaridad), pH,
temperatura, etc. Todo esto hace que este tipo de particulas tengan infinidad de aplicaciones
en muchos campos de la ciencia: encapsulacion vy liberacién controlada de farmacos, sistemas
de extraccién en fase sdlida, catdlisis, diseno de fases sensoras, relleno de columnas

cromatogrdficas, etc.

1.5.4 Polimerizacién por dispersion

Esta consta de la mezcla polimérica, un disolvente (o mezcla de ellos) en el que la
mezcla monomérica es soluble pero no el polimero que se va formando, un iniciador de
radicales soluble en el disolvente y un estabilizador o surfactante. El polimero se forma en la fase
continua (disolvente y mezcla monomérical), pero a medida que se forma, precipita formando
pequenas particulas que se agregan formando particulas coloidales de polimero con
mondmero en su interior que son estabilizadas por el surfactante. Posteriormente, la
polimerizacién prosigue dentro de estas particulas coloidales como una polimerizacién en fase

heterogénea.

1.5.5 Polimerizacion en suspensién

Se produce combinando dos fases a priori inmiscibles; una de ellas se denomina fase
discontinua y la otra fase continua. Cuando la fase discontinua es hidrofébica y la fase continua
hidrofilica (normalmente agua), la suspensién se denomina normal y cuando la fase discontinua
es hidrofilica y la fase continua es hidrofébica se denomina inversa. La fase discontinua estd
compuesta por la mezcla de polimerizacion y siempre se encuentra en una proporcion mucho
menor que la fase continua; normalmente entre el 2% y el 20% con respecto al volumen total.
Asi, mediante el uso de agentes quimicos (surfactantes) y aplicando energia, la fase discontinua
se distribuye en forma de pequenas goticulas en la fase continua. Estas goticulas se mantienen

separadas durante la polimerizacién mediante el uso de agitacién y aditivos.

La polimerizacion en suspensién se distingue del resto de polimerizaciones en fase
heterogénea, en que el iniciador de radicales es soluble en la fase discontinua y no en la fase
continua. Debido a ello, la polimerizacion se produce en las gotas de fase discontinua, que se

convierten asi en particulas de polimero a medida que el proceso avanza.
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1.5.6 Polimerizacidon en emulsidon

Una emulsién es una suspensidon coloidal estable, formada por la mezcla de dos liquidos
inmiscibles de manera mds o menos homogénea. Los polimeros obtenidos mediante
polimerizacién en emulsion se conocen también como Iatex y son dispersiones coloidales de

particulas muy pequenas de polimero en un medio continuo (normalmente agua).

Las emulsiones pueden llevarse a cabo de forma normal (oil/water, O/W) o de forma
inversa (water/oil, W/O), donde el aceite es la fase continua o externa y el agua es la fase

inferna o dispersa.

La polimerizacién en emulsion es una polimerizacidén heterogénea en medio liquido,
donde el iniciador de radicales es soluble en agua, mientras que el mondmero es parcialmente
soluble. Consta de agua, la mezcla monomérica, un iniciador de radicales, un emulsionante o
surfactante y, en ciertas ocasiones, aditivos para el control de la viscosidad. El agua que actia
como fase continua se encuentra en cantidades del orden del 50-70% de la masa total del

sistema.

Los mondmeros pueden presentar diferentes solubilidades en agua, 1o que conlleva a
diferentes mecanismos o comportamientos en el proceso de iniciacion o formacion de las
particulas de polimero. Como iniciadores se pueden utilizar todos aquellos que presenten una
adecuada solubilidad. Por Ultimo, el emulsionante tiene la funcién de formar micelas
(Agregados de 50 a 100 moléculas de un coloide con sus extremos hidrofilicos orientados hacia
la fase acuosa, creando en su interior un medio hidrocarbonado), donde queda contenido el

mondémero.

Desde un punto de vista cualitativo, al anadir el emulsionante al agua, en una
concentracion entre 0.1 y 3% en peso respecto a la masa de agua, y en funcién de la
concentracién micelar critica (cmc) del emulsionante, una fraccion de este queda disuelto en
el agua (fase confinua), mientras que el resto se agrega formando micelas (fase dispersa). El
nimero y tamano de las mismas depende de la cantidad de emulsionante. Cuando
posteriormente se anade el mondmero (generalmente poco soluble en agua), una fraccién muy
pequeia se disuelve, mientras que otra fraccidn se infroduce en las micelas debido a su

ambiente quimico interior.

La concentracion de mondmero en el interior de las micelas varia entre 4 y 6 mol/L,
siendo mayor para aguellos mondmeros que fienen menor solubilidad en agua. Por Ultimo, la
mayor parte del mondémero se dispersa en gotas de mondémero, cuyo tamano depende de la
velocidad de agitacién. Dichas gotas se estabilizan mediante la absorcidon en su superficie de

moléculas de emulsionante.

La adicién del iniciador soluble en agua supone el comienzo del proceso. Los radicales

producidos por el iniciador reaccionan con el mondémero disuelto en la fase acuosa formando
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radicales oligoméricos de diverso tamano que, debido a su cardcter hidrofédbico, pueden
penetrar en la micela, propagdndose con el mondmero que se encuentra en su interior
(nucleacion micelar), o también alcanzar la longitud de cadena adecuada para que
precipiten?. Estas micelas precipitadas agregan o absorben moléculas de surfactante, formando

una particula dispersa donde también se absorbe mondmero (nucleacién homogéneal).

Los radicales oligoméricos que han penetrado en estas particulas precursoras se
propagan rdpidamente con el mondémero, haciendo crecer el tamano de las mismas. Seguin
avanza el proceso las pre-particulas crecen hasta convertirse en particulas. La formacién o
nucleacién de particulas termina cuando hay un nUmero suficiente de ellas con el tamano

adecuado para capturar fodos los radicales oligoméricos producidos en la fase acuosa.

La formaciéon o nucleacién de las particulas provoca la desaparicidon de las micelas no
activadas, que suministran las moléculas de surfactante necesarias para la adecuada

estabilidad de las particulas que se han formado.

El resultado final, sea cual fuere el mecanismo de nucleacidn, es la obtencidon de un
numero constante de particulas que contienen una determinada relacidon de saturacion
mondmero-polimero, relacién que varia en funcién de la naturaleza de estos. Al final de este
periodo de nucleacién, el sistema consta de particulas de polimero, gotas de mondmero e
iniciador. Este periodo de nucleacion suele ser rdpido y generalmente no sobrepasa el 10% de la

conversion.

Una vez terminada la nucleacién, las particulas de polimero contindan propagdndose.
Este crecimiento exige la estabilizacion correspondiente mediante la migracién de las moléculas
de emulsionante que restan en la fase acuosa y el mantenimiento del nivel de saturacion del

mondmero, a medida que este se consume.

E mondmero migra a través de la fase acuosa desde las gotas de mondmero, que
actian como depdsito, hasta las particulas. Este proceso continuo hace que, a medida que las
particulas crecen, las gotas de mondmero se hagan cada vez mds pequenas hasta que todo el

mondmero es absorbido por las particulas.

Durante este periodo, el nUmero de particulas se mantiene constante asi como la
relacion mondmero-polimero en el interior de Ias mismas. En este intervalo, el sistema consta de

la fase acuosa con el iniciador, particulas de polimero y gotas de mondmero.

Por Ultimo, la polimerizacién sigue progresando en las particulas que han absorbido todo
el mondmero de las gotas, quedando una pequena cantidad de mondmero disuelto en la fase
acuosa en funcion de la solubilidad del mondmero. Alcanzado este punto, solo queda fase
acuosa y particulas de polimero, en las que la polimerizaciéon progresa mds lentamente a
medida que desaparece todo el mondmero contenido en las mismas. El sistema alcanza en

general y sin dificultad el 100% de conversion obteniéndose un Idtex de particulas de polimero.
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1.5.7 Polimerizacion en miniemulsion

Una miniemulsion es un sistema donde, mediante un aporte alto de energia, se crean
pequenas gotas con una alta estabilidad en una fase continua. La estabilidad de las gotas se
logra por la adicién de un agente que se disuelve en la fase discontinua, pero que es totalmente
insoluble en la fase continua. Al principio de la homogeneizacion la polidispersidad de las gotas
es bastante alta, pero mediante constantes procesos de fusidon y fision de las gotas, inducidos
por el aporte de energia (normalmente con un ultrasonidos de alta frecuencia), la
polidispersidad decrece hasta que la miniemulsion alcanza su estado termodindmico mds

estable.

Debido a sus caracteristicas*, la miniemulsién es una potente herramienta en el disefio y
sintesis de nanoparticulas con diferentes caracteristicas quimicas vy fisicas, asi como en el diseno

de nanoparticulas hibridas.

1.5.8 Polimerizacidon en microemulsion

Este tipo de polimerizacién se basa en llevar a cabo la polimerizacion en el seno de una
microemulsion, que es una dispersidn fransparente, termodindmicamente estable e isotropica.
La microemulsion es un proceso espontdneo que no necesita la aplicacién de energia y su
estabilidad termodindmica se alcanza por la baja tensién superficial (prédcticamente nula) de los
sistemas, lo cual hace que gane la contribucidn entrdpica, produciéndose una reducciéon en el

tamano de gotas.

Las microemulsiones necesitan del uso de una gran cantidad de surfactante (10 - 15% en
peso) para conseguir su estabilidad termodindmica, mientras que el peso de fase discontinua no
excede del 10 o 15% en microemulsiones globulares. Normalmente y como consecuencia de la
necesidad de una monocapa completamente cerrada de surfactante, existen pocos ejemplos
de microemulsiones formadas por un solo surfactante, utilizdndose comunmente co-surfactantes
que suelen ser alcoholes de cadena corta. La composicion mds comun suele ser un sistema
ternario compuesto por un surfactante idnico, un co-surfactante disuelto en la fase continua y la
fase discontinua. Las microemulsiones pueden ser, al igual que las emulsiones, normales
(oil/water, O/W) o inversas (water/oil, W/O). Las distintas estructuras que se pueden formar, en
funcién de las proporciones de componentes de la microemulsién, van desde estructuras finitas
o discontinuas como particulas esféricas, vesiculas o cilindros, hasta estructuras continuas como

bicapas, cristales liquidos (cUbicos, hexagonales, etc.).

Las polimerizaciones en microemulsidon se producen de forma rdpida; entre 15 min y unas
pocas horas. Bajo condiciones apropiadas, la polimerizacidén en microemulsién puede producir

latex transparentes y azulados formados por nanoparticulas monodispersas con didmetros de

L . .z . ~ sy. , .
La miniemulsion permite llegar al tamano nanométrico con particulas monodispersas y altamente estables,

gue mantienen su independencia en el tiempo durante la polimerizacion.



Reacciones de polimerizacion m

particula comprendidos entre 30 y 60 nm. Se ha encontrado experimentalmente que el tamafo

de particula en polimerizaciones en microemulsion O/W depende de los siguientes pardmetross:

a) Relacién surfactante/mondmero. Cuanto mayor es la relacién surfactante/mondmero,
menor es el tamano de particula.

b) De la infroduccién de co-mondmeros polares. Dependiendo del tipo y concentracion
de co-mondmero polar, el tamano de particula y la polidispersidad pueden aumentar o
disminuir.

c) La concentracién de iniciador. Un incremento en la concentracién de iniciador
normalmente produce un decrecimiento en el tamano de particula.

d) La presencia de un entrecruzador puede producir una disminucidon del tamano de

particula y de la polidispersidad.

En cuanto al mecanismo de la polimerizacién en microemulsion, numerosos estudios
cinéticos tanto en polimerizaciones en microemulsién en O/W, como en W/O, han puesto de
manifiesto un mecanismo similar a la polimerizacién en emulsién. Por lo tanto, la polimerizacién
en microemulsidon puede considerarse, al igual que la emulsidn una polimerizacién heterogénea
desde sus comienzos hasta el final de la polimerizacién con el mismo grado de complejidad en

su fratamiento tedrico.

1.6 Descripcion general de la polimerizacién radical

En las siguientes secciones, se tratard de forma mds detallada y especifica la
polimerizacién radical, asi como la polimerizacion radical controlada, debido al uso que se ha
hecho de ellas en la parte experimental de esta memoria, para el diseno y sintesis de nuevos

polimeros lineales.
1.6.1 Esquema cinético de la polimerizacion radical

El mecanismo bdsico de la polimerizacién radical en fase homogénea es un proceso en
cadena que puede describirse mediante un esquema-resumen de las posibles etapas

implicadas.
1.6.1.1 Iniciacion:

La iniciacién consta de dos procesos. En el primero se generan una serie de radicales
que, en una segunda etapa, pueden fransferir su actividad al monédmero mediante una adiciéon
al doble enlace, generando los radicales propagantes. Se han desarrollado una gran variedad
de métodos para la produccién de radicales primarios. Entre 1os mds utilizados estédn la accidn

del calor (iniciacién térmica), y la accién de la radiacion UV-visible (iniciacion fotoquimica).
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. . d .
Iniciodor ———» R

H H
. K; .
R + HC=C ———» R—CH}—C

Y Y

Las sustancias que poseen enlaces con bajas energias de disociacion son susceptibles
de descomponerse térmicamente a velocidades razonables. Estas descomposiciones presentan
una gran dependencia con la temperatura, de forma que su rango de aplicacion se limita a un
pequeno intervalo de temperatura. Entre los diversos iniciadores destacan la familia de los
perdxidos y la familia de los azocompuestos; entre estos Ultimos, el azo-bis-isobutironitrilo (AIBN) es

muy empleado debido a la ausencia de reacciones secundarias (tipicas de muchos perdxidos).
1.6.1.2  Propagacién:

La propagacion de cadena consiste en una secuencia de adiciones de extremos
radicales al doble enlace de sucesivas unidades monoméricas. El esquema para la

propagacién, segun el mecanismo de polimerizacion radical viene dado por:

H H H H

Ko

|
R_CHQ_C + nHQC:C —> R CHQ_C CHQ_C
\ ]

Y Y Yol

1.6.1.3  Terminacién natural:

La terminacion natural se basa en dos tipos de reacciones de terminacién en las cuales
se eliminan radicales para dar moléculas neutras y cuyos mecanismos cinéticos se pueden

expresar como:

Terminacion por combinacion

H H H H
K
WARCHy—C+  + wArCHy—C+ —————  \nrCHy—C——C—CHpn

Y Y Y Y

Terminacion por desproporcion

o CHy—C: + vvvwCH,—C: —— > v CHy,—CH + C—=CHwvvv
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En general, la mayoria de los mondmeros vinilicos terminan predominantemente por

combinacion, aunque siempre existe un minimo porcentaje de desproporcién.

1.6.1.4 Terminacién por transferencia de cadena:

La terminacién por transferencia de cadena se basa en una reaccién de terminacion
enla que uno de los productos de la reaccidn sigue siendo un radical. El mecanismo cinético de

este proceso se puede expresar como:

H H

Ky
WNCHy—Cr + AX ———— e ACHy—C—X + A

Y Y

donde AX puede ser cualquier sustancia del medio capaz de transferir un dtomo o grupo de
dtomos a las especies radicalarias propagantes. El nuevo radical puede iniciar una nueva

cadena influenciando asi la velocidad de reaccién.

Un efecto importante de las reacciones de terminacién en general es que afectan al

peso molecular o distribucion del peso molecular.

1.6.2 Copolimerizacion radical

La polimerizacién de mezclas apropiadas de mondmeros permite la obtencién de una
gran variedad de copolimeros con diferentes topologias, funcionalidades y materiales hibridos

con propiedades muy diversas'e 2.4 (ver Figura 2).

Mediante la polimerizacion radical convencional las topologias poliméricas que se
pueden obtener con éxito son Unicamente copolimeros estadisticos y alternantes. La obtencidn
de las demds topologias requiere un mayor control de las condiciones de polimerizacién, por lo

que hay que recurrir a las polimerizaciones radicales controladas (CRP).

La importancia de estas copolimerizaciones en cadena puede resumirse en dos
aspectos fundamentales: en primer lugar, la copolimerizacion permite estudiar o comparar
reactividades entre los diferentes mondmeros; dependientes de sus estructuras quimicas. En
segundo lugar, el proceso de copolimerizacidon permite la formacién de nuevos tipos de
polimeros que participan de las propiedades de los homopolimeros correspondientes. En funcién
de la cantidad de cada mondmero en la cadena polimérica, las propiedades del copolimero
varian notablemente. Por tanto, un adecuado control del proceso puede permitir la sintesis de

copolimeros con propiedades a medida, en funcidn de Ia aplicaciéon concreta deseada.
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Figura 2. Estructuras polimerizables obtenidas mediante polimerizacién radical controlada (CRP).

1.7 Polimerizacién radical controlada (CRP)

1.7.1 Generalidades

En los Ultimos anos ha habido un importante crecimiento en el desarrollo y conocimiento

de la polimerizacion radical controlada. El origen de este rdpido avance reside en la necesidad

de producir, de forma accesible, estructuras complejas de polimeros para ser aplicados en

diversos dmbitos donde se necesitan materiales poliméricos avanzados y adecuados para el

disefo de nuevas aplicaciones. Para este fin se requieren copolimeros de bloque que

contengan segmentos tanto rigidos como flexibles en una adecuada combinacién, dando

lugar al desarrollo de nuevos termopldsticos y elastdmeros. También son importantes los

copolimeros de bloque que contengan unidades hidrofilicas e hidrofébicas, generando

materiales que sean fdcimente accesibles al agua (hidrogeles), para aplicaciones médicas

entre ofros usos. La obtencién de polimeros con grupos funcionales adecuados, puede resultar
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muy interesante para unir moléculas especiales como farmacos, sensores, convertidores de

energia, etc.

Para conseguir estos materiales fan especiales se necesita controlar adecuadamente el
crecimiento de las cadenas durante la polimerizacién. Hasta hace poco tiempo, la Unica via
para sintetizar todas las arquitecturas poliméricas mencionadas en la Figura 2 eran las
polimerizaciones anidnicas y catidnicas; un proceso dificil de llevar a cabo incluso en ambientes
controlados como los laboratorios de investigacion, debido sobre todo a las altas condiciones
de pureza exigidas, al medio de polimerizacién y a las bajas temperaturas a las que se debe

realizar el proceso?.

Actualmente, existen muchos métodos para llevar a cabo las reacciones radicalarias
controladas®. Todos ellos se basan en el establecimiento de un equilibrio quimico rdpido vy
dindmico entre una minima cantidad de macrorradicales en crecimiento y una gran cantidad
de especies inactivas; estas pueden ser muchos tipos de moléculas, dependiendo del tipo de
polimerizacién; como por ejemplo haluros de alquilo en polimerizacién radical por transferencia
de dtomo (mds conocida por sus siglas en ingles ATRP), o tioésteres en polimerizacién por
transferencia de cadena mediante adicion-fragmentacion reversible (mds conocida por sus
siglas en ingles RAFT)¢. El éxito de este tipo de polimerizaciones se debe al equilibrio quimico que
se establece entre los macrorradicales en crecimiento y las especies inactivas; pues hace que
las etapas de terminacién caracteristicas en la polimerizacién convencional sean
prdcticamente nulas, y por tanto todas las cadenas poliméricas crecen simultdneamente,

adicionando mondmero durante todo el proceso de polimerizacion.

Las etapas de terminacion en la polimerizaciéon radical son responsables de la
polidispersidad en el peso molecular, y de la variacién de composicion monomérica entre las
cadenas poliméricas en crecimiento. Esto se debe a que en el medio coexisten cadenas
poliméricas con distinto grado de crecimiento; al producirse la terminaciéon de una cadena, se
forma ofro radical que comienza una nueva cadena, hasta que se consuman todos los

mondmeros presentes en el medio.

En resumen, las etapas de terminacion impiden que se pueda controlar
adecuadamente la polimerizacién radical para el diseno de copolimeros con composiciones
quimicas, pesos moleculares y topologias deseadas. En la polimerizacién radical controlada
todas las cadenas se inician simultdneamente y, bajo condiciones apropiadas, permanecen

activas durante todo el curso de la reaccidn.

Por tanto, los cambios en la concentracion monomérica instantdnea, debidos a la
desaparicion de mondmero por su incorporacion en las cadenas poliméricas, se reflejan a lo
largo de todas las cadenas, dando lugar al final de la polimerizacién a una elevada similitud en
el peso molecular y en la composicidon quimica de todas las cadenas. De esta forma se obtienen
copolimeros estadisticos, en gradiente o copolimeros de bloque, en funcién de los valores de las

relaciones de reactividad de los mondmeros participantes en la polimerizacion.
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En esta memoria nos vamos a centrar en un tipo concreto de polimerizacién radical
controlada, como es la polimerizacion radical por transferencia de dtomo catalizada por
metales, mds conocida por sus siglas en inglés ATRP (Atom-transfer radical polymerization). Por
ello en primer lugar se hard un andlisis de sus aspectos mecanisticos y tedricos generales, sin
entrar en detalles cinéticos y, posteriormente, se describirdn las variantes de esta técnica vy su

uso en el disefo de polimeros y copolimeros.

1.7.2 Mecanismos en la polimerizacién radical por transferencia de Gtomo (ATRP)

En el proceso de ATRP> 7 participan, principalmente, un haluro de alquilo (R-X), un metal
de transicion (Mtn), y los mondmeros formadores de cadena. El mecanismo bdsico implica la
rotura homolitica del haluro de alquilo, R-X, debida a una transicidn electrénica entre el metal
(Mtn) y el haluro, generando el correspondiente complejo metal-haluro con mayor estado de
oxidacion (Mt*1-X) y un radical alquilo R*, que adiciona mondmero presente en el medio para
formar una cadena polimérica. Este radical puede seguir propagdndose por adicién de
mondmero y terminar por acoplamiento o desproporcién; o ser reversiblemente desactivado en
el equilibrio por la especie Mi"*1-X. En estos casos la terminacién radical es muy baja o
prdacticamente nula debido a que, en algin momento, la cadena polimérica deja de crecer en
virtud de un equilibrio que no es favorable a la propagacién y que implica un proceso redox,
desplazando el equilibrio hacia las especies inactivas y, por tanto, haciendo que la constante
de activacién sea mucho menor que la constante de desactivacion (kact<< Kdeact). De esta
forma la especie propagante queda aletargada hasta que estadisticamente vuelve a formar
una cadena terminada en un radical que, durante un cierto tiempo, vuelve a adicionar mdas
mondmero para posteriormente volver a formar el haluro. Por tanto, todas las cadenas se inician
y crecen estadisticamente a la vez, consiguiéndose un contfrol del peso molecular y una
elevada similitud en la composicion quimica de todas las cadenas, similares a los obtenidos en
las polimerizaciones idnicas sin terminacién. La Figura 3 muestra un esquema general del

equilibrio que se forma en la ATRP.

+ mondmero
KOC'

M + R—X =—= M{"™—X + R

Kdeact

Terminacion

Figura 3. Equilibrio de la polimerizacién radical por transferencia de dtomo (ATRP).

Resumiendo, el proceso estd basado en una transferencia reversible de dtomos de
halégeno, entre un haluro de una cadena inactiva y un catalizador basado en un metal de

fransicion.

La eficiencia de la ATRP7 se debe la presencia de un metal de transicién, que puede
expandir su esfera de coordinacién y aumentar su nimero de oxidacién; un ligando
complejante y un contraidn, que puede formar un enlace covalente o idnico con el centro del

metal.
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La ATRP se ha llevada a cabo con éxito haciendo uso de una gran variedad de metales

como son: Ti, Mo, Re, Fe, Ru, Os, Rh, Co, Ni, Pd y Cu. Pero se ha demostrado que los complejos

de cobre (normalmente los aminados), funcionan como catalizadores de forma mds rdpida y

eficiente en estas reacciones. Los ligandos aminados mds utilizados para formar los complejos de

Cu utilizados en ATRP pueden ser bidentados como la bipiridina (bpy) y la fenantrolina (phen),

tridentados como la dietilentriamina (DETA) vy la terpiridina (fpy) y tetradentados como la fris-2-

aminoetilamina (TREN), entre ofros.

1.7.3

Metodologias en la ATRP

La Figura 4 muestra un esquema de las diferentes variantes de la ATRP.
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Figura 4. Esquema de las diferentes variantes de la ATRP.
1.7.3.1 ATRP normal

En esta técnica, los radicales se generan a partir de un haluro de alquilo en presencia

de un metal de transicion en su estado de oxidacion mds bajo, por ejemplo CuBr(dNbpy)2.

Dentro de esta técnica se ha investigado abundantemente en el desarrollo de nuevos

catalizadores mds activos con dos fines: (1) utilizar menos cantidad de catalizador y (2)
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polimerizar mondmeros menos reactivos. Sin embargo, los sistemas cataliticos que son muy
activos suelen ser menos estables y fienden a oxidarse, por o que se hace necesaria una

cuidadosa eliminacion del oxigeno y otfras especies oxidantes que pueda contener el medio.

1.7.3.2 ATRP reversa

Esta técnica puede ser adecuada para evitar el problema de oxidacién que ocurre en
la ATRP normal, ya que en este caso los iniciadores y el metal de transicidn en su mds bajo
estado de oxidacién (por ejemplo Cu'), son generados “in situ” desde un iniciador de radicales
convencional (como puede ser AIBN) y el metal de fransicién en su estado de oxidacién mds
alto (por ejemplo Cu'). De esta manera el equilibrio entre las especies activas e inactivas,
también se establece de forma eficiente. Con este método los componentes iniciales de la
reaccion son menos sensibles a oxigeno u otras especies oxidantes que puedan estar presentes
en el medio. La ATRP reversa se ha utilizado con éxito en la sintesis de una gran cantidad de

polimeros y copolimeros, tanto en masa, como en disolucién o en emulsion.

1.7.3.3  ATRP reversa simultanea e iniciacién normal (SR&NI)

En contraste con la ATRP reversa, esta técnica utiliza un sistema de iniciacion dual,
compuesto por un iniciador de radicales convencional (AIBN), el metal de transicion en su
estado de oxidacién mds alto y un iniciador con un dtomo o grupo de &tomos fransferible
(véase Figura 4). La ventaja de este método es que se pueden anadir a la reaccién sistemas
cataliticos altamente activos en su mds alto estado de oxidacion y en baja concentraciéon
respecto al iniciador convencional, lo cual no puede hacerse en la ATRP reversa. Esto es posible
debido a que en este caso, el dtomo transferible no proviene Unicamente de la sal de cobre.
Los radicales generados por el iniciador convencional son desactivados por el complejo Cu'X/L
formdndose Cu'/L y algunas cadenas poliméricas halogenadas; el complejo Cu'/L puede luego
activar el haluro de alquilo (iniciador) y consecuentemente, seguir el curso como una ATRP

normal.

La SR&NI ATRP ha sido ufilizada con éxito en la sintesis de homopolimeros muy
homogéneos, tanto en masa como en disolucion y en emulsién. También ha tenido aplicaciéon
en miniemulsién’, donde la adicién antes de la sonicacién, tanto del catalizador precursor como
de la sal oxidativamente estable, simplifican el procedimientod. Sin embargo este método tiene
algunas limitaciones en la produccion de copolimeros de bloque, porque el iniciador de
radicales convencional forma radicales que reducen a los complejos de Cu' a Cu!, formando
homopolimeros (halogenuros de alquilo) del mondmero que se estd utilizando, y debido a que
estas cadenas siempre estdn presentes, se produce una pérdida parcial sobre el control de la

funcionalidad y la topologia en la sintesis de copolimeros de blogue.
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1.7.3.4  ATRP por transferencia de electréon generada por un activador (AGET)

En esta técnica se utiliza un agente reductor (agente de transferencia de electrones)
para reducir el complejo de Cu'; ademds no se utiliza un iniciador convencional de radicales,
por lo que se evita la formacién de homopolimeros, solventando el problema de la SR&NI ATRP.
Se ha demostrado con un gran nimero de complejos de Cu' que los dos agentes reductores
mds eficientes en esta metodologia son el Sn(ll) 2-etilenhexanoato? y el dcido ascoérbico'0. Estos
agentes reaccionan con los complejos de Cu' dando lugar al activador CU!, el cual asu vezy en
presencia de los iniciadores (haluros de alquilo o macrorradicales) da lugar al establecimiento

de una polimerizacién por ATRP normal.

1.7.4 Condiciones experimentales en ATRP

Monoémeros. En ATRP vy sus variantes se han utilizado con éxito una gran variedad de
mondmeros tales como estirenos, metacrilatos, metacrilamidas, dienos, acrilonitriio y ofros

muchos mondmeros con sustituyentes que pueden estabilizar a los radicales propagantes.

Disolventes. Debido a que la ATRP y sus variantes se pueden llevar a cabo en masa, en
disolucién, en emulsion, etc., el uso de disolventes es muy comun y por tanto se utiliza gran
variedad de ellos: tolueno, benceno, anisol, difenil éter, acetona, dimetilformamida,
dimetilsulfoxido, agua, diferentes alcoholes, etc. Normalmente el uso de disolventes es necesario
en sistemas en los que pueda existir separacién de fases producida por la insolubilidad de un
polimero en su propio mondmero. También hay que tener en cuenta que la estructura y

solubilidad de los catalizadores puede cambiar dependiendo del disolvente utilizado.

Temperatura. La velocidad de polimerizacion en ATRP y sus variantes aumenta al
incrementar la temperatura, debido al aumento de las constantes de velocidad; asi la ATRP y
sus variantes se pueden llevar a cabo en un amplio rango de temperaturas. En general, al
aumentar la temperatura también aumenta la solubilidad del catalizador; sin embargo, si la
temperatura es demasiado alta, el catalizador puede llegar a descomponerse. Por tanto la
temperatura optima depende del mondmero, del catalizador y, en general, de todos los

componentes utilizados en la reaccién.

Aditivos. En ocasiones es esencial el uso de aditivos para llevar a cabo con éxito la ATRP.
Por ejemplo, es necesario usar un dcido de Lewis, como el aluminio, para controlar la
polimerizacién del metimetacrilato catalizada por complejos de rutenio. Los compuestos de
aluminio también pueden activar y estabilizar los altos estados de oxidacién de algunos sistemas

cataliticos.
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2. Sensores Quimicos

2.1 Qué es un sensor

Percibir el medio que nos rodea solo es posible a través de los sentidos. Asi, vista, oido y
tacto responden a estimulos fisicos individuales como luz, ondas de sonido y presidn (o
temperatura), respectivamente. Por ofro lado, los sentidos que responden a estimulos quimicos
son el gusto y el olfato. Los érganos sensoriales son los “dispositivos” que nos permiten captar
dichos estimulos y son los ojos, los oidos, la piel, la lengua y la nariz respectivamente. Los sensores
cumplen una funcién andloga a los érganos sensoriales. En todos los casos, un receptor
responde a un estimulo particular e interactia con un transductor, desencadenando una
cascada de seiales que, en Ultima instancia, llegan al cerebro. De forma similar, el sensor

convierte la variable de entrada en una senal eléctrica adecuada para su medicion.

El término sensor, tan ampliamente utilizado hoy en dia, comenzd a ganar importancia
en la década de 1970, como consecuencia del desarrollo fecnoldgico de la Tercera Revolucion
Industrial, también denominada Revolucién Cientifico-Técnica, iniciada a mediados del siglo XX
y que continia hasta nuestros dias!!. En sus origenes, la electrénica era comparable a un "ser"
ciego, sin oido, tacto, gusto ni olfato. Incapaz de percibir estimulos externos como cambios de
luz, temperatura, presion o humedad. Su capacidad se limitaba a dar respuestas, Unicamente
tras ser activado, ignorante del medio que lo rodeaba. La evolucién de los sistemas electronicos
ha permitido importantes avances en el desarrollo de los sensores que imitan a los érganos
sensoriales humanos, permitiendo poner en contacto a las mdquinas con el mundo exterior,
dotando de "sentfidos" a la tecnologia y haciéndolas cada vez mds inteligentes y auténomas,
capaces de generar respuestas concretas en funcién de los cambios del entorno, como
activando sistemas extintores en un incendio, alarmas de seguridad por deteccién de
movimiento, o los airbag de los vehiculos en caso de colisidn; sin necesidad de ser activadas por

la mano del hombre.

Bl desarrollo de la tecnologia ha evolucionado tanto, que ya supera con creces nuestro
sistema sensorial. Los sensores se han convertido en "senfidos ulfra-perfeccionados” llegando a
lugares a los que el hombre no tiene acceso; detectando estimulos imperceptibles para el ser
humano, como las ondas electromagnéticas o los ultrasonidos. Sin embargo, no seria suficiente

contemplar los sensores meramente como algunos fipos de dérganos sensoriales artificiales;
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pueden ser utilizados en muchos otros campos ademds de las mdqguinas inteligentes. La
informacidén que aportan ha cobrado un valor extraordinario en todos los dmbitos de la
actividad humana, desde la seguridad alimentaria y ambiental, hasta el desarrollo mds

vanguardista de diagnosis médica o busqueda de vida en otros planetas.

Aungue aun no existe una definicion exhaustiva, moderna y generalizada sobre el
término sensor, parece estar bastante claro qué queremos decir cuando hablamos de sensores;
no obstante encontramos diferencias respecto a si el receptor solo es un sensor, o si el término
engloba la unidad completa, conteniendo al receptor y al fransductor. Respecto a estas
diferencias hay un amplio consenso sobre las caracteristicas que deberian tener los sensores,

como por ejemplo:

e Estar en contacto directo con la variable investigada.

e Transformar informacion no eléctrica en seiales eléctricas.
e Darunarespuesta rdpida.

e Operar en continuo, o al menos en ciclos repetidos.

e Serpequenos.

e Ser baratos.

Por tanto, podriamos definir un sensor como un dispositivo robusto, sencillo vy
preferiblemente portdtil, que consta de algun elemento sensible a magnitudes fisicas o quimicas,
capaz de detectarlas y transformarlas, por sus propias caracteristicas, o por medio de
dispositivos intermedios, en sefales fisicas interpretables. Los sensores fisicos cuantifican
fendmenos de naturaleza fisica, tales como fuerza, presidon, temperatura, humedad, etc. De
igual manera, los sensores (bio)quimicos estdn disefados para medir pardmetros (bio)quimicos,

como composicién o concentracién de especies.

2.2 Caracteristicas de un sensor quimico

El hecho de conseguir que las capacidades cataliticas y de reconocimiento, Unicas de
los sistemas quimicos y biolégicos, puedan ser acoplados a fransductores electroquimicos u
Spticos ha iniciado una nueva rama de la ciencia analitica: los sensores. La investigacion de
sensores se basa en una cooperaciéon multidisciplinar entre quimicos, electronicos, ingenieros
mecdnicos, especialistas en polimeros, ciencias de materiales, quimiometria, electroquimica,
optica y procesamiento de datos. Dependiendo del campo de aplicacién, pueden llegar a
colaborar médicos, biotecndlogos, ingenieros de procesos o militares. Asi, la deteccidn quimica
puede considerarse como un nuevo pilar de la Quimica Andlitica que complementa las
técnicas analiticas existentes como la cromatografia, electroquimica, espectroscopia vy

quimiometria.

Existen dos origenes principales en el desarrollo de la ciencia de sensores como campo

independiente. Uno es el desarrollo de la microtecnologia, que estimula la demanda de érganos
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sensoriales. La segunda fuente es consecuencia de la evolucién de la Quimica Analitica, que

ejerce una creciente demanda de andlisis e instrumental portdtil.

La Quimica Andlitica persigue, por definicidon, “obtener informacién sobre sustancias,
especialmente sobre la presencia y abundancia de los constituyentes, incluyendo informacion

sobre su distribucién espacial y sus cambios temporales™12.

A finales del siglo pasado aparecié una fuerte tendencia a la automatizacién en
Quimica Analitica, desarrollando métodos mds sencillos, econdmicos y principalmente portdtiles,
para poder analizar muestras in situ y a tiempo real, sin alterar sus propiedades y evitando
problemas habituales de contaminacidn, extravio o trazabilidad. Hasta entonces lo normal era
centralizar enormes laboratorios debido al elevado coste de la instrumentacion moderna,
recoger las muestras y fransportarlas para analizarlas posteriormente. Sin embargo se hizo
evidente que todos los problemas no podrian resolverse de manera sencilla. En algunos casos
era dificil, si no imposible, transportar ciertas muestras a largas distancias sin que se
descompusiesen. Esto es un problema tipico en el andlisis ambiental, una rama de importancia
creciente. Generalmente resulté ser mucho mds sencillo llevar el instrumento a la muestra que
viceversa. Las técnicas portdtiles de andlisis quimico atrajeron gran interés. Comenzaron a
popularizarse sondas analiticas pequenas y facilmente transportables que pudiesen ponerse en
contacto directo con la muestra de forma sencilla. Un ejemplo es el electrodo selectivo de
jones, como un medidor de pH, o un sensor de glucosa en sangre. Esta tecnologia emergente
atraviesa las fronteras de muchas disciplinas académicas tradicionales y es probable que tenga
un efecto profundo sobre la forma de procedimientos analiticos que se llevardn a cabo en el
futuro, con una migracion desde el laboratorio mds sofisticado y especializado hacia el andlisis

en tiempo real en el campo, casa o la consulta médica.

2.2.1 Definiciones

Segun Wolfbeis'3, el término sensor se estd vulgarizando cada vez mds, asi como los
términos nano o bio, y esto ha llevado a que la terminologia sensor sea cada vez mds ambigua.
En el campo de la guimica se estd utilizando el término sensor para denominar lo que
Unicamente es la parte receptora de un sensor que, durante mds de 100 anos, se ha venido
denominando sonda molecular o indicador. Los sensores son dispositivos, no moléculas. Para
poder funcionar, los sensores también necesitan un transductor o, en otras palabras, un sistema
de lectura. Por lo tanto, es facil darse cuenta de que las tiras reactivas simples no son sensores ni

instrumentos analiticos complejos, sino sondas.

La busqueda bibliogrdfica sobre sensores conduce a dos conjuntos diferentes. El primero
se refiere a sensores de todo tipo (electroquimicos, piezoeléctricos, térmicos, luminiscentes, etc.).
Estos cubren la mayor parte de las definiciones establecidas de un sensor, mientras que el
segundo conjunto se refiere principalmente a sondas, pues actian de forma irreversible. Con el
fin de ayudar a solventar este tipo de confusiones, Wolfbeis realizd una distincién'# entre varios
tipos de dispositivos, sus aplicaciones tipicas y como actian y operan; esta distincidon se refleja

enlaTabla 1.
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Respecto a las definiciones de biosensor, son algo diversas, pero la mayoria de ellas
coinciden en que su distincion, respecto a los sensores quimicos, radica en el hecho de que usan
un componente bioldgico como una enzima, un anticuerpo, un dcido polinucléico, o incluso
células como elemento receptor de reconocimiento molecular. Por lo tanto, un biosensor puede
considerarse como un tipo especial de sensor quimico. Mds recientemente, se ha extendido la
definicién de biosensores a sistemas que pueden detectar y determinar especies bioldgicas, por
ejemplo haciendo uso de polimeros de impronta molecular (MIPs). De este modo, un electrodo
de pH capaz de detectar el pH sanguineo no es un biosensor, porque no utiliza un receptor
bioldgico, y tampoco detecta una especie bioldgica, sino quimica, el protén. Por otro lado, un

sensor de genes para detectar iones de plomo en el agua potable, es un biosensor.

Tabla 1.Términos utilizados frecuentemente en el contexto de investigaciéon de sensores.

Dispositivo Aplicacién Modo de accién y operacion
Monitorizacion online R, Ao NA
Sensor
Ensayo de un solo uso R, Ao NA
Sonda Ensayo de un solo uso o, A
Tira reactiva Ensayo de un solo uso [, A

. Medida de la exposicidon a especies
Dosimetro o L 5, NA
quimicas o radiacion

Placa dosimétrica Normalmente es un dosimetro personal [, A

o Proporciona una sefal cuando se
Dispositivo de alarma ) Rol,NA
excede un umbral preestablecido

Sensor, dosimetro, o dispositivo de
Monitores loR, Ao NA
alarma

R, Reversible; I, Irreversible; A, Operacion Asistida; NA, Operacién No Asistida

b Sj el drea sensible se renueva constantemente, puede ser un cuasi-sensor.

A pesar de la multitud de definiciones que tratan de describir qué es un sensor quimico,
debido a la gran diversidad de sistemas que son considerados actualmente sensores, parece
que aun no se ha llegado a un consenso general para dar una definicién Unica y especifica.

Veamos algunas definiciones:

Segun la IUPAC (1991)'5, “un sensor quimico es un dispositivo que transforma
informacién quimica, abarcando desde la concentracion de un componente especifico de la

muestra, hasta la composicidn total del andlisis, en una sefal analiticamente Util. La informacidn
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quimica puede provenir de una reaccién quimica del analito o de una propiedad fisica del
sistema investigado.” Esta definicién es bastante general, sin embargo en la literatura existen
algunas definiciones mds pragmaticas, como la de Wolfbeis'*: “Los sensores quimicos son
dispositivos de pequeno tamano formados por un elemento de reconocimiento, un elemento de
transduccidén y un procesador de senal, capaz de dar informacidn continua y reversible sobre Ila

concentracién quimica”.

Una de las definiciones mds actuales y apropiadas de un sensor quimico es la
denominada "definicién de Cambridge"'é: Los sensores quimicos son dispositivos miniaturizados
gue pueden ofrecer informacién en tiempo real y en linea sobre la presencia de compuestos

especificos o iones incluso en muestras complejas”.

Algunos autores!” recomiendan una distincién entre el concepto de sensor quimico,
“como un transductor que proporciona informacién directa y continua sobre la composicion
quimica de su entorno, consistente en un transductor fisico y en una capa quimicamente
selectiva.”; y el concepto de sistema sensor, como “instrumentos analiticos en los que una o mds
operaciones tienen que ser realizadas antes de obtener informacidén quimica en pasos

discretos”.

2.2.2 El sensor quimico ideal

En general, los requerimientos de un sensor vienen definidos por su aplicacién
especifica, donde la deteccion siempre implica la interaccidén entre un analito y el sistema
capaz de detectarlo (el sensor). Los siguientes pardmetros son particularmente importantes, por
lo que deben tenerse en consideracion durante la investigaciéon y desarrollo de todo tipo de

sensores!s:

e Sensibilidad: es la variacién de la senal andlitica por unidad de concentracién del
analito, es decir, la pendiente de la recta de calibrado. Cuanto mayor es la pendiente,
mayor es la sensibilidad.

e Selectividad: es la capacidad de discriminacion entre el analito objetivo y oftros
interferentes quimicamente andlogos, que pueden estar también presentes en la
muestra. Es, dentro del método andlitico, la caracteristica bdsica que determina la
precisién de los resultados.

e Limite de deteccion (Limit of detection, LOD): es la minima concentracion de analito
que puede detectar el sistema de forma fiable. La concentracién de LOD es
estadisticamente distinguible del blanco o sefal de fondo.

e Limite de cuantificacion o determinacion (Limit of quantification, LOQ): es la minima
concentracién de analito que puede detectar el sensor de forma cuantitativamente
precisa y exacta (es decir, el LOQ toma un valor mayor que el LOD y establece un limite
de deteccidn por encima del cual el sensor opera en el intervalo dindmico lineal de

forma precisa y exacta).
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e Intervalo dindmico: rango de concentraciones entre el limite de deteccién y el limite
mdximo de concenfracion detectable (el limite inferior es determinado por la
sensibilidad del detector y el limite superior aparece debido a los efectos de saturacion).

e Reversibilidad: capacidad del sensor para responder dindmicamente (de forma
reversible), a los cambios en la concentracion de la muestra.

e Lineadlidad: desviacién relativa de una recta de calibracion determinada
experimentalmente, respecto a una linea recta ideal.

e Tiempo de respuesta: tiempo que necesita la senal analitica del sensor en alcanzar un
valor estable, al producirse un cambio en la concentracion del analito. Con frecuencia
se utiliza el pardmetro tes, que representa el tiempo empleado por el sensor para
alcanzar el 95% de la seial analitica.

e Robustez: Es la inercia que presenta un sensor a modificar su senal analitica cuando
fienen lugar pequenos cambios en las condiciones ambientales u operativas, que se
consideran las variables que gobiernan el experimento de medida.

e Vida Util: Se define como el periodo de tiempo estimado en el que un sensor puede
continuar funcionando correctamente (dentro de unos limites predeterminados).
Normalmente se estima en horas de frabajo. En el caso de los sensores quimicos, el

tiempo de vida Util estd fuertemente ligado a la estabilidad de la fase sensora.

Un sensor quimico ideal'* 1% seria un dispositivo analitico barato, de peso y tamano
reducido, portdtil, de uso sencillo, infalible, que respondiese con selectividad precisa a la
especie de interés (analito), con el gasto minimo de energia, de forma directa, reversible, no
destructiva y confinua sobre la propia matriz de la muestra no tratada, con una adecuada
sensibilidad a lo largo de un amplio intervalo dindmico, para producir una sefal medible en
cualquier concentracién de analito requerida, proporcionando informacién sobre la distribucién
espacial y temporal de una especie quimica a tiempo real. Esto implica varios aspectos entre los
que se incluyen a) la ausencia de muestreo con su error intrinseco; b) no es necesario un pre-

tratamiento de muestra (como etapas de dilucidn, con sus errores); c) andlisis en tiempo real.

Sin embargo, muchos de los sensores actuales no cumplen con uno o varios de |os
criterios definidos, y son dispositivos complejos, generalmente optimizados para una aplicacién
particular. De hecho, numerosos autores denominan también sensores a ciertos disefios que no
son capaces de medir de forma continua la concentracién de ciertas especies, es decir, son
irreversibles y solo permiten una Unica determinacién, por 1o que se denominan sensores
“"desechables”. En determinadas ocasiones puede ocurrir que el “sensor” no sea lo
suficienfemente sensible o selectivo, por lo que en estos casos puede ser de gran ayuda la
incorporacién de alguna técnica simple de pretratamiento, en linea con la deteccidon, para

separar el analito de las especies interferentes presentes en la muestra’?e,

En resumen, el uso principal de un sensor ideal es integrar dos de los tres pasos generales
del proceso andlitico (operaciones preliminares y medida y transduccién de la sefal analitica),

Figura 5.
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Figura 5. Relevancia de los sensores en el proceso analitico.

2.3 Elementos de los sensores quimicos

Los sensores quimicos responden selectiva y cuantitativamente a un tipo de analito
concreto, a tfravés de una interaccién quimica en la que se generan sefales primarias de
reconocimiento. Normalmente constan de dos componentes bdsicos conectados en serie
(Figura é): Una fase sensora o zona de reconocimiento molecular, y un elemento transductor de
la senal de reconocimiento!s 182, qunque algunos autores consideran necesarios elementos
adicionales, concretamente unidades electrénicas de amplificacion, procesamiento y medida

de senal.

El receptor molecular estd normalmente inmovilizado en una matriz, como por ejemplo
una membrana, que también puede proporcionar algo de selectividad. A este conjunto se le
conoce como zona quimica o de reconocimiento molecular, cuya funcidén es interaccionar
selectivamente con el analito de interés, dando lugar a un cambio en alguna propiedad

fisicoquimica del sistema. La deteccidon puede basarse en varios principios:

e Principios fisicos, cuando no existe ninguna reaccidén quimica involucrada en la
deteccién, sino que responde a un pardmetro fisico, como podria ser luminiscencia,
absorbancia, temperatura, indice de refraccion, etc.

e Principios quimicos, en los que el receptor interactUa con las moléculas de analito a
través de una reaccién quimica, dando lugar a una seial andlitica. Por ejemplo la
reduccion de una especie o una reaccidn de reconocimiento.

e Principios bioquimicos?, donde la interaccién de la fase sensora con el analito es de
naturaleza bioguimica, por lo que es especialmente selectiva, como pueden ser las
interacciones antigeno — anticuerpo, enzima - sustrato, bases de ADN complementarias,

etc.

El elemento transductor (que por si solo no muestra selectividad), permite transformar el
evento fisicoquimico producido por la interaccién con el analito (luz, calor, infercambio de
electrones), en una senal analitica medible que se relaciona con la concentfracion de analito a

fravés de una calibracién realizada previamente.
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Figura 6. Partes de un sensor quimico de acuerdo al tipo de transduccion?!.

2.4 Importancia y actualidad de los sensores

En términos generales, los sensores introducen tres mejoras técnicas diferentes en el
proceso analitico. En primer lugar, los sensores reducen la participacién humana en operaciones
preliminares, facilitando la automatizaciéon de las etapas del proceso analitico. Ademds, el
pegueno tamano inherente de los sensores (miniaturizacion), los hace muy Utiles para
aplicaciones como monitorizacién in situ en general y monitorizacion in vivo en particular. La
tercera y mayor ventaja de los sensores es la simplificacion, especialmente en materia de
operaciones preliminares. El desarrollo incesante de sensores quimicos, respaldado por la
constante evolucién y miniaturizacion de las nuevas tecnologias, ha hecho posible expandir sus
multiples aplicaciones a campos tan diversos como el de la seguridad alimentaria, las ciencias

de la salud, el ambiental, el industrial, etc.
2.4.1 Campos de aplicacién

2.4.1.1 En el campo de la seguridad alimentaria

Con la creciente demanda de alimentos se hace necesario evitar el desperdicio de
estos, por lo que los avances en cuanto al embalgje resultan especialmente Utiles para
conseguirlo, pues ayudan a mantener los alimentos frescos durante un mayor periodo de
tiempo. Ademds, los consumidores demandan una regularizacion cada vez mds estricta sobre
los aditivos (conservantes, aromatizantes, edulcorantes, etc.). En este contexto se estdn
desarrollando envases inteligentes (smart packaging??), que se pueden definir como sistemas
que confrolan las condiciones de los alimentos empaquetados, proporcionando informacion
sobre su calidad durante su transporte y almacenamiento. Asi, el desarrollo de sistemas sensores
que respondan cambiando de color en funcidon de la calidad de los alimentos en términos de
frescura, deterioro microbiano u oxidacién, estd adquiriendo cada vez mds importancia en la
industria alimentaria??, asi como en sistemas de trazabilidad y andlisis de peligros y puntos criticos
de control (APPCC).
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2.4.1.2 En el campo de las ciencias de la salud

La aplicacién comercial de biosensores ha tenido un impacto particularmente
significativo en el campo del diagnéstico médico y clinico?, llegando a desarrollarse dispositivos
muy econdmicos (desechables o reutilizables). Debido a su cardcter miniaturizable y a su
capacidad de medida continua e in situ, las pruebas clinicas pueden realizarse en minutos con
una precisién y fiabilidad aceptable; proporcionando al médico indicaciones inmediatas y
propiciando la deteccién temprana de enfermedades infecciosas?. Una de las mayores
ventajas que presentan los sensores es que son dispositivos no invasivos o minimamente invasivos,
que no destruyen la muestra y, por tanto, su uso en este campo podria mejorar los dispositivos

que se estdn utilizando en la actualidad.

Hoy en dia existen multitud de kits de diagndsticos pensados para el dmbito doméstico.
Como ejemplo podriamos destacar los test de embarazo; las pruebas de antafo? han dado
paso a las actuales, basadas en inmunoensayos antigeno-anticuerpo, que revelan la presencia
en orina de la hormona HCG, generada Unicamente por la mujer embarazada. Otro ejemplo
son los dispositivos de control de glucosa en sangre, como el Accu-Chek Aviva Blood Glucose
Monitor System (comercializado por Roche®), que incorporan glucosa oxidasa en las firas

reactivas.

Por ofro lado, los biosensores de ADN son considerablemente prometedores para
obtener informacion especifica sobre la secuencia de dcido nucleico humano, viral vy
bacteriano de una manera mds rdpida, facil y barata, en comparacién con los ensayos de
hibridacién tradicional. El desarrollo de biosensores de ADN ayuda en la deteccidon de

patdégenos y en el diagndéstico de enfermedades genéticas?’.

2.4.1.3 En el campo del control medioambiental

El empleo de sensores quimicos y de nuevas disciplinas como la nanotecnologia?
constituyen herramientas muy Utiles en la identificacion y cuantificacion de contaminantes
ambientales? de forma remota y continua, dando informacién muy valiosa a la hora de llevar a
cabo una estrategia adecuada para remediar los efectos de la polucidn en dreas
contfaminadas © en zonas con desechos peligrosos para la vida. Ante la creciente
preocupacion publica sobre la calidad del agua potable, el control continuo de las aguas
subterrdneas® se ha convertido en un asunto de vital importancia, por lo que el papel que
desempenan los sensores en este dmbito es medir pH, contaminantes orgdnicos, herbicidasd! y

frazas de sustancias; tanto en aguas como en suelos.

2.4.1.4 En el campo industrial

La eficiencia de produccion y la calidad de productos dependen criticamente de los
procesos de control. Cada vez con mds frecuencia los sensores on-line estdn reemplazando a
las técnicas cldsicas de muestreo, y la Quimica Analitica se estd extendiendo desde los

laboratorios a las fabricas. Teniendo en cuenta los costes derivados de una reaccidon quimica
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fallida y sus consecuencias medioambientales, existen requerimientos extremadamente fiables

en la instrumentacién de control de procesos.

Por otro lado, la mayoria de los sensores para procesos de control continuo se enfrentan
a condiciones adversas. Normalmente, requieren de una fiabilidad mayor del 99% bajo
temperaturas extremas32 con mucho ruido, vibracion y exposiciones a sustancias quimicas, pero
con un mantenimiento minimo y periodos de tiempo bastante largos. Ademds, se espera que el
instrumento permanezca preciso durante un periodo de tiempo prolongado. Por tanto, Las
caracteristicas de los sensores mds demandadas en la industria son precio, robustez y estabilidad
frente al tiempo o ala temperatura, ademds de cumplir con una biocompatibilidad en procesos

biotecnoldgicos.

2.5 Nanotecnologia y sensores quimicos

La nanociencia es una disciplina basada en el conocimiento de las propiedades de |a
materia en estado nanométrico (mil millonésima parte de un metro). Su objetivo es investigar los
mecanismos fundamentales por los cuales se forman, organizan y fransforman las estructuras a
un nivel nanométrico, e implica complejas investigaciones interdisciplinarias de las propiedades
fisicas y quimicas de los objetos nanométricos. La nanociencia sirve como base para el
desarrollo de la nanotecnologia, cuyo objetivo principal es desarrollar métodos eficientes
(econdmica y ambientalmente), para el disehio de materiales nanoestructurados novedosos
como la preparacién de peliculas y recubrimientos, fabricacidon de nanoestructuras funcionales
y elementos para dispositivos nanoelectronicos, que son aplicaciones prometedoras en diversos
campos, desde sistemas de informacidén y telecomunicaciones, sensores, optoelectrénica y
catdlisis, hasta la medicina y la bioingenieria. Todos los métodos innovadores de produccion,
caracterizacion 'y modificacion  adaptados a la nanotecnologia, estdn orientados

sistemdticamente hacia la idea de "ingenieria a nivel atbmico y molecular”.

Los materiales nanoestructurados cruzan la frontera entre la Nanociencia y la
nanotecnologia y vinculan ambas dreas. Aungue se habla ampliamente sobre nanotecnologia,
actualmente existe poco consenso sobre dénde comienza el nano-dominio. Se reconoce que el
rango de tamano que ofrece el mayor potencial, y por lo tanto el mayor interés, estd por debajo
de los 100 nm; sin embargo, todavia hay muchas aplicaciones para las cudles las particulas mds

grandes pueden proporcionar propiedades de gran interés.

Un cambio de macro y micro a nano-escala, modifica cualitativamente la mayoria de
las propiedades fisicoquimicas de los materiales. Cuando los tamanos de los materiales se
reducen en una o mds dimensiones, sus propiedades fisicas y quimicas pueden cambiar
drdsticamente debido al extraordinario aumento en la relacion superficie-volumen. Como
resultado la mayor superficie de las nanoparticulas, en comparacién con su volumen,
desempena un papel significativo en las caracteristicas importantes de estos materiales. Estos

cambios afectan a sus propiedades opticas, quimicas, electromagnéticas, mecdnicas y
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térmicas, haciendo que los compuestos y materiales resultantes muestren propiedades

inexistentes en objetos macro y microscépicos de la misma naturaleza quimica®.

La gran relaciéon superficie-volumen y sus efectos sobre las propiedades del material son
una caracteristica clave en la nanociencia y la nanotecnologia. Asi, la forma de un
nanomaterial es de gran interés, porque varias formas producirdn distintas relaciones superficie-
volumen y por tanto diferentes propiedades. Luego las nanoparticulas se caracterizan por una
dependencia variable de las propiedades en funcién de su tamano, forma y composicion.
Cualitativamente, las propiedades especiales de los nanomateriales son debidas tfanto a la
superficie extraordinariamente desarrollada de sus particulas constituyentes, como a los efectos
cudnticos y electrénicos que muestran las nanoparticulas. Ademds, en los materiales con una o
mds dimensiones en la nanoescala, estas propiedades pueden ser enormemente Utiles para
mejorar y adaptar el funcionamiento de los sensores. Por lo tanto, las caracteristicas del sensor
tales como sensibilidad, fiempo de respuesta y capacidad de readlizar mediciones in vivo

pueden mejorarse drdsticamente.

Por ejemplo, en el campo de la biotecnologia se han disenado los llamados
nanosensores PEBBLE3# (del inglés Probes encapsulated by biologically localized embedding),
que vendria a tfraducirse como sondas encapsuladas por embebido biolégicamente
localizadas, con el fin de realizar mediciones cuantitativas en el medio intracelular, pues son lo
suficientemente pequenos como para ser insertados en las células vivas con la minima

perturbacion fisica.

Sin embargo, deben considerarse algunos aspectos de seguridad respecto al uso “libre”
de nanosensores para mediciones in vivo. La principal preocupacién es la retencion de estas
particulas en el cuerpo y el efecto nocivo a largo plazo® puesto que las nanoparticulas pueden
ser responsables de una serie de interacciones materiales que podria conducir a efectos
toxicoldégicos3¢. En cualquier caso, las propiedades 6pticas que pueden ser controladas en la
nanoescala son de gran interés en el campo del disefio de los sensores dpticos®’. Ya existen
multitud de aplicaciones en diversos campos, como el control de contaminacion

medioambiental38, en el dmbito clinico®, seguridad alimentaria4® o biotecnologio4!.

Aungue la nanotecnologia se encuentra ain en su infancia, se espera que cambie
drdsticamente las caracteristicas funcionales de los sensores quimicos y probablemente ganard

importancia en todos los campos de aplicacidén de sensores en los proximos diez o veinte anos.

2.6 Clasificacion de sensores quimicos

B tremendo desarrollo que han experimentado los sensores quimicos durante los Ultimos
anos, ademds de la enorme variedad de procesos quimicos y sistemas de deteccion que
pueden utilizarse en el desarrollo de un sensor, hace indispensable llevar a cabo una
clasificacion'15 17 de los mismos en grupos con caracteristicas comunes. La enorme magnitud

gue abarca el campo de los sensores proporciona una buena idea de la variedad de estos que
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puede existir, y muestra lo complicado que puede llegar a ser establecer unas reglas generales,
por lo que intentar clasificar estos sistemas de manera simple es practicamente imposible. En la
Tabla 2 se han clasificado algunos sensores, atendiendo a distintos criterios de actuacion y

configuracién, que se desarrollan con mds detalle a continuacién.

Tabla 2. Clasificacion general de los sensores, basada en diversos criterios de actuacion y

configuracion.

Criterios de Clasificacion

A B C D E F G H
[ Optico Activo Conectado Reversible Tipo Sonda Continuo Uniparametro Fisico
8 Mdsico Pasivo Integrado Irreversible  Planar Discontinuo  Multipardmetro  Quimico
c Magnético No conectado ~ Regenerable  Célula de flujo Biocquimico
Q@ | Temomeétice o
esechable
(7¢ ]

Electroquimico

A: En funcién del tipo de transduccioén.

B: Dependiendo de la existencia de una reaccién quimica del analito con la zona sensible.
C: Configuracion de la fase sensora y el fransductor.

D: En funcién del tipo de interaccién con el andlito.

E: Configuracién del sensor.

F: Modo de operacién.

G: Capacidad de andlisis de pardmetros.

H: Tipo de reconocimiento de la fase sensora.

Una de las clasificaciones de sensores mds intuitivas y predominantes es la que se hace
de acuerdo a cdmo opera el transductor empleado para detectar los cambios fisico-quimicos
que tienen lugar en presencia del analito. Los principales sistemas de transduccion empleados

en la construccion de sensores se pueden clasificar en:

o Dispositivos épticos, que transforman cambios del fendmeno optico, como
resultado de la interaccidén del analito con el receptor. Este grupo se puede
subdividir en funcidn del tipo de propiedades dpticas aplicadas en los sensores

quimicos, como pueden ser:

= Absorbancia, medida en un medio ftrasparente, causada por la
absortividad del analito por si mismo o por una reaccién con algin

indicador adecuado.

= Reflectancia, se mide en un medio no transparente, utilizando normalmente

un indicador inmovilizado.

= Luminiscencia, basada en la medida de la intensidad de luz emitida por
una reaccién quimica en el sistema receptor. Aunque una atenuacion o
guenching selectivo de luminiscencia también puede ser la base de estos

dispositivos42.
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indice de refraccién, medido como el resultado de un cambio en la

composicién de la disolucion.

Efecto optotérmico, basado en la medida del efecto térmico causado por

la absorciéon de luz.

Dispersién de luz, basado en los efectos causados por particulas de tamano

definido presentes en la muestra.

o Dispositivos elecfroquimicos, que transforman el efecto de la interaccion

electroquimica producida entre el analito y el electrodo, en una seial Util. Estos

efectos pueden estimularse eléctricamente o pueden ser causados por una

interaccién espontdnea en condiciones de corriente cero. Pueden distinguirse

los siguientes grupos:

Sensores voltamétricos, incluyendo los dispositivos amperométricos, donde
la corriente se mide de forma continua o alterna. Este subgrupo puede
incluir sensores basados en electrodos quimicamente inertes. En este grupo

entran los sensores galvdnicos (con vy sin fuente de corriente externa).

Sensores potenciométricos, donde el potencial del electrodo indicador
(electrodo selectivo a iones, electrodo redox, electrodo metdlico/dxido

metdlico), se mide frente a un electrodo de referencia.

Transistores de efecto de campo quimicamente modificados, conocidos
por sus siglas en inglés como CHEMFET (Chemically Modified Field Effect
Transistor). En ellos, el efecto de la interaccion entre el analito y la capa
activa es un cambio de corriente en la fuente. Las interacciones enfre el
analito y la capa activa son, desde un punto de vista quimico, similares a las

encontradas en los sensores potenciométricos selectivos a iones.

Sensores de gases potenciométricos de electrolito sélido, que difieren de los
sensores potenciométricos sencillos en que los electrolitos en estado sdlido
trabajan a altas temperaturas y su aplicacién principal es la medida de

gases.

o Los dispositivos de sensibilidad mdsica transforman el cambio de masa (en una

superficie especialmente modificada), en un cambio de la propiedad del

material soporte. Dicho cambio de masa se debe a la acumulacidn del analito.

Dentro de este grupo, podemos enconfrar:

Dispositivos piezoeléctricos, utilizados principalmente en fase gaseosa,
aungue tfambién en disolucién, y se basan en la medicién del cambio de
frecuencia del oscilador de cuarzo, causada por la adsorcién de una masa

de analito en el oscilador.
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= Dispositivos de onda acustica superficial, que dependen de la modificacion
de la velocidad de propagacion de una onda acustica generada, y que se

ve afectada por la deposicidn de una masa definida del andalito.

o Dispositivos magnéticos basados en el cambio de las propiedades
paramagnéticas del gas analizado. Suelen aplicarse para monitorizar el

oxigeno.

o Dispositivos termométricos, basados en la medida del calor liberado o
absorbido en una reaccién quimica o adsorcién de un analito. En este grupo, los
efectos del calor pueden medirse de varias formas, por ejemplo, en los llamados
sensores cataliticos, el calor de una reaccién de combustion o de una reaccién

enzimdtica se mide con un termistor.

o Ofros tipos de sensores quimicos pueden basarse en otras propiedades fisicas,

como la radiacion, si son aplicados para determinar composiciones quimicas.

Debido al trabajo realizado en esta Tesis, nos cenfraremos en el estudio de los Sensores

Quimicos Opticos.
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3. Sensores Opticos

3.1 Generalidades de los sensores épticos

La disciplina de la Espectroscopia abarca el estudio y uso de las interacciones de la
radiacion electromagnética con la materia, y proporciona informacién que comprende desde
la estructura electronica de los dtomos hasta la dindmica de las cadenas poliméricas. Segun los
principios bdsicos de la espectroscopia, la radiacién electromagnética atraviesa la muestra, que
puede ser sélida, liquida o gaseosa; la interaccion de esta radiacién con la muestra se evalia
desde el cambio de algunos pardmetros épticos y puede ser directamente relacionada con la

concentracién de andlito.

El conocimiento espectroscopico sirve como base para el desarrollo y uso de sensores
Opticos que, por definicion, estdn basados en la medicion de fotones. Representan un grupo de
sensores quimicos que hacen uso de la radiacién electromagnética para generar la senal

analitica en un elemento de transduccién de sefiales.

Los sensores Opticos también han sido nombrados como optodos y optrodos; ambos
términos destacan el hecho de que la informacién recogida por dichos sensores implica
mediciones épfticas, en analogia a los electrones como en el caso de los electrodos. Se ha
sugerido usar el término optrodo para la combinacién de los métodos de deteccion opticos y
electroguimicos, tales como aquellos basados en electroluminiscencia, pero ambos términos se

utilizan indistintfamente.

El sistema sensor dptico en si mismo comprende la parte sensible, la fuente de luz vy el
dispositivo de lectura. Estos sensores pueden basarse en varios principios opticos, como
absorbancia, reflectancia, luminiscencia, etc. (Figura 7), cubriendo diferentes regiones de los
espectros (UV, visible e IR). La interaccidon del analito de interés con la fase sensora produce un
cambio en alguna propiedad éptica del sistema y genera una sefial analitica en el elemento de
transduccién, que detecta la modulacién de algunas propiedades de la radiacién, y no solo
permite la medicién de la intensidad de la luz, sino también de otras propiedades relacionadas,

como tiempo de vida, indice de refraccidn, dispersion, difraccidn o polarizacién43,

Un sistema de deteccidon éptica puede estar basado en la deteccion (a) directa o (b)

mediada por el indicador. En un sensor éptico directo, se detecta el analito directamente a
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través de alguna propiedad optica intrinseca, como, por ejemplo la absobancia o la
luminiscencia. En un sistema mediado por el indicador, se detecta el cambio en la respuesta
Sptica de un agente intermedio, generalmente una molécula (indicador) sensible al analito, y se

utiliza para controlar la concentracién de analito.

Reflectancia

/—)- Refraccion
P Absorbancia
ﬁ Emision Detector

Fuente Selector de » Muestra

Figura 7. Disposicion instrumental general en medidas espectroscépicas4.

Los métodos mds comUnmente aplicados en sensores dpticos son aquellos basados en
la absorcions o la emision* de luz. Sin embargo, en comparacidon con los métodos de
absorcion, los de emisidon (fluorescencia y fosforescencia) son particularmente importantes
debido a su exirema sensibilidad y buena selectividad. Los métodos de luminiscencia son
aproximadamente 1000 veces mds sensibles que la mayoria de los métodos

espectrofotométricos.

La luminiscencia ofrece una gran variedad de técnicas de aplicacion, entre las que
destacan las medidas en estado estacionario (intensidad de emisidén), tiempo de vida,
transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET), y medidas relativas (que
permiten hacer la medida independiente de las principales fuentes de error, como son la

dependencia de la luz de excitacién o las variaciones en el camino éptico).

Las técnicas de medida de la intensidad de emision son las mds populares, porque la
instrumentacién necesaria es muy simple y de bajo coste. No obstante, tienen algunas
desventajas respecto a las mediciones de tiempo de vida de emisidon, en las que la muestra se
excita a fravés de un pulso electromagnético, en lugar de una iluminacidon continua como es el
caso de los métodos basados en la intensidad. La precisidén y exactitud de los métodos basados
en intfensidad de luminiscencia suelen verse afectadas considerablemente por factores tan
diversos como las fluctuaciones de intensidad de la fuente luminica, la sensibilidad del detector,
la concentracion del indicador, la turbidez de la muestra o el espesor de la capa de deteccion.
Sin embargo, algunos de estos problemas pueden ser minimizados o incluso eliminados midiendo

tiempos de vida, en lugar de intensidades de luminiscencia.

La espectroscopia de emisibn luminiscente ha desarrollado métodos analiticos
caracterizados por su sensibilidad, selectividad y versatilidad. Paralelamente, la industria de las
telecomunicaciones ha logrado la comercializaciéon de fibras opticas de bajo coste que
permiten transmitir luz y cubrir asi largas distancias. Ademds, la disponibilidad de nuevas fuentes

de radiacion baratas como los Idseres y los diodos emisores de luz (LEDs, Light-Emitting Diodes)
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permiten excitar la muestra en prdcticamente todo el intervalo de longitudes de onda del
espectro electromagnético UV-visible. Asimismo, se han desarrollado fotodetectores de elevada
sensibilidad y bajo coste, como es el caso de los fotodiodos y las cdmaras CCD (Charge-
Coupled Device), asi como una amplia variedad de componentes épticos de reducidas
dimensiones y bajo coste (filtros dpticos, colimadores, divisores de haz, etc.). Por Ultimo, nuevos
métodos de tratamiento de seial, junto con microprocesadores de alta capacidad y pequefio
tamano, permiten almacenar y procesar datos de forma cada vez mds efectiva, incluso en el

caso de relaciones complejas de senal-concentracion.

La conjugacién de todas estas nuevas tecnologias y metodologias permite hacernos
una idea del espectacular nivel de desarrollo que estd experimentando actualmente el campo
de los sensores opticos?, desarrollando dispositivos cada vez mds efectivos de pequeno
tamano, bajo coste, bajo consumo, portdtiles y de elevadas prestaciones analiticas4s, ya sea

para el andlisis y/o control de pardmetros de interés quimico#’, ambiental%o, clinico’!, etc.

3.2 Clasificacion de los sensores opticos

Como se indicaba en la clasificacién de sensores quimicos realizada en la Tabla 2, y
dentro del tipo de transduccidon éptica, los sensores dpticos pueden clasificarse en funcién de la
naturaleza del fendmeno o6ptico medido. En este caso se puede hablar de sensores de
absorbancia, de reflectancia, de dispersion raman, luminiscentes (fluorescentes, fosforescentes,

bioluminiscentes, quimioluminiscentes), etc.

Dentro de los distintos mecanismos de transduccion, los procesos fotoluminiscentes
resultan particularmente atractivos para el desarrollo de sensores épticos, ya que la radiacion
detectada puede ser diferenciada de la radiacion incidente sobre la fase activa por su longitud
de onda. Ademds, dan lugar a sistemas sensores altamente sensibles que permiten determinar
muy bajos niveles de concentracién. Estas caracteristicas hacen especialmente adecuado el
uso de dichas técnicas fotoluminiscentes como técnicas de deteccidn en el desarrollo de

sensores quimicos'?c.

Continuando con la clasificacion, los sensores dpticos pueden clasificarse atendiendo

ademds a diversos aspectos:

B. Los sensores quimicos pueden ser activos o pasivos dependiendo de si incorporan o no
una “fase sensible” donde tiene lugar la reaccion (bio)quimica de reconocimiento. En
principio los sensores pasivos no cumplen los requisitos incluidos en la definicién de
sensor en cuanto a su estructura (existencia de una “fase sensible”), puesto que
simplemente se frata de una medida directa de una propiedad fisico-quimica del
analito; sin embargo, son los mdas faciles de realizar, operan de forma similar a los
sensores activos y tienen la ventaja anadida de una completa reversibilidad, por lo que

son los mds utilizados en la mayoria de las aplicaciones industriales.
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C. Oftra clasificacion de los sensores establece tres categorias en funcién de la forma de
acoplamiento del elemento de reconocimiento y el transductor. Estos dos elementos
esenciales pueden estar conectados épticamente (por ejemplo, mediante el empleo
de una fibra dptica) o eléctricamente. Por ofro lado, el tfransductor (detector) y la "“fase
sensible” pueden estar infegrados en un Unico elemento. En el caso de los no
conectados (Wireless sensors)’2, la zona de reconocimiento no estd fisicamente
conectada con el elemento transductor, por lo que la deteccién se lleva a cabo a

distancia, de forma inaldmlbrica33.

D. En funcion del tipo de interaccion con el analito, las fases sensoras se pueden clasificar

en reversibles e irreversibles. Estos Ultimos a su vez, se pueden subdividir en:

= regenerables: son aquellos que dan lugar a una respuesta similar a la de un
sensor reversible, pero con la diferencia de que no operan de forma
continua, pues requieren una etapa de regeneracién para poder ser

utilizados de nuevo.

" no regenerables: en el caso de los sensores irreversibles no regenerables o
desechables, solo responden a incrementos en la concentfracion del
andlito saturdndose con facilidad, por lo que se suelen emplear para una

Unica medida.

E. De acuerdo a la apariencia externa o configuracion del sensor y a la forma en que la
fase sensible entra en contacto con la muestra podemos distinguir entre: sensores tipo

sonda, sensores planares y sensores tipo célula de flujo.

o En los sensores tipo sonda u optrodos, la fase sensora estd localizada en el
extremo del terminal sensible (electrodo o fibra éptica), que a su vez se

encuentra en contacto directo con la muestra.

o En el caso de los sensores planares, el elemento sensible estd localizado en una

superficie plana sobre la que se depositan unas gotas de la muestra.

o Finalmente, en los sensores tipo célula de flujo (optosensores), la muestra es
aspirada (o inyectada) y transferida a una célula de flujo donde se encuentra
empaquetada la fase sensible. Su principal caracteristica es que la fase sensora
se situa en el sistema de deteccion, es decir, los procesos de reaccién vy

deteccidén son simultdneos.

F. En cuanto al modo de operacion, los sensores quimicos pueden trabajar en modo
discontinuo o en modo continuo. Mientras que los sensores tipo sonda pueden ser
utilizados tanto en modo continuo como en modo discontinuo, los sensores tipo célula

de flujo solo pueden operar en régimen continuo.

G. De acuerdo al niumero de analitos que son capaces de determinar en una misma

muestra, la mayoria de los sensores responden a la concentracién de una Unica especie
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(uniparamétricos), mientras que existen algunos capaces de determinar
simultdneamente varios analitos (multiparamétricos). Entre estos Ultimos podemos

distinguir dos fipos:

o aquellos que incorporan un elemento de reconocimiento por cada analito en la

misma fase sensible.

o aquellos que hacen uso de un Unico elemento de reconocimiento conectado o

integrado a un transductor capaz de realizar andlisis multielemental.

H. Atendiendo al tipo de reconocimiento de la fase sensora, puede ser quimico o

bioquimico. Ver definicion de biosensor, en la seccidén 2.2.1.

3.3 Tipos de fases sensoras

Todos los sensores dpticos tienen en comun un elemento esencial que hace posible el
reconocimiento y la deteccién del andlito de interés: la fase sensora o zona de reconocimiento
quimico. Dicha fase sensora estd constituida generalmente por un reactivo indicador
inmovilizado sobre un soporte sélido%t. El empleo de estos soportes, ya sean orgdnicos
(polimeros) o inorgdnicos (Oxidos metdlicos nanoestructurados, silice), confieren a la fase sensora
una serie de ventajas importantes como son: una mayor estabilidad de los reactivos,
sensibilidad, selectividad o incluso una mayor velocidad de reaccion, siendo sus costes de
fabricacién y adquisicidn generalmente moderados. Estas cualidades hacen de los soportes

soélidos una herramienta ampliamente utilizada en la preparaciéon de fases sensoras.

Actualmente existe una gran variedad de soportes sdlidos para preparar fases sensoras.
Por citar solo unos ejemplos, una fase sensora puede ser una membrana polimérica en la que
pueden ser solubilizados diferentes reactivos que interaccionen con el analito de interés
(produciendo un cambio en las propiedades Opticas de la misma®s), membranas
nanoestructuradas formadas por un éxido metdlico® o un sol-gel en el que se inmovilice un
reactivo que actie de la misma forma que en el caso anterior, nano/microparticulas
orgdnicas/inorgdnicas o hibridas®” (particulas con un ndcleo magnético (FesO4) recubierto con
una capa polimérica%®); o nano/microfibrass® que incorporen el reactivo en su superficie; una
resina polimérica entrecruzada en cuya superficie se adsorban los andlitos (preconcentrdndose
y produciendo una variacién en las propiedades épticas de la fase sensora)¢, o un polimero de
impronta molecular (MIP, del inglés Molecularly Imprinted Polymer) en cualquiera de sus diversos
formatos (micro/nanoparticulas esféricas, micro/nanofibras o membranas poliméricas de
impronta molecular)¢!, en el que se hayan generado huecos especificos para el analito de

interés.
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3.4 Mecanismos de reconocimiento

El mecanismo de reconocimiento éptico va a depender, por tanto, del fipo de fase
sensora que se disefe. Asi, los principales mecanismos de reconocimiento de los sensores dpticos

son los siguientes:

1) Mecanismo de coextraccion o cambio idnico: La fase sensora contfiene un iondforo
(que interacciona con el analito), un cromoiondforo (cuyas propiedades dpticas serdn
sensibles al cambio de una propiedad quimica de la membrana, por ejemplo el pH) vy,
en el caso de un cambio de carga en la membrana, debido a la enfrada o salida de
especies cargadas, un aditivo aniénico lipofilico (encargado de mantener la
electroneutralidad dentro de la membrana). La interaccién del analito de interés con el
iondforo provoca un cambio en una propiedad quimica de la membrana, por ejemplo
la entrada de iones H* (coextraccién) que modifican el pH de la membrana, o la cesién
de iones H* del iondéforo al cromoiondforo (cambio idnico), que al igual que en el caso
anterior, produce un cambio en el pH de la membrana. Esta variacion de pH induce un
cambio en las propiedades Oopticas del cromoionéforo relacionado con la
concentraciéon del analito de interés. Por tanto, se trata de un mecanismo de

reconocimiento indirecto.

2) Mecanismo catalitico/enzimdtico: La fase sensora contiene un catalizador (o enzimal)
inmovilizado que, en presencia del anadlito de interés, cataliza una reaccién donde se
genera una nueva sustancia que produce un cambio en las propiedades épticas de la
misma. Este cambio puede ser un aumento o una disminucién de la propiedad dptica
medida, por ejemplo la aparicidon de luminiscencia, cuya intensidad es proporcional a la

concentracion de analito.

3) Mecanismo de interaccion directa analito-cromoiondforo: La fase sensora contiene un
cromoionéforo que, fras interaccionar con el analito de interés (interaccion fisica o
quimica), cambia alguna de sus propiedades opticas. Esta variacién puede ser un
aumento o una disminucién de dicha propiedad, como por ejemplo una atenuacion de

la luminiscencia molecular, proporcional a la concentraciéon del analito.

4) Mecanismo de interaccion directa analito-soporte: La fase sensora, que no contiene
ningun aditivo épticamente activo, interacciona con el analito que se retiene por
interacciones fisicas y/o quimicas, preconcentrdndose y produciendo en las
propiedades dpticas de la fase sensora una variacidon proporcional a la concentracion
del andlito. Este es el caso de las fases sensoras basadas en resinas poliméricas

entrecruzadas o en polimeros de impronta molecular.
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3.5 Soportes soélidos usados en el desarrollo de fases sensoras

opticas

Los reactivos utilizados en sensores opticos (ya sean indicadores o enzimas), se
inmovilizan preferentemente en soportes rigidos y épticamente tfransparentes, constituyendo su
conjunto la fase sensible al analito a determinar. Las caracteristicas y el buen funcionamiento
del futuro sensor dependerdn en gran medida de la correcta eleccién del soporte sdlido,
principalmente en términos de sensibilidad, tiempo de respuesta, intervalo dindmico e incluso de

la selectividad del método.

En todo caso, la elecciéon del soporte depende de los requerimientos predecibles por las
interacciones indicador-andlito. Por ejemplo, en el caso de analitos gaseosos la respuesta estd
gobernada por el coeficiente de difusion de los gases hacia el soporte, su solubilidad en el
mismo y la permeabilidad de este. Asi, cuando se trata de indicadores fluorescentes frente a
desactivadores gaseosos no polares, como el oxigeno, el indicador puede disolverse en un
polimero adecuado para formar la capa sensible, a través de la cual pueda difundir libremente
el desactivador, pero no las sustancias idnicas, mejorando en este caso la selectividad. En
ocasiones el analito puede no penetrar hacia el interior del polimero, o puede que el indicador
no sea soluble en tales polimeros, por lo que es preciso inmovilizar al reactivo en la superficie del

soporte polimérico para facilitar el acceso del analito hacia el indicador.

Otro factor a tener en cuenta en la eleccidon del soporte es las posibles interferencias
que podrian producir las propiedades dpticas intrinsecas de ciertos soportes, como es el caso de
algunos polimeros de poliestireno (cuya excitacion se da en la regidn del UV). En estos casos se

observarian sefales considerables en el espectro, correspondientes al blanco.

3.5.1 Membranas poliméricas

Los primeros soporte sdlidos que se utilizaron en la preparacion de fases sensoras dpticas
fueron las membranas poliméricas, debido a su extendido uso en el desarrollo de sensores
electroquimicos y a la posibilidad de formar peliculas sensoras delgadas que contienen todos
aquellos reactivos necesarios para llevar a cabo la reaccién de reconocimiento de la especie
de interés. Los polimeros utilizados en la construccion de fases sensoras pueden tener una o mds
de las siguientes funciones: (a) actuar como soporte rigido, sobre el cual se inmoviliza el
indicador o biomolécula correspondiente; (b) proporcionar selectividad hacia ciertas especies,
en virtud de la permeabilidad selectiva de la mayoria de los polimeros; (c) servir de capa
protectora para evitar el arrastre o contaminacién del elemento de transduccién vy, por Ultimo,
(d) proporcionar un aislamiento éptico, con el fin de reducir interferencias de la luz ambiental.
Por lo que la correcta eleccidon del polimero tendrd un efecto importante sobre el tiempo de

respuesta del sensor y sobre la funcidn de respuesta del mismo.
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La eleccién del soporte polimérico es un proceso empirico, basado en el cumplimento
de una serie de requisitos deseables para cualquier soporte destinado a ser utilizado en un
sensor Optico, como pueden ser inercia quimica, estabilidad, transparencia &ptica,
permeabilidad al analito, asi como compatibilidad con la muestra y con el resto de los
componentes utilizados en la fabricacién de la fase sensora. Asi, para la obtencién de la fase
sensora se parte de un céctel, que no es mds que una disolucién en un disolvente altamente
voldtil, de un polimero lineal y todos los reactivos necesarios para la determinacion. Existen
diferentes técnicas de deposicidn, tales como spin coating, knife coating, drop coating, etc.,
cuya seleccion se hard en funcidn del espesor requerido o del tipo de soporte inerte en el que se
vaya a depositar la fase sensora. Tras la deposicidn de esta disolucién y la evaporacion del

disolvente, el polimero retiene los elementos sensores.

Ventajas de utilizar membranas poliméricas como soportes para fases sensoras:

e Pueden ser disenadas de forma sencilla, pues se dispone de toda la tecnologia previa
usada en el desarrollo de este tipo de membranas en sensores electroquimicos.

e En funcién de la técnica de deposicidn usada, es posible controlar el espesor de la
membrana polimérica y se pueden recubrir multitud de dispositivos de medida de forma
sencilla y rdpida.

e La gran informacién y tipos de polimeros de los que se dispone habitualmente hace
posible variar sus propiedades fisico-quimicas, de manera que se puedan adaptar a las
necesidades requeridas.

e Estas membranas pueden ser fadcilmente entrecruzadas, aumentando asi su estabilidad
e impidiendo problemas de redisolucion o ‘“leaching”, obteniendo resinas
tridimensionales, similares a las que se han usado también en el desarrollo de fases

sensoras Opticas.

Los principales inconvenientes de este tipo de soportes radican en:

e Baja estabilidad, debido a la degradacién de los compuestos dpticamente activos
necesarios para el reconocimiento.

e Problemas de agregacién de estos compuestos y por tanto disminucidon progresiva de su
sensibilidad.

e Tiempos de respuesta altos, debido a que el analito tiene que difundir hacia el interior

de la membrana polimérica para que pueda producirse la reaccién de reconocimiento.

Estas deficiencias de las membranas poliméricas se pueden solventar haciendo una
buena selecciéon de ionéforos y/o cromoiondforos, asi como del polimero lineal. Por lo que es
necesario llevar a cabo un esfuerzo investigador en el desarrollo de nuevos compuestos
Spticamente activos que sean altamente foto y termoestables, asi como el perfeccionamiento
de las reacciones quimicas implicadas entre el indicador y los analitos de interés, que permitan

aumentar su sensibilidad analitica.
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Otro gran campo de investigacion, dentro de este tipo de fases sensoras, es el desarrollo
de nuevos polimeros lineales que incluyan, dentro de su estructura polimérica, parte de los
reactivos (o grupos funcionales) necesarios para poder llevar a cabo la reaccion de
reconocimiento. De esta forma se evitaria su deterioro vy, principalmente, los problemas de

agregacién debido a su inmovilizacion localizada dentro de la estructura pldstica.

Los polimeros, en general, no suelen ser buenos disolventes para la mayoria de los
indicadores de interés, debido a que transcurrido cierto tiempo cristalizan o se disponen en la
superficie polimérica formando finas Idminas. Ademds, los indicadores idnicos no se disuelven
faciimente en la mayoria de los polimeros usuales y los analitos cargados no penetran en los
polimeros hidrofébicos. Por tanto se hace necesario inmovilizarlos en la interfase entre el soporte

y la disolucién de la muestra.

Algunos soportes hidréfilos, como la celulosa, han sido ampliamente utilizados en la
inmovilizacién de indicadorest? agentes quelatanteséd o proteinasé4. La facilidad de penetracién
del agua a través de las membranas de celulosa, hace que su empleo presente la ventaja de

acortar los tiempos de respuesta en medios acuosos.

Existen ofros soportes de fipo poli(acriamida) y poliimetacriamida) que fienen gran
estabilidad quimica pero, a su vez, gran tendencia al hinchamiento, observdndose una deriva
de la senal cuando se hidratan. Un grupo de polimeros hidréfilos frecuentemente utilizados son
los hidrogeles®®. Quimicamente estdn constituidos por un grupo heterogéneo de polimeros que
comprenden enfre ofros, polihidroxietilacrilatos,  poliacriiamidas,  polivinilpirrolidonas,
polivinilalcoholes y poliuretanos. Los hidrogeles ofrecen una excelente biocompatibilidad,
probablemente debida a su elevado contenido en agua y a sus particulares propiedades

superficiales.

Otro tipo de materiales poliméricos empleados como soportes en la construccién de
fases sensoras son los intercambiadores idnicos. En general, se trata de materiales sdlidos
insolubles que contfienen cationes o aniones reemplazables por una cantidad
estequiométricamente equivalente de iones del mismo signo en contacto con la disolucién del
electrolito. Su matriz estd formada por una red tridimensional de cadenas hidrocarbonadas de
cardcter hidroéfobo, a las que se enlazan ciertos grupos idénicos de distinta fuerza dcida, siendo
los grupos sulfonato (-SOs37) y los grupos carboxilato (-COO-) los mds comunes en el caso de los
infercambiadores catidnicos, que se encuentran disponibles en el mercado en multitud de
formas (perlas, membranas, etc.). Las membranas de intercambio idnico ofrecen la ventaja de
soportar el reactivo en posiciones concretas y ser accesibles al analito. Ademds, tanto las
moléculas de indicador como las de analito pueden difundir facilmente hasta las regiones
interiores de las particulas, mientras que moléculas de mayor tfamano, como las proteinas, no
pueden alcanzarlas, por lo que se evita la posible interferencia de estos compuestos. El principal
inconveniente que presentan los intercambiadores idnicos es que su matriz es eldstica y se
comportan como “células higroscdpicas” que se hinchan y se deshinchan de modo reversible

con absorcidon o desorciéon de humedad.
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Aparte del poliestireno, disponible en el mercado en varias formas (perlas, membranas,
efc.) y con distintos grupos catidnicos o anidnicos en su superficie, existen otros polimeros
hidréfobos como el Nafiéon (un polietileno parcialmente fluorado con grupos -HSOs en su
superficie), que permite la inmovilizacién de indicadores catidnicos. Su excelente estabilidad
quimica y mecdnica hace que sea uno de los materiales mds populares para este tipo de
aplicaciones. Ofro tipo de polimeros incluyen la celulosa modificada, copolimeros de

estireno/acrilamida y particulas de Latex modificada con grupos carboxilo.

3.5.2 Matrices inorgdnicas: Sol-geles y 6xidos metdlicos

En las Ultimas décadas se estd investigando activamente sobre la obtencidén de nuevos
soportes inorgdnicos, sol-gel, que sumen las ventajas de este tipo de soportes (estabilidad,
inercia quimica, rigidez, etc.), alas de los polimeros orgdnicos (variedad de mondmeros, rutas de
sintesis, etc.). Por ofro lado, las grandes ventajas que ofrecen los o&xidos metdlicos
nanoestructurados en multitud de campos estd haciendo que, cada vez mds, aparezcan
nuevas membranas inorgdnicas de tamano, porosidad vy transparencia perfectamente
controlables y, por lo tanto, se tenga una mayor disponibilidad de estos materiales para su uso

en el desarrollo de fases sensoras dpticas.

Mediante ambas tecnologias es posible la inmovilizacion en una matriz inorgdnica de
una o varias especies que se pueden incorporar a la matriz durante o después del proceso de
obtencién del material, actuando de igual forma que las membranas poliméricas comentadas
anteriormente, pero con las caracteristicas de los materiales inorgdnicos. Ademds, debido a que
durante el proceso de sintesis se puede controlar su porosidad, estos materiales proporcionan

fases sensoras mds sensibles y estables con respecto a las poliméricas.

La popularidad del vidrio se debe al hecho de que su superficie puede alterarse con
facilidad mediante un tratamiento quimico adecuado, de forma que prdcticamente cualquier
indicador con propiedades hidréfilas o hidréfobas puede unirse covalentemente a su superficie.
Por otra parte, el vidrio presenta la ventaja de que no se hincha en soluciones acuosas y
ademds proporciona una cierta selectividad al encontrarse disponible en particulas de poro

contfrolado. Sin embargo, el principal inconveniente del vidrio es su fragilidad.

Los recientes avances en la tecnologia de fabricacién de cerdmicas han hecho posible
modelar vidrios porosos de silice a temperatura ambiente segun el llamado proceso sol-gel que
posee un gran potencial para la obtencidon de fases reactivas de sensores quimicos sin mds que
seleccionar los reactivos adecuados. La técnica de fabricacion del sol-gel consiste en la hidrdlisis
de tetraalcoxisianos en disoluciones hidroalcohdlicas, para producir una suspensidon coloidal
(sol), que al condensar produce el gel, y que fras su secado y pérdida del disolvente produce un
xerogel. De esta forma, se consiguen “dopar” los vidrios de silice con compuestos de diversa
naturaleza, infroduciéndolos junto a los reactivos de polimerizacién y quedando asi atrapados
en las cavidades del futuro vidrio; al mismo tiempo es posible su interaccidon con especies
solubles que acceden a ellos a fravés de los poros del vidrio. El proceso sol-gel es un método

atractivo para la inmovilizacion de moléculas en matrices de silice por su preparaciéon a
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temperatura ambiente, posibilidad de atrapar gran cantidad de reactivo y sencillez. La
inmovilizacién de las moléculas éptimamente activas en la matriz del sol-gel se puede llevar a

cabo por diversos métodos:

e Dopaje quimico: la molécula que se pretende retener, se anade junto a los mondmeros
al inicio de la polimerizacién, quedando atrapada en el interior poroso del sol-gel.

e Inmovilizacion quimica: mediante la formacién de enlaces covalentes entre la molécula
a inmovilizar y los grupos silanol.

e Impregnaciéon: sumergiendo el soporte poroso en una disolucidn concentrada de la
molécula a retener que queda adsorbida fisicamente en los poros del material
inorgdnico.

e Copolimerizaciéon: empleando mondmeros alcoxisianos modificados, los cuales

contienen la molécula a retener enlazada covalentemente.

Los 6xidos metdlicos nanoestructurados estdn basados en la dispersion de particulas de
oOxidos metdlicos sobre un polimero. Los dxidos mds utilizados son AIOOH, SiO2, ZrO2 y TiO2, y el
polimero que se utiliza para fijar estos aglomerados o nanoparticulas sobre un soporte inerte es el
alcohol poalivinilico. Sus caracteristicas han permitido su desarrollo en multitud de aplicaciones,
ya que posee un gran poder conductor, apropiado indice de refraccion, fransparencia,
estabilidad y su principal caracteristica: la posibilidad de obtener diferentes tamanos de poros y
por tanto variar su interaccién con la materia y/o la energia. Ademds, se pueden generar
membranas multicapa con diferentes caracteristicas fisico-quimicas. La obtencidon de estos
o6xidos metdlicos nanoestructurados estd ampliamente desarrollada debido al gran interés que
despiertan estos materiales en campos tan relevantes como Ia microinformdtica, robdtica,
sensores electroquimicos, etc., permitiendo obtener multitud de materiales con caracteristicas
totalmente diferentes en funcién del dxido metdlico usado asi como el proceso de sintesis. Un
tipo de éxido metdlico muy concreto que ha dado muy buenos resultados en la preparacién de
fases sensoras Opticas ha sido desarrollado por la empresa liford Imaging Switzerland, este
genera membranas Nnanoporosas en las que se puede controlar el famano, volumen y carga de
los poros y se pueden incorporar reactivos selectivos a las especies a determinar,
estabilizdndolos, disminuyendo los tiempos de respuesta y mejorando su sensibilidad3ée 66, Se ha
demostrado que los 6xidos metdlicos incrementan la sensibilidad de reactivos luminiscentes
hasta 40 veces con respecto a su sensibilidad cuando son incorporados en membranas
poliméricasé’. Ademds, proporcionan gran estabilidad frente a la fotodescomposicion y
aumentan la estabilidad en condiciones normales debido a la baja probabiidad de la
formacion de aglomerados y precipitacidon de reactivos en los nanoporosé® Pueden ser
esterilizados mediante autoclave y/o rayos gamma sin pérdida significativa de su actividad
sensoras¢b. Otfra caracteristica de estos dxidos metdlicos es la posibilidad de incorporaciéon de
dos o mds reactivos sin que se produzcan aglomerados, permitiendo procesos fisico-quimicos
reversibles entre ellos, como procesos de transferencia de energia (FRET)¢¢< ¢7 y de transferencia
de protonessé9, lo que abre nuevas posibilidades y un futuro prometedor en el desarrollo de

sensores Opficos. En el Capitulo 2 de esta Tesis Doctoral se ha utilizado un soporte



Soportes sdlidos usados en el desarrollo de fases sensoras dpticas

nanoestructurado llamado AP200/19¢¢¢, consistente en una fina I[dmina de polietilentereftalato
(PET) cubierto con una fina capa de éxido hidréxido de aluminio (AIOOH) en el que, tras la
inmovilizacion en sus nanoporos de una serie de especies 6pticamente activas (complejos
organometdlicos de cobre, sensibles a O2), se ha conseguido determinar satisfactoriamente O-
con sensibilidades y tiempos de respuesta superiores a los conseguidos con las membranas

poliméricas.

3.5.3 Polimeros de impronta molecular (MIPs)

Los polimeros de impronta molecular (MIPs) se pueden definir? como “polimeros
tridimensionales con huecos especificos, inducidos por una molécula molde, que sirven para el
reconocimiento molecular y que dan lugar a un material, donde el molde dirige la disposicion y
orientacion de los componentes que lo forman, mediante un mecanismo de autoensamblaje™.
Es decir, se trata de materiales biomiméticos que reproducen de un modo mdas bdsico el
mecanismo de reconocimiento de los sistemas bioldgicos (hormona-receptor, enzima-sustrato,
antigeno-anticuerpo). Por tanto, la tecnologia MIP consiste en desarrollar un material polimérico
capaz de interaccionar selectivamente con una molécula o ion, actuando como “cerradura”

ante un analito “llave”, similar al modelo de Fischer’0.

Para preparar un MIP, lo mds usual es usar un proceso de polimerizacién radicalaria,
donde uno o varios tipos de componentes formadores de polimero (mondmeros funcionales), se
sitban en una configuracién complementaria a la molécula molde, tanto para la formacién de
enlaces covalentes como para la auto-asociacién, que junto con un enfrecruzador y un
disolvente pordgeno, forman lo que se conoce como el complejo de prepolimerizacion. Este,
una vez que se inicia la reaccién radicalaria mediante la adicidon de un iniciador de radicales,
da lugar a un polimero tridimensional y entrecruzado que contiene a la molécula molde en su
estructura. Una vez finalizada la polimerizacién y tras la extracciéon del molde, por lavado con
disolventes o una combinacién de tratamiento quimico y lavado, se crean cavidades en el
interior del polimero que son complementarias en tamano, forma geométrica y orientacion de
grupos funcionales, a la molécula usada como molde. Estos sitios vacantes con la impronta

estdn entonces disponibles para volver a unir al molde o a sus andlogos estructurales.

Las interacciones entre la molécula molde y los mondmeros que dan lugar al complejo

de prepolimerizacion pueden ser de dos tipos:

Los MIPs obtenidos por via covalente, desarrollada por G. Wulff’!, se basan en la
interaccién covalente entre la molécula molde y uno o varios mondmeros funcionales usados en
la polimerizacién’2. De forma que al extraer la molécula molde, estos grupos funcionales quedan
libres y son susceptibles de volver a unirse con ella durante el proceso de reconocimiento

molecular.

Los MIPs obtenidos por via no covalente, infroducida por K. Mosbach??, se basan en

interacciones no covalentes, tales como pares idnicos, interacciones dipolo-dipolo, enlaces de
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hidrégeno, interacciones hidrofébicas y fuerzas de Van der Waals; generando aductos entre la

molécula molde y los mondmeros funcionales.

Ca
J e

Ensamblaje no-covalente

a ¢ P &

b Modificacién covalente

Polimerizacién con

Entrecruzador

Molécula molde

Hidrolisis de los enlaces covalentes +Molde (-H0)

~N

Extraccién del molde - Molde (- H,0O)

MIP
Figura 8. Representacion esquemdtica de los procesos de impronta molecular.

El entrecruzador es el responsable de la estructura final del MIP: estabiliza los sitios
selectivos durante la polimerizacion, confiere rigidez y por tanto estabilidad frente a los
disolventes, ya que evita la deformacion o desestructuracion de los sitios de unidn debido a que
el hinchamiento de polimeros altamente entrecruzados es nulo, también confiere a los polimeros
estabilidad mecdnica y térmica. Debido a esto el porcentaje de entrecruzador también es un

pardmetro a tener en cuenta y debe ser optimizado experimentalmente.

Por Ultimo, el porégeno o mezcla de los mismos (disolventes que forman poros al
evaporarse) juega un papel importantisimo en la formacién y estabilizacién de la estructura
porosa del MIP, ademds de ser el medio de solubilizacidon tanto de la molécula molde, como de
los mondmeros y de las cadenas poliméricas en crecimiento que se van formando durante el

proceso de polimerizacion.

La Figura 8 muestra algunas de las interacciones usuales en la creacién de afinidad en
los sitios de unién para la molécula molde. Las interacciones con grupos funcionales (a-d) del
molde representan las siguientes estrategias de impresidon: (a) Enlace de hidrégeno no
covalente; (b) interaccidén covalente reversible; (c) método semicovalente (espaciador
sacrificado); (d) interaccion electrostdtica con un mondmero cargado con carga opuesta. La
liberacion y re-enlace del molde con el polimero final conlleva una reaccion sencilla de
condensacion/hidrdlisis en el sitio de unidn. La eliminacién del molde conlleva un proceso
quimico como la hidrdlisis, si es necesario romper enlaces covalentes. Si el re-enlace (de la
nueva molécula molde, o analito) conlleva una condensacidon (impronta covalente), se

liberardn una o mds moléculas de agua en la unidn del molde.

Existen diferentes técnicas para obtener un MIP. Las mds habituales son las siguientes:
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3.5.3.1 Polimerizacién en bloque

También conocidos como BulkMIPs74, consiste en mezclar todos los componentes del
MIP (mondmeros funcionales, entrecruzador, iniciador de radicales y molécula molde) en
ausencia de cualquier disolvente orgdnico. Por tanto, deben ser solubles unos en ofros,
obteniéndose solo una fase. De esta forma se obtiene un material poco poroso, ya que no se
sintetiza en presencia de ningun disolvente pordgeno. Este tipo de MIP es poco usado en el
campo de los sensores quimicos debido a la dificultad de extraccion del molde y a la limitacion

gue supone tener que usar compuestos que deban ser solubles entre si.

3.5.3.2  Polimerizacién en disolucion

Consiste en mezclar todos los componentes del MIP con un disolvente orgdnico o una
mezcla de ellos. Estos disolventes orgdnicos tienen dos funciones principales: por un lado la
solubilizacion de los componentes iniciales asi como de los subproductos de la polimerizacion, y
por ofro lado generar poros (accion pordégena) que hagan aumentar la superficie activa del
polimero. En funcidén de la mezcla de disolventes y del volumen usados se puede controlar la
solubilizaciéon de los diferentes productos de polimerizacién, de manera que se forme una red
tridimensional en blogque (polimerizacién en disolucién en bloque, polimerizacién en monolito’s o
monolith polymerization), o bien permitiendo la solubilizacién hasta un cierto peso molecular a
partir del cual precipita el polimero obtenido, al ser insoluble en el medio en el que se encuentra

(polimerizacién por precipitacién)’¢.

3.5.3.3  Polimerizacion en suspension

La polimerizacion en suspensién’’ se produce combinando dos fases: una discontinua,
compuesta por un disolvente orgdnico hidrofébico donde se encuentra la mezcla de
polimerizacion, y ofra continua, compuesta por un disolvente hidrofilico (normalmente agua)
que estd en mayor proporcion. Asi, mediante el uso de agentes quimicos y/o bien mediante
aplicacion de energia, dentro de la fase continua se van formando pequenas goticulas de la
fase discontinua en las que se produce la polimerizacién, obteniéndose particulas de MIP de
tamano y forma similar a las goficulas formadas. Por tanto, dentro de esta técnica de
preparacién de MIPs podemos destacar tres tipos: polimerizacién por emulsién’8, polimerizacién

por miniemulsién’? y polimerizacién por microemulsiéns°.

La polimerizacion en suspension estd teniendo gran relevancia en la actualidad para la
fabricacién de micro y nanoparticulas de MIPs de formas y tamanos controlables. Ademds, en
conjuncidén con oftras técnicas, permite la obtencién de nano o microparticula multicapa o tipo
“core-shell”, en las que ademds de las propiedades tipicas del MIP, se pueden incluir

propiedades extra, como por ejemplo propiedades magnéticas.

3.5.3.4  Polimerizacién en fase sélida

En este tipo de polimerizacién alguno de los compuestos iniciales estd soportado
guimicamente sobre una fase sdlida, propiciando la polimerizacion sobre su superficie. Dentro
de la polimerizacidén en fase sdlida destacan dos tipos: polimerizacién por implantacién®

(grafting imprinting), cuando el iniciador de radicales une covalentemente al soporte sélido
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poroso (véase la Figura 9), y la denominada polimerizacién jerarquizada®? (hierarchical

imprinting), cuando lo que se une al soporte sélido es la molécula molde (véase la Figura 10).

Mondmeros thrhculo B
silice porosa
\ Polimerizacién
Entrecruzador

Figura 9. Simulacién de la técnica de “grafting imprinting"”, donde

se obtiene una particula cuya porosidad estd recubierta por un MIP.

. " Polimerizacién
Particula de

silice porosa

Inmovilizaciéon l I Adicién de mondmeros
‘ del molde N entrecruzador, iniciador

Molécula Elimi -
Molde iminaciéon
del molde y de NH HE
la particula 4172

de silice

Re-unién de
___molécula moldee

<

MIP

Figura 10. Simulacion de la técnica de hierarchical imprinting, donde se

representa una particula de silice inicial y, tras su disolucidn, la particula MIP obtenida.
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3.5.4 Materiales hibridos nanoestructurados: orgdnico-inorgdnico y orgdnico-

inorgdnico-biomolécula

En los Ultimos anos se ha invertido un gran esfuerzo investigador en el desarrollo de
nanomateriales hibridos multifuncionales en diferentes formatos (nanoparticulas, nanofibras))8s,
destinados a su aplicabilidad en distintos campos de la ciencia, como son la biomedicinad4, la

biocatdlisis8, la microelectronicadé, el desarrollo de biosensores?’, etc.

Dentro del término material hibrido nanoestructurado quedan englobados una gran

variedad de materiales nanométricos multifuncionales con una amplia gama de propiedades.

En lo que respecta al desarrollo de fases sensoras, son muchas las posibilidades que
ofrecen los materiales hibridos. Entre los mds representativos actualmente se encuentran los que
incorporan propiedades magnéticas para facilitar su implementacion en fibras épticas®® o

sensores tipo microchipss.

3.5.4.1 Nanoparticulas magnéticas preparadas por miniemulsién-evaporacion y por

precipitaciéon-evaporaciéon usando copolimeros lineales

La preparacién de este tipo de nanofases sensoras se basa en el procesado, mediante
las técnicas de miniemulsion y precipitacion, de un ferrofluido totalmente estable. Este ferrofluido
se prepara dispersando nanoparticulas de magnetita de entre 15 y 25 nm, estabilizadas con un
surfactante adecuado, en una disolucidn que contiene un polimero lineal y los reactivos
necesarios para el reconocimiento quimico. Los polimeros lineales utilizados pueden ser
previamente sintetizados u obtenidos de forma comercial. Durante la preparacién de este fipo
de nanofases sensoras no se utiliza ningun tipo de proceso o reaccién quimica compleja, como
puede ser cualquier tipo de reaccién de polimerizacion, lo cual agiliza y facilita la preparacion y

optimizacién de este tipo de materiales.

Las técnicas usadas para preparar este tipo de materiales son la miniemulsion-

evaporacion y la precipitacién-evaporacion.

3.5.4.1.1 Miniemulsidn-evaporacion

Esta técnica se basa en la preparacién de miniemulsiones O/W (oil/water) o W/O en las
cuales, la fase discontinua es el ferrofluido comentado anteriormente. Una vez conseguida esta
miniemulsion, se procede a la evaporacién del disolvente, lo que conduce a la formacién de
nanoparticulas poliméricas, en cuya estructura incluyen la magnetita y los compuestos para el
reconocimiento quimico. La Figura 11 muestra: (A) un esquema del procedimiento de
preparacién de nanofases sensoras magnéticas sensibles a Oz mediante miniemulsion O/W y
posterior evaporaciéon del disolvente; fotografias de SEM (B y C) de nanofases sensoras
magnéticas preparadas por esta metodologia, utilizando un copolimero lineal de alto peso
molecular (240000 Mw) de estireno-co-anhidrido maleico; y la fotografia de SEM (D) de una
nanofase sensora magnética preparada con poli(ES-co-MA) de bajo peso molecular (14400
Mw).
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Figura 11. (A) Esquema de preparacion de nanoparticulas hibridas por
miniemulsion-evaporacién y fotografias SEM (B, C y D) de nanofases sensoras magnéticas

preparadas por esta metodologia.

3.5.4.1.2  Precipitacion-evaporacion

Esta técnica se basa en la precipitacion de polimeros lineales para la obtencion de
nanoparticulas. Su fundamento consiste en un cambio brusco e instantdneo de las interacciones
polimero-disolvente, provocando la precipitaciéon del polimero lineal que previamente ha sido

disuelto en un disolvente adecuado.

Asi, en primer lugar, el polimero lineal se disuelve en un disolvente muy afin a este,
donde las interacciones polimero-disolvente son muy elevadas. Posteriormente se induce la
precipitaciéon del polimero lineal por adicidon sobre un mal disolvente para el mismo. En esta
técnica, por tanto, es imprescindible que ambos disolventes (el utilizado para disolver el polimero
y el ufilizado para precipitarlo), sean miscibles entre si. Ademds, el disolvente utilizado para
disolver el polimero tiene que estar en baja proporcion respecto al disolvente utilizado para

precipitarlo.

En el caso de la precipitacion de polimeros hidrofébicos, uno de los sistemas de
disolventes mds estudiado y utilizado es tetrahidrofurano/agua®’. La Figura 12 muestra (A) un
esgquema de preparaciéon de nanofases sensoras magnéticas por la técnica de precipitaciéon-
evaporacion, y (B) una foto de microscopia electrénica de barrido de nanofases sensoras
magnéticas sensibles a O2 preparadas con esta técnica, usando poli (ES-co-MA) de alto peso
molecular (240000 Mw).
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Ferrofluido
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Figura 12. (A) Esquema de preparacion de nanoparticulas hibridas por la técnica de
precipitacion-evaporacién y (B) fotografia SEM de nanofases sensoras magnéticas sensibles a Oz

preparadas por esta metodologia.

Uno de los polimeros mds usados en el desarrollo de fases sensoras con las técnicas de
miniemulsidn-evaporacién y precipitacién-evaporacion es el poli(ES-co-MA), debido a que los
grupos anhidrido se pueden hidrolizar fdcilmente, aportando un cierto cardcter hidrofilico a

estas particulas, que facilita su suspension en medios acuosos (véase la Figura 13).

Hidrolisis
— —>
H,0/(H* & HO')

OH HO

Figura 13. Hidrdlisis de los grupos anhidrido de la superficie de las

nanofases sensoras lipofilicas magnéticas.
3.5.5 Nanofibras preparadas por electrohilado de polimeros lineales

La técnica de atomizacién electrohidrodindmica consiste, bdsicamente, en la inyecciéon
lenta de un fluido conductor, a través de una aguja electrificada. Este hilo conductor puede
estar formado por un polimero lineal disuelto en un disolvente adecuado; a veces es necesario
el uso de aditivos en pequenas concentraciones con el objeto de modificar la polaridad del

liguido conductor.
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Para un intervalo apropiado de valores del caudal inyectado y de la diferencia de
potencial eléctrico aplicado enfre la aguja y un conductor conectado a fierra, el menisco
electrificado adopta la forma de un cono de Taylor estacionario, desde cuyo vértice se emite un
chorro que rompe aguas abagjo, por inestabilidades capilares, formando un espray de gotas
cargadas, denominado electrospray, como el que se observa en la Figura 14. También se
pueden producir chorros simples o coaxiales electrificados de tamafio micro y nanométrico. Esta

técnica se denomina electrospining®® (ver Figura 15).

El electrohilado ya se ha aplicado con éxito en la sintesis de nanoparticulas de
estructura compleja (nanocdpsulas, nanoesferas huecas, nanotubos y nanofibras coaxiales), de
interés potencial en campos de la Tecnologia como son: biotecnologia, farmacia, electrénica
de alta velocidad, materiales avanzados, etc. Algunas de las nanoestructuras generadas con

esta tecnologia se muestran en las fotografias de la Figura 16.

Figura 14. Cono de Taylor, chorro y espray de gotas cargadas.

Figura 15. Electrospray coaxial o coelectrospray.

(A) Menisco estructurado donde un polimero fluye por el
exterior y finta comercial por el interior. (B) Vista ampliada

del extremo del chorro coaxial.

Con las técnicas electrohidrodindmicas se pueden diseiar, sintetizar y procesar una
gran variedad de copolimeros lineales, para preparar nanomateriales como nanofibras (tanto

huecas como coaxiales), nanoparticulas (huecas o tipo core-shell), etc.

La ventaja de estos métodos, frente a otfros existentes, radica en que los materiales de
estructura compleja se preparan en una sola etapa, en lugar de las fres o cuafro que
habitualmente pueden ser necesarias por otfras metodologias. Ademds, estas técnicas permiten
tener un elevado control de los sistemas, por lo que se pueden preparar materiales avanzados
de estructura compleja (nanotubos coaxiales, nanoesferas huecas, etc.), que serian muy dificiles

de fabricar por ofras técnicas, tanto fisicas como quimicas. Otra de las ventajas por las que
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destaca esta tecnologia es que, al generar los chorros mediante campos eléctricos, sus
didmetros, y por tanto el de las nanoparticulas, pueden ser mucho menores que los obtenidos
mediante otras técnicas también basadas en generacion y control de chorros liquidos. Esta
reduccion de tamano es esencial para aplicaciones en multitud de campos de la

Nanotecnologia.

Por lo tanto estas técnicas tienen un elevado potencial en la preparaciéon de materiales
multifuncionales avanzados, con un alto grado de control, para su aplicacién en cualquier
dmbito de la ciencia. Por ejemplo en el campo de las fases sensoras opticas, utilizando estas
técnicas se pueden desarrollar fases sensoras multifuncionales en multitud de formatos, como
nanoparticulas, particulas tipo core-shell, nanofibras, nanofibras coaxiales, etc. Esto se puede
hacer utilizando polimeros lineales previamente sintetizados que posean propiedades
especiales; que aumente o disminuya su luminiscencia con cambios en las propiedades fisicas
del medio, como pueden ser pH o temperatura; o al variar la concentfracién de un analito
determinado. También se pueden utilizar polimeros sin propiedades épticas y encapsular en su

interior los compuestos quimicos necesarios para el reconocimiento quimico.

La investigacion y los avances producidos en el desarrollo de estas técnicas, en
conjuncién con el conocimiento y los avances en la sintesis de nuevos polimeros con
propiedades a la carta, estd siendo y serd, sin duda alguna, en un futuro cercano, una de las
herramientas mds potentes en la investigacion y el desarrollo de nuevos materiales
multifuncionales avanzados, con aplicaciones muy importantes y relevantes en muchos dmbitos

de la ciencia.

Figura 16. Diferentes productos obtenidos mediante tecnologia perteneciente a las

empresas (A) Yflow; y (B) nanomyp.


http://www.yflow.com/
http://nanomyp.com/es/
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3.5.6 Técnicas de inmovilizacion del reactivo épticamente activo

Una vez seleccionados el indicador y el soporte dptimos, la preparacién de la fase
sensora se lleva a cabo normalmente mediante la incorporacién del indicador en el soporte
elegido. El proceso de inmovilizaciéon del elemento de reconocimiento en el soporte es una
etapa clave en el desarrollo del sensor e influird de forma critica en su funcionalidad, de forma
que pueden verse afectados algunos factores, tales como las propiedades espectrales del

indicador, su reactividad, o el fiempo de respuesta.

Aungue muchos de los procedimientos de inmovilizacidon son comunes para indicadores
y biomoléculas en general, la inmovilizacién de indicadores y reactivos se puede llevar a cabo
en condiciones mds drdsticas que las requeridas para las enzimas. Ademds, la quimica de la
inmovilizacién en el caso de los indicadores no se limita a reacciones en disolucidon acuosa,

necesarias en el caso de las enzimas.

La eleccién de la técnica dependerd de la naturaleza del elemento a inmovilizar, el tipo
de fransductor/soporte sélido, las propiedades fisicoquimicas del analito (dimensiones,
composicién quimica, dominios hidrofilicos e hidrofébicos) y las condiciones de trabajo del

sensor. En general, podemos distinguir entre métodos fisicos y métodos quimicos? (Figura 17).

==

®
‘r Inmovilizacion por
o st métodos fisicos

a) Adsorcién  b) Atrapamiento c) Encapsulacion

W Inmovilizacién por
métodos quimicos

d) Entrecruzamiento e) Unién covalente

Figura 17. Métodos de inmovilizacién de moléculas.

3.5.6.1 Métodos de inmovilizacion fisica

En principio, los métodos fisicos de inmovilizacién son completamente reversibles,
basados en interacciones de tipo electrostdtico, formacién de enlaces idnicos o interacciones
proteina-proteina, entre otras. Se pueden subdividir a su vez en: adsorcién, atrapamiento y

encapsulacion.

a) Adsorcion

Es la técnica de inmovilizacion mads sencilla. El indicador o biomolécula se encuentra

retenido en el soporte por simples fuerzas de Van der Waals, interacciones dipolo-dipolo o por
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enlaces de hidrégeno. La ventaja de esta técnica reside en el hecho de que no requiere el
empleo de ningun reactivo adicional, por lo que se reduce el peligro de contaminacién de la
muestra. Sin embargo, presenta el inconveniente de que puede ser reversible y variable, por lo
que cualqguier variaciéon de las condiciones experimentales (pH, temperatura, fuerza idnica,
etc.). pueden provocar la lixiviacién del indicador. Ademds, la densidad de moléculas

inmovilizadas sobre la superficie suele ser inferior a ofros métodos de inmovilizacién alternativos.

Una estrategia utilizada para aumentar la adsorcion, especialmente Util en los
biosensores electroquimicos, consiste en electrodepositar el elemento de reconocimiento sobre
la superficie metdlica de un electrodo?'. Para ello se aplica un sobrepotencial durante un
tiempo limitado en un drea restringida, lo que permite una deposicion selectiva. En general,
debido a la naturaleza de la unidn conseguida mediante adsorcidn, tanto la orientacion
espacial de las moléculas inmovilizadas, como la accesibilidad de los analitos y sustratos a los

lugares de unidn de las mismas, se encuentran sometidas al azar.

Algunos de los soportes empleados para este fipo de inmovilizacién son las resinas de
intercambio idnico, el poliestireno, el gel de silice, la alimina, el carbdén activado, o metales

como oro, plata amalgamada y mercurio, entre ofros.

b) Atrapamiento??

Consiste en la retencién fisica del elemento de reconocimiento en las cavidades
interiores de una matriz sélida porosa, constituida generalmente por polimeros entrecruzados
como pueden ser poliacrilatos, poliacriamidas, polimetacrilatos, poliuretanos, etc. Con esta

estructura, las moléculas de analito pueden difundir hacia el indicador pero este no puede sdlir.

En general, este método de inmovilizacién puede llevarse a cabo de diferentes formas,
como la polimerizacién interfacial, la simple evaporacion del disolvente, el atrapamiento en una

matriz polimérica y la retencién mediante membranas.

Se han utilizado distintas membranas semipermeables como medio de atrapamiento,
del tipo acetato de celulosa, policarbonatos, teflon, Nafidon y poliuretanos. Presentan la ventaja
de preservar la configuracion y actividad de las moléculas inmovilizadas, aungue introducen
barreras difusionales que normalmente afectan a los tiempos de respuesta de los sensores. En los
Ultimos anos estdn cobrando también gran interés los sistemas de atrapamiento a través de
procesos sol-gel, dada la facilidad de preparacion y la elevada estabilidad que se consigue.
Los alcoxisilanos producidos, generan en medio dcido una red sdlida de estructura comparable

alos cristales convencionales, con un famano de poro y grosor contfrolable?s,

c) Encapsulacion

Permite la inclusion de moléculas en una cavidad esférica o microcdpsula porosa que

permite el paso de analifos de pequeno tamano, pero que impiden escapar al reactivo que
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contienen en su interior. Los materiales empleados para la microencapsulacién suelen ser nylon

o poliuretano, entre ofros.

3.5.6.2 Métodos de inmovilizacién quimica

La inmovilizacién por métodos quimicos, dada su naturaleza irreversible, da lugar a una
mayor estabilidad del reactivo inmovilizado, pues supone la unidn covalente entre el indicador y
el soporte funcionalizado. Existen dos tipos de inmovilizacién quimica: entrecruzamiento y unién

covalente.

d) Entrecruzamiento

Se trata de un tipo de inmovilizacién guimica que requiere el uso de agentes
bifuncionales que, al polimerizar, quedan retenidos dentro del soporte debido al
entrecruzamiento producido. Estos reactivos son completamente insolubles en agua y se

adsorben faciimente sobre superficies sélidas.

e) Unién covalente’

Generalmente se trata de la mds irreversible de las técnicas de inmovilizacion. Su
aplicacién requiere la presencia de grupos funcionales adecuados, como grupos amino, grupos
carboxilicos, alcoholes, tioles o grupos imidazol; tanto en el soporte, como en el indicador. Los
pasos a seguir generalmente implican fres etapas: (1) activacién del soporte polimérico y/o
indicador, para crear una funcion suficientemente reactiva; (2) reaccién de acoplamiento, y (3)

eliminacion del exceso de reactivo.

Las desventajas de este método son la dificultad y laboriosidad de preparacién.
Ademds, la unidn puede tener lugar a través del grupo reactivo del indicador, con la
consiguiente desactivacidon del mismo; o bien pueden sufrir cambios conformacionales que

modifiquen su afinidad por el analito.

En los sensores dpticos, el sustrato que mds se emplea como superficie de inmovilizacién
es el vidrio y en este caso la mayoria de los métodos de inmovilizacion utilizan silanos, que

proporcionan una molécula fadciimente modificable y sirven ademds como grupos activables.



Eliminacion de haluros en medio acuoso.

4. Eliminacion de haluros en medio

ACUOSO

4.1 Haluros en medio acuoso y sus inconvenientes

La potabilizacion de agua requiere ciertos procesos de eliminacién de microorganismos
patdégenos que suponen un alto riesgo para la salud humana. La gran mayoria se pueden
eliminar mediante técnicas fisicas de tratamiento de agua, como son las floculaciéon-
coagulacién, sedimentacion vy filiracién. Una etapa final de desinfeccién garantiza la seguridad
del agua potable, que se realiza por fratamiento con oxidantes fuertes, tales como cloro,
diéxido de cloro, cloraminas y ozono. Sin embargo, el uso de estos potentes oxidantes presenta
un inconveniente: la formaciéon de subproductos tdxicos de desinfeccion. Desde que Rook?>
descubrid este hecho en 1974 vy lo relaciond con efectos adversos para la salud?, se han
identificado cientos de subproductos?” de desinfeccion potencialmente téxicos. La mayoria son
derivados halogenados?, consecuencia de las reacciones de oxidacion de la materia orgdnica
disuelta, junto con otras especies inorgdnicas, tales como el bromuro y yoduro, presentes de
forma natural en la mayoria de las aguas?. La concentracidon de estos haluros depende
principalmente de la geoquimica de los materiales con los que el agua ha entrado en
contacto!®. Por ejemplo, en aguas superficiales y subterrdneas de zonas costeras su
concentracién suele ser bastante alta, aunque la actividad bioldégica de microorganismos y
algas marinas puede contribuir a la eliminacién de yoduro de fuentes de agua a través de

procesos metabdlicos especificos'0!.

El ion bromuro no se considera tdxico a las concentraciones en las que se suele
encontrar en la mayoria de los acuiferos, sin embargo su presencia es potencialmente peligrosa,
debido a que puede reaccionar con una gran variedad de desinfectantes comunes'®2, como
cloro, cloraminas u ozono, formando subproductos de desinfeccion. Por ejemplo, cuando se
oxida con ozono'% o grupos hidroxilo genera bromatos, que son muy tdxicos para la salud
humana. De hecho, la Agencia Internacional de Investigacion del Cdncer ha catalogado al

bromato dentro del Grupo 2B, como sustancia posiblemente carcindgena, y la Organizacion
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Mundial para la Salud ha establecido su concentracidn mdxima permitida en aguas de

consumo en 25 ug/L104,

B cloro y las cloraminas reaccionan rdpidamente tanto con el bromuro como con el
yoduro, oxiddndolos a dcido hipobromoso (HBrO)195 y dcido hipoyodoso (HIO), respectivamente.
En contacto con la materia orgdnica'® disuelta dan lugar a dcidos haloacéticos (AHAs) vy
trihalomentanos (THMs)'97, entre los que se encuentra el yodoformo, que proporciona un olor y
sabor desagradables’®® al agua. Se cree que los Yodo-trihalometanos son mds tdxicos que sus
andlogos clorados y bromados'®?; aunque adn existen pocos estudios relativos a sus medidas en
agua de consumo, por lo que no existe mucha informacion sobre toxicidad. En estudios
recientes!o, se han identificado por primera vez los dcidos yodados como subproductos de
desinfeccién en agua de consumo, utilizando cloraminas como desinfectante. Existe una
emergente preocupacion sobre estos nuevos subproductos dcidos yodados, porque el dcido

yodoacético es altamente citotdxico y mds genotdxico que los dcidos bromoacéticos''.

Los frihalometanos (THMs) vy los dcidos haloacéticos (HAAs) son los subproductos mds
abundantes presentes en el agua potable fratada. Por tanto, para evitar la formacion
descontrolada de esta gran cantidad de subproductos, la mejor estrategia de prevencién seria
la eliminaciéon de los precursores, antes del proceso de desinfeccidon. Tradicionalmente se ha
enfocado en la eliminacién de la materia orgdnica, con métodos de fratamiento de agua, tales
como coagulaciéon mejorada, adsorcion sobre carbdn activado, membranas de ultrafiltraciéon y
nanofiltracién, etc. Sin embargo estos tratamientos no eliminan los haluros. Por lo tanto, las
estrategias actuales estdn enfocadas a la eliminacidon simulténea de precursores, tanto
orgdnicos como inorgdnicos, antes de la desinfeccién del agua, de una manera sencilla y

rentable.

4.2 Técnicas de eliminacidon de haluros

Se han propuesto diferentes alternativas''2 para la eliminacién de bromuro y yoduro que
pueden clasificarse en fres grandes categorias: técnicas electroquimicas, de membrana y

adsorbentes.

Las técnicas electroquimicas se han utlizado para eliminar contaminantes
eficientemente de aguas de deshecho y ambientales. Las técnicas electroquimicas abarcan la
electrdlisis' 3, que utiliza el paso de una corriente eléctrica a través de una solucidn para inducir
la descomposicidn quimica; y la deionizacion capacitival'4, donde aplicando una diferencia de
potencial eléctrico, los iones se adsorben en los electrodos. El problema es que actualmente su

escalado es econdmicamente inviable.

La tecnologia de membrana ha cobrado interés recientemente, convirtiéndose en una
tecnologia de separacién caracterizada por las importantes aplicaciones industriales que posee
en la purificacién de agua potable de alta calidad. Entre las técnicas de membrana destacan

las de dsmosis inversalls, nanofiltracién!'é y electrodidlisis''’. Es una tecnologia probada para la
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eliminacion de una amplia gama de contaminantes, y una de las mds eficaces para eliminar
bromuro y yoduro, ademds de ser capaz de eliminar materia orgdnica. Sin embargo, es
relativamente costosa, requiere tratamiento previo, tiene alto consumo energético y tiene
dificultades de escalado, por lo que estos inconvenientes restringen su uso generalizado en
plantas de tratamiento de agua potable. Ademds, el fendbmeno de biofouling''® o acumulacién

de microorganismos, representa un gran problema, principalmente en las técnicas de filtrado.

Las técnicas de adsorcion para eliminar haluros generalmente son mds baratas y faciles
de implementar que las de membrana o electroquimicas, sin embargo su eficiencia de
adsorcion suele verse afectada por la presencia de aniones competitivos y materia orgdnica.
Las técnicas de adsorcion incluyen éxidos hidratados''?, carbones activados'?, aerogeles de
carbén dopado con platal?!, resinas de intercambio idnico'??2 y adsorbentes basados en
aluminio’?® entre otras. El desarrollo de nuevos adsorbentes de bajo coste y eficaces, que
refirasen eficientemente materia orgdnica y haluros en presencia de aniones competidores,

representaria un importante paso para la eliminacion de subproductos de desinfeccién.



7Y niroduccion

> 1@

1<

N 1o~

|

N

s

Bibliografia de la Infroduccion

(a) Odian, G., Principles of Polymerization. 4th ed.; Wiley: New Jersey, 2004; (b) Ravve, A., Principles of
Polymer Chemistry. 3rd ed.; Springer New York: 2012.

Areizaga, J.; Cortdzar, M. M.; Elorza, J. M.; Iriun, J. J., Polimeros. Editorial Sintesis S. A.: Madrid, 2002.
Elaissari, A., Colloidal Polymers: Synthesis and Characterization. CRC Press: New York, 2003.

Hagiopol, C., Copolymerization: Toward a Systematic Approach. Springer: New York, 2000.

(a) He, W.; Jiang, H.; Zhang, L.; Cheng, Z.; Zhu, X., Atom fransfer radical polymerization of hydrophilic
monomers and its applications. Polymer Chemistry 2013, 4 (10), 2919-2938; (b) Patten, T. E.;
Matyjaszewski, K., Atom Transfer Radical Polymerization and the Synthesis of Polymeric Materials.
Advanced Materials 1998, 10 (12), 901-915; (c) Coessens, V.; Pintauer, T.; Matyjaszewski, K., Functional
polymers by atom fransfer radical polymerization. Progress in Polymer Science 2001, 26 (3), 337-377; (d)
Pyun, J.; Kowalewski, T.; Matyjaszewski, K., Synthesis of Polymer Brushes Using Atom Transfer Radical
Polymerization. Macromolecular Rapid Communications 2003, 24 (18), 1043-1059; (e) Matyjaszewski, K.,
Transition Metal Catalysis in Controlled Radical Polymerization: Atom Transfer Radical Polymerization.
Chemistry — A European Journal 1999, 5 (11), 3095-3102; (f) Ran, J.; Wu, L.; Zhang, Z.; Xu, T., Atom transfer
radical polymerization (ATRP): A versatile and forceful tool for functional membranes. Progress in
Polymer Science 2014, 39 (1), 124-144.

Keddie, D. J., A guide to the synthesis of block copolymers using reversible-addition fragmentation
chain transfer (RAFT) polymerization. Chemical Society Reviews 2014, 43 (2), 496-505.

Braunecker, W. A.; Matyjaszewski, K., Recent mechanistic developments in atom transfer radical
polymerization. Journal of Molecular Catalysis A: Chemical 2006, 254 (1-2), 155-164.

(a) Li, M.; Jahed, N. M.; Min, K.; Matyjaszewski, K., Preparation of Linear and Star-Shaped Block
Copolymers by ATRP Using Simultaneous Reverse and Normal Initiation Process in Bulk and Miniemulsion.
Macromolecules 2004, 37 (7), 2434-2441; (b) Min, K.; Li, M.; Matyjaszewski, K., Preparation of gradient
copolymers via ATRP using a simultaneous reverse and normal initiation process. |. Spontaneous
gradient. Journal of Polymer Science Part A: Polymer Chemistry 2005, 43 (16), 3616-3622.

Jakubowski, W.; Matyjaszewski, K., Activator Generated by Electron Transfer for Atom Transfer Radical
Polymerization. Macromolecules 2005, 38 (10), 4139-4146.

Min, K.; Gao, H.; Matyjaszewski, K., Preparation of Homopolymers and Block Copolymers in Miniemulsion
by ATRP Using Activators Generated by Electron Transfer (AGET). Journal of the American Chemical
Society 2005, 127 (11), 3825-3830.

(a) Caselli, F., Technological Revolutions. The American Economic Review 1999, 89 (1), 78-102; (b) Smith,
B. L., The Third Industrial Revolution: Policymaking for the Internet. Colum. Sci. & Tech. L. Rev. 2001, 3, 45.
(@) Cammann, K., Analytical Chemistry — today's definition and interpretation. Fresenius J Anal Chem
1992, 343 (11), 812-813; (b) Danzer, K., Object of Analytical Chemistry. In Analytical Chemistry, Springer
Berlin Heidelberg: 2007; pp 1-11.


http://eu.wiley.com/WileyCDA/WileyTitle/productCd-0471274003.html
http://www.springer.com/gp/book/9781461422112
http://www.casadellibro.com/libro-polimeros/9788497560269/859075
https://www.crcpress.com/product/isbn/9780824743048
http://www.springer.com/us/book/9781461368762#otherVersion=9781461368762
http://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2013/py/c3py00122a
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/%28SICI%291521-4095%28199808%2910:12%3C901::AID-ADMA901%3E3.0.CO;2-B/abstract
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S007967000100003X
dx.doi.org/10.1002/marc.200300078
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/%28SICI%291521-3765%2819991105%295:11%3C3095::AID-CHEM3095%3E3.0.CO;2-%23/abstract
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S007967001300107X
http://dx.doi.org/10.1039/C3CS60290G
http://dx.doi.org/10.1016/j.molcata.2006.01.076
http://dx.doi.org/10.1021/ma035712z
http://dx.doi.org/10.1002/pola.20809
http://dx.doi.org/10.1021/ma047389l
http://dx.doi.org/10.1021/ja0429364
http://www.jstor.org/stable/116980
http://www.abstract.xlibx.com/a-political/101830-1-bradford-smith-abstract-the-internet-heralds-the-onset-third.php
http://dx.doi.org/10.1007/BF00328560
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-540-35990-6_1

(o8}

N

o

o<

Bibliografia de la Introduccién [ EGIEEGNB

(a) Wolfbeis, O. S., Fiber-Optic Chemical Sensors and Biosensors. Analytical Chemistry 2006, 78 (12), 3859-
3874; (b) Nagl, S.; Wolfbeis, O., Classification of Chemical Sensors and Biosensors Based on Fluorescence
and Phosphorescence. In Standardization and Quality Assurance in Fluorescence Measurements |,
Resch-Genger, U., Ed. Springer Berlin Heidelberg: 2008; Vol. 5, pp 325-346.

Wolfbeis, O. S., Chemical sensors — survey and trends. Fresenius J Anal Chem 1990, 337 (5), 522-527.
Hulanicki, A.; Geab, S.; Ingman, F., Chemical sensors definitions and classification. Pure Appl. Chem.
1991, 63 (9), 1247-1250.

Cammann, G. G.; Guilbault, E. A.; Hall, H.; Kellner, R.; Wolfbeis, O. S., The Cambridge Definition of
Chemical Sensors. In Cambridge Workshop on Chemical Sensors and Biosensors, Cambridge University
Press: New York, 1996.

(a) Janata, J.; Bezegh, A., Chemical sensors. Analytical Chemistry 1988, 60 (12), 62R-74R; (b) Thévenof,
D. R.; Toth, K.; Durst, R. A.; Wilson, G. S., Electrochemical biosensors: recommended definitions and
classification. Biosensors and Bioelectronics 2001, 16 (1-2), 121-131.

(a) Grindler, P., Intfroduction. In Chemical Sensors: An Introduction for Scientists and Engineers, Springer
Berlin Heidelberg: 2007; pp 1-13; (b) Demchenko, A. P., Theoretfical Aspects. In Infroduction fo
Fluorescence Sensing, Springer Netherlands: 2009; pp 37-64.

(a) Valcarcel, M.; Luque de Castro, M. D., Flow-through (bio)chemical sensors-Plenary lecture. Analyst
1993, 118 (6), 593-600; (b) Valcarcel, M.; Luque de Castro, M. D., Sensors in Analytical Chemistry. In
Techniques and Instrumentation in Analytical Chemistry, Valcdrcel, M.; Luque de, C., Eds. Elsevier: 1994;
Vol. 16, pp 13-47; (c) Costa Ferndndez, J. M.; Sanz Medel, A., Sensores quimicos fosforescentes a
temperatura ambiente. In Fosforescencia molecular analitica: una aproximacion prdctica, Schulman, S.
G.; Ferndndez Gutiérrez, A., Eds. Universidad de Granada: Granada, Espana, 2001; pp 355-395.

(a) Borisov, S. M.; Wolfbeis, O. S., Optical Biosensors. Chemical Reviews 2008, 108 (2), 423-461; (b) Fraden,
J.. Chemical Sensors. In Handbook of Modern Sensors, Springer New York: 2010; pp 569-606.

(a) Orsini, A.; D'Amico, A., Chemical sensors and chemical sensor systems: fundamentals limitations and
new frends. In Advances in Sensing with Security Applications, Byrnes, J.; Ostheimer, G., Eds. Springer
Netherlands: 2006; Vol. 2, pp 69-94; (b) Calvo, E.; Otero, M., Chemical Sensors. In Piezoelectric
Transducers and Applications, Vives, A., Ed. Springer Berlin Heidelberg: 2008; pp 241-257.

(a) Butler, P., Smarter packaging for consumer food waste reduction. In Emerging Food Packaging
Technologies, Yam, K. L.; Lee, D. S., Eds. Woodhead Publishing: 2012; pp 409-434; (b) Cavallo, J. A;;
Strumia, M. C.; Gomez, C. G., Preparation of a milk spoilage indicator adsorbed to a modified
polypropylene film as an attempt to build a smart packaging. Journal of Food Engineering 2014, 136 (0),
48-55.

(a) Narsaiah, K.; Jha, S.; Bhardwaj, R.; Sharma, R.; Kumar, R., Optical biosensors for food quality and
safety assurance—a review. J Food Sci Technol 2012, 49 (4), 383-406; (b) McGrath, T. F.; Elliott, C. T.;
Fodey, T. L., Biosensors for the analysis of microbiological and chemical contaminants in food. Anal
Bioanal Chem 2012, 403 (1), 75-92; (c) Bidmanova, S.; Hrdlickova, E.; Koudelakova, T.; Damborsky, J.;
Prokop. Z., Online Monitoring of Biodegradation Processes Using Enzymatic Biosensors. In Biodegradative
Bacteria, Naojiri, H.; Tsuda, M.; Fukuda, M.; Kamagata, Y., Eds. Springer Japan: 2014; pp 155-179; (d)
Mortari, A.; Lorenzelli, L., Recent sensing technologies for pathogen detection in milk: A review.
Biosensors and Bioelectronics 2014, 60 (0), 8-21; (e) Terry, L. A.; White, S. F.; Tigwell, L. J., The Application
of Biosensors fo Fresh Produce and the Wider Food Industry. Journal of Agricultural and Food Chemistry
2005, 53 (5), 1309-1316.

(@) Newman, J. D.; Turner, A. P. F., Home blood glucose biosensors: a commercial perspective.
Biosensors and Bioelectronics 2005, 20 (12), 2435-2453; (b) Wilson, G. S.; Gifford, R., Biosensors for real-

time in vivo measurements. Biosensors and Bioelectronics 2005, 20 (12), 2388-2403; (c) Pickup, J. C.;


http://dx.doi.org/10.1021/ac060490z
http://dx.doi.org/10.1007/4243_2008_022
http://dx.doi.org/10.1007/BF00322857
http://dx.doi.org/10.1351/pac199163091247
http://dx.doi.org/10.1021/ac00163a004
http://dx.doi.org/10.1016/S0956-5663(01)00115-4
http://link.springer.com/book/10.1007/978-3-540-45743-5
http://link.springer.com/chapter/10.1007%2F978-1-4020-9003-5_2
http://dx.doi.org/10.1039/AN9931800593
http://dx.doi.org/10.1016/S0167-9244(08)70004-0
http://www.casadellibro.com/libro-fosforescencia-molecular-analitica-una-aproximacion-practica/9788433828095/864253
http://dx.doi.org/10.1021/cr068105t
http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4419-6466-3_17
http://dx.doi.org/10.1007/1-4020-4295-7_04
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-540-77508-9_9
http://dx.doi.org/10.1533/9780857095664.4.409
http://dx.doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2014.03.021
http://dx.doi.org/10.1007/s13197-011-0437-6
http://dx.doi.org/10.1007/s00216-011-5685-9
http://dx.doi.org/10.1007/978-4-431-54520-0_8
http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2014.03.063
http://dx.doi.org/10.1021/jf040319t
http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2004.11.012
http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2004.12.003

7Y niroduccion

Hussain, F.; Evans, N. D.; Rolinski, O. J.; Birch, D. J. S., Fluorescence-based glucose sensors. Biosensors and
Bioelectronics 2005, 20 (12), 2555-2565.

Erdem, A.; Muti, M.; Karadeniz, H.; Congur, G.; Canavar, E., Electrochemical Biosensors for Screening of
Toxins and Pathogens. In Portable Chemical Sensors, Nikolelis, D., Ed. Springer Netherlands: 2012; pp 323-
334.

Galli Mainini, C., Reaccién diagndstica de embarazo en la que se usa el sapo macho como animal
reactivo. La Semana médica 1947, 54 (12), 337-340.

Debnath, M.; Prasad, G. K. S.; Bisen, P., DNA Biosensors. In Molecular Diagnostics: Promises and
Possibilities, Springer Netherlands: 2010; pp 209-225.

Durrieu, C.; Lagarde, F.; Jaffrezic-Renault, N., Nanotechnology Assets in Biosensors Design for
Environmental Monitoring. In Nanomaterials: A Danger or a Promise?, Brayner, R.; Fiévet, F.; Coradin, T.,
Eds. Springer London: 2013; pp 189-229.

(a) Rogers, K.; Koglin, E., Biosensors for Environmental Monitoring: An EPA Perspective. In Biosensors for
Direct Monitoring of Environmental Pollutants in Field, Nikolelis, D.; Krull, U.; Wang, J.; Mascini, M., Eds.
Springer Netherlands: 1997; Vol. 38, pp 335-349; (b) Farré, M.; Rodriguez-Mozaz, S.; Alda, M.; Barceld, D.;
Hansen, P.-D., Biosensors for Environmental Monitoring at Global Scale and the EU Level. In Biosensors for
Environmental Monitoring of Aquatic Systems, Barceld, D.; Hansen, P.-D., Eds. Springer Berlin Heidelberg:
2009; Vol. 5J, pp 1-32; (c) Rodriguez-Mozaz, S.; Lopez de Alda, M.; Barceld, D., Biosensors as useful tools
for environmental analysis and monitoring. Anal Bioanal Chem 2006, 386 (4), 1025-1041.

(a) Farré, M.; Barceld, D., Biosensors for Aquatic Toxicology Evaluation. In Biosensors for Environmental
Monitoring of Aquatic Systems, Barceld, D.; Hansen, P.-D., Eds. Springer Berlin Heidelberg: 2009; Vol. 5J,
pp 115-160; (b) Lagarde, F.; Jaffrezic-Renault, N., Cell-based electrochemical biosensors for water
quality assessment. Anal Bioanal Chem 2011, 400 (4), 947-964.

Liu, S.; Zheng, Z.; Li, X., Advances in pesticide biosensors: current status, challenges, and future
perspectives. Anal Bioanal Chem 2013, 405 (1), 63-90.

Richter, D.; Fritze, H., High-Temperature Gas Sensors. Springer Berlin Heidelberg: 2013; pp 1-46.
Kalantar-zadeh, K.; Fry, B., Inorganic Nanotechnology Enabled Sensors. In Nanotechnology-Enabled
Sensors, Springer US: 2008; pp 283-370.

Buck, S. M.; Xu, H.; Brasuel, M.; Philoert, M. A.; Kopelman, R., Nanoscale probes encapsulated by
biologically localized embedding (PEBBLEs) for ion sensing and imaging in live cells. Talanta 2004, 63 (1),
41-59.

Sounderya, N.; Zhang, Y., Use of Core/Shell Structured Nanoparticles for Biomedical Applications.
Recent Patents on Biomedical Engineering 2008, 1 (1), 34-42.

Nel, A.; Xia, T.; Madler, L.; Li, N., Toxic Potential of Materials at the Nanolevel. Science 2006, 311 (5761),
622-627.

Borisov, S. M.; Mayr, T.; Karasyov, A.; Klimant, |.; Chojnacki, P.; Moser, C.; Nagl, S.; Schaeferling, M.; Stich,
M.; Kocincova, A.; Wolfbeis, O., New Plastic Microparticles and Nanoparticles for Fluorescent Sensing
and Encoding. In Fluorescence of Supermolecules, Polymers, and Nanosystems, Berberan-Santos, M. N.,
Ed. Springer Berlin Heidelberg: 2008; Vol. 4, pp 431-463.

Tan, E.; Yin, P.; Lang, X.; Zhang, H.; Guo, L., A novel surface-enhanced Raman scattering nanosensor for
detecting multiple heavy metal ions based on 2-mercaptoisonicotinic acid functionalized gold
nanoparticles. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy 2012, 97, 1007-
1012.

(a) Labroo, P.; Cui, Y., Flexible graphene bio-nanosensor for lactate. Biosensors and Bioelectronics 2013,
41 (0), 852-856; (b) Li, Y.; Ma, Q.; Liu, Z.; Wang, X.; Su, X., A novel enzyme-mimic nanosensor based on
quantum dot-Au nanoparticle@silica mesoporous microsphere for the detection of glucose. Analytica
Chimica Acta 2014, 840 (0), 68-74; (c) GUltekin, A.; Karanfil, G.; Sénmezoglu, S.; Say, R., Development of


http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2004.12.003
http://dx.doi.org/10.1007/978-94-007-2872-1_18
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0000583807&origin=inward&txGid=3C1EEA24A4E098DA5A2A37E34982792D.I0QkgbIjGqqLQ4Nw7dqZ4A%3a1
http://dx.doi.org/10.1007/978-90-481-3261-4_14
http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4471-4213-3_7
http://dx.doi.org/10.1007/978-94-015-8973-4_30
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-540-36253-1_1
http://dx.doi.org/10.1007/s00216-006-0574-3
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-540-36253-1_5
http://dx.doi.org/10.1007/s00216-011-4816-7
http://dx.doi.org/10.1007/s00216-012-6299-6
http://dx.doi.org/10.1007/5346_2013_56
http://dx.doi.org/10.1007/978-0-387-68023-1_6
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2003.12.048
http://www.ingentaconnect.com/content/ben/biomeng/2008/00000001/00000001/art00005
http://www.sciencemag.org/content/311/5761/622
http://dx.doi.org/10.1007/4243_2007_013
http://dx.doi.org/10.1016/j.saa.2012.07.114
http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2012.08.024
http://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2014.05.027
http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2014.05.055
http://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2014.05.027

Bibliografia de la Introduccién [ G

a highly sensitive MIP based-QCM nanosensor for selective determination of cholic acid level in body
fluids. Materials Science and Engineering: C 2014, 42 (0), 436-442.

Yola, M. L; Uzun, L; Ozaltin, N.; Denizli, A., Development of molecular imprinted nanosensor for
determination of tobramycin in pharmaceuticals and foods. Talanta 2014, 120 (0), 318-324.

Jianrong, C.; Yuging, M.; Nongyue, H.; Xiaohua, W.; Sijico, L., Nanotechnology and biosensors.
Biotechnology Advances 2004, 22 (7), 505-518.

Turel, M.; Duerkop, A.; Yegorova, A.; Scripinets, Y.; Lobnik, A.; Samec, N., Detection of nanomolar
concentrations of copper(ll) with a Tb-quinoline-2-one probe using luminescence quenching or
luminescence decay time. Analytica Chimica Acta 2009, 644 (1-2), 53-60.

Jerénimo, P. C. A.; Araujo, A. N.; Conceicdo B.S.M. Montenegro, M., Optical sensors and biosensors
based on sol-gel films. Talanta 2007, 72 (1), 13-27.

Lobnik, A.; Turel, M.; Korent Urek, S., Optical Chemical Sensors: Design and Applications. In Advances in
Chemical Sensors, Wang, W., Ed. InTech: 2012.

Lobnik, A., ABSORPTION-BASED SENSORS. In Optical Chemical Sensors, Baldini, F.; Chester, A. N.; Homola,
J.; Martellucci, S., Eds. Springer Netherlands: 2006; Vol. 224, pp 77-98.

Demchenko, A. P., Design and Properties of Fluorescence Reporters. In Introduction to Fluorescence
Sensing, Demchenko, A., Ed. Springer Netherlands: 2009; pp 119-196.

(a) Wolfbeis, O. S., Fiber-Optic Chemical Sensors and Biosensors. Analytical Chemistry 2008, 80 (12), 4269-
4283; (b) Brecht, A.; Gauglitz, G., Recent developments in opfical transducers for chemical or
biochemical applications. Sensors and Actuators B: Chemical 1997, 38 (1-3), 1-7.

(a) Medina-Rodriguez, S.; de la Torre-Vega, A.; Sainz-Gonzalo, F. J.; Marin-Sudrez, M.; ElosUa, C.; Arregui,
F. J.; Matias, I. R.; Ferndndez-Sdnchez, J. F.; Ferndndez-Gutiérrez, A., Improved Multifrequency Phase-
Modulation Method That Uses Rectangular-Wave Signals to Increase Accuracy in Luminescence
Spectroscopy. Analytical Chemistry 2014, 86 (11), 5245-5256; (b) Chu, C.-S.; Lin, T.-H., A new portable
optical sensor for dual sensing of temperature and oxygen. Sensors and Actuators B: Chemical 2014, 202
(0), 508-515; (c) Myers, F. B.; Lee, L. P., Innovations in optical microfluidic technologies for point-of-care
diagnostics. Lab on a Chip 2008, 8 (12), 2015-2031; (d) O'Driscall, S.; MacCraith, B. D.; Burke, C. S., A
novel camera phone-based platform for quantitative fluorescence sensing. Analyfical Methods 2013, 5
(8), 1904-1908; (e) Aernecke, M. J.; Walt, D. R., Chapter 5 Fiber-optic Sensors for Biological and Chemical
Agent Detection. In Nano and Microsensors for Chemical and Biological Terrorism Surveillance, The
Royal Society of Chemistry: 2008; pp 98-115; (f)] Germain, M. E.; Knapp, M. J., Optical explosives
detection: from color changes to fluorescence turn-on. Chemical Society Reviews 2009, 38 (?), 2543-
2555.

Chauhan, V. M.; Burnett, G. R.; Aylott, J. W., Dual-fluorophore ratiometric pH nanosensor with tuneable
pKa and extended dynamic range. Analyst 2011, 136 (9), 1799-1801.

(a) Martinez-Olmos, A.; Capel-Cuevas, S.; Lopez-Ruiz, N.; Paima, A. J.; de Orbe, I.; Capitdn-Vallvey, L. F.,
Sensor array-based optical portable instrument for determination of pH. Sensors and Actuators B:
Chemical 2011, 156 (2), 840-848; (b) Valero-Navarro, A.; Salinas-Castillo, A.; Ferndndez-Sénchez, J. F.;
Segura-Carretero, A.; Mallavia, R.; Ferndndez-Gutiérrez, A., The development of a MIP-optosensor for the
detection of monoamine naphthalenes in drinking water. Biosensors and Bioelectronics 2009, 24 (7),
2305-2311.

Kirsch, J.; Siltanen, C.; Zhou, Q.; Revzin, A.; Simonian, A., Biosensor technology: recent advances in
threat agent detection and medicine. Chemical Society Reviews 2013, 42 (22), 8733-8768.

(a) Byrne, R.; Diamond, D., Chemo/bio-sensor networks. Nat Mater 2006, 5 (6), 421-424; (b) Diamond, D.;
Coyle, S.; Scarmagnani, S.; Hayes, J., Wireless Sensor Networks and Chemo-/Biosensing. Chemical
Reviews 2008, 108 (2), 652-679.


http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2014.05.055
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2013.10.064
http://dx.doi.org/10.1016/j.biotechadv.2004.03.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2009.04.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2006.09.029
http://www.intechopen.com/books/advances-in-chemical-sensors/optical-chemical-sensors-design-and-applications
http://dx.doi.org/10.1007/1-4020-4611-1_5
http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4020-9003-5_4
http://dx.doi.org/10.1021/ac800473b
http://dx.doi.org/10.1016/S0925-4005(97)80165-7
http://dx.doi.org/10.1021/ac4030895
http://dx.doi.org/10.1016/j.snb.2014.05.125
http://dx.doi.org/10.1039/B812343H
http://dx.doi.org/10.1039/C3AY40116B
http://dx.doi.org/10.1039/9781847558558-00098
http://dx.doi.org/10.1039/B809631G
http://dx.doi.org/10.1039/C1AN15042A
http://dx.doi.org/10.1016/j.snb.2011.02.052
http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2008.11.022
http://dx.doi.org/10.1039/C3CS60141B
http://dx.doi.org/10.1038/nmat1661
http://dx.doi.org/10.1021/cr0681187

T niroduccién

Ergeneman, O.; Chatzipirpiridis, G.; Pokki, J.; Marin Sudrez Del Toro, M.; Sotiriou, G. A.; Medina Rodriguez,
S.; Ferndndez Sdnchez, J. F.; Ferndndez Gutiérrez, A.; Pane, S.; Nelson, B. J., In Vitro Oxygen Sensing Using
Infraocular Microrobots. IEEE Transactions on Biomedical Engineering 2012, 59 (11), 3104-3109.

Wolfbeis, O. S., Materials for fluorescence-based optical chemical sensors. Journal of Materials
Chemistry 2005, 15 (27-28), 2657-2669.

(a) Marin-Suarezdel Toro, M.; Fernandez-Sanchez, J. F.; Baranoff, E.; Nazeeruddin, M. K.; Graetzel, M;
Fernandez-Gutierrez, A., Novel luminescent Ir(lll) dyes for developing highly sensitive oxygen sensing
films. Talanta 2010, 82 (2), 620-626; (b) Marin-Suarez, M.; Medina-Rodriguez, S.; Ergeneman, O.; Pane, S.;
Fernandez-Sanchez, J. F.; Nelson, B. J.; Fernandez-Gutierrez, A., Electrophoretic deposition as a new
approach to produce optical sensing fims adaptable to microdevices. Nanoscale 2014, 6 (1), 263-271.
(a) Ferndndez-Sanchez, J. F.; Cannas, R.; Spichiger, S.; Steiger, R.; Spichiger-Keller, U. E., Optical CO2-
sensing layers for clinical application based on pH-sensitive indicators incorporated into nanoscopic
metal-oxide supports. Sensors and Actuators B: Chemical 2007, 128 (1), 145-153; (b) Ferndndez-Sdnchez,
J. F.; Cannas, R.; Spichiger, S.; Steiger, R.; Spichiger-Keller, U. E., Novel nanostructured materials fo
develop oxygen-sensitive films for optical sensors. Analytica Chimica Acta 2006, 566 (2), 271-282.

Borisov, S. M.; Mayr, T.; Mistlberger, G.; Waich, K.; Koren, K.; Chojnacki, P.; Klimant, ., Precipitation as a
simple and versatile method for preparation of optical nanochemosensors. Talanta 2009, 79 (5), 1322-
1330.

Valero-Navarro, A.; Medina-Castillo, A. L.; Fernandez-Sanchez, J. F.; Ferndndez-Gutiérrez, A., Synthesis of
a novel polyurethane-based-magnetic imprinted polymer for the selective optical detection of 1-
naphthylamine in drinking water. Biosensors and Bioelectronics 2011, 26 (11), 4520-4525.

(a) Diaz, J. E.; Barrero, A.; Mdrquez, M.; Ferndndez-Nieves, A.; Loscertales, |. G., Absorption Properties of
Microgel-PVP Composite Nanofibers Made by Electrospinning. Macromolecular Rapid Communications
2010, 37 (2), 183-189; (b) Pelfrey, S.; Cantu, T.; Papantonakis, M. R.; Simonson, D. L.; McGill, R. A;
Macossay, J., Microscopic and Spectroscopic Studies of Thermally Enhanced Electrospun PMMA Micro-
and Nanofibers. Polym Chem 2010, 1, 866-869.

Salinas-Castillo, A.; Ferndndez-Sdnchez, J. F.; Segura-Carretero, A.; Ferndndez-Gutiérrez, A., Solid-
surface phosphorescence characterization of polycyclic aromatic hydrocarbons and selective
determination of benzo(a)pyrene in water samples. Analytica Chimica Acta 2005, 550 (1-2), 53-60.

(a) Valero-Navarro, A.; Damiani, P. C.; Ferndndez-Sdnchez, J. F.; Segura-Carretero, A.; Ferndndez-
Gutiérrez, A., Chemometric-assisted MIP-optosensing system for the simultaneous determination of
monoamine naphthalenes in drinking waters. Talanta 2009, 78 (1), 57-65; (b) Valero-Navarro, A.; Gémez-
Romero, M.; Ferndndez-Sdnchez, J. F.; Cormack, P. A. G.; Segura-Carretero, A.; Ferndndez-Gutiérrez, A.,
Synthesis of caffeic acid molecularly imprinted polymer microspheres and high-performance liquid
chromatography evaluation of their sorption properties. Journal of Chromatography A 2011, 1218 (41),
7289-7296; (c) Sainz-Gonzalo, F. J.; Medina-Castillo, A. L.; Ferndndez-Sadnchez, J. F.; Ferndndez-Gutiérrez,
A., Synthesis and characterization of a molecularly imprinted polymer optosensor for TEXs-screening in
drinking water. Biosensors and Bioelectronics 2011, 26 (7), 3331-3338; (d) Sdnchez-Barragdn, I.; Karim, K.;
Costa-Ferndndez, J. M.; Piletsky, S. A.; Sanz-Medel, A., A molecularly imprinted polymer for carbaryl
determination in water. Sensors and Actuators B: Chemical 2007, 123 (2), 798-804; (e) SGnchez-Barragdn,
I.; Costa-Ferndndez, J. M.; Pereiro, R.; Sanz-Medel, A.; Salinas, A.; Segura, A.; Ferndndez-Gutiérrez, A.;
Ballesteros, A.; Gonzdlez, J. M., Molecularly Imprinted Polymers Based on lodinated Monomers for
Selective Room-Temperature Phosphorescence Optosensing of Fluoranthene in Watert. Analytical
Chemistry 2005, 77 (21), 7005-7011.

(a) Carofiglio, T.; Fregonese, C.; Mohr, G. J.; Rastrelli, F.; Tonellato, U., Optical sensor arrays: one-pot,
multiparallel synthesis and cellulose immobilization of pH and metal ion sensitive azo-dyes. Tetrahedron
2006, 62 (7), 1502-1507; (b) Silva, L. S.; Lima, L. C. B.; Silva, F. C.; Matos, J. M. E.; Santos, M. R. M. C.; Santos


http://dx.doi.org/10.1109/TBME.2012.2216264
http://dx.doi.org/10.1039/B501536G
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2010.05.018
http://dx.doi.org/10.1039/C3NR03336H
http://dx.doi.org/10.1016/j.snb.2007.05.042
http://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2006.03.021
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2009.05.041
http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2011.05.013
http://dx.doi.org/10.1002/marc.200900534
http://dx.doi.org/10.1039/C0PY00012D
http://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2005.06.046
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2008.10.045
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2011.08.043
http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2011.01.008
http://dx.doi.org/10.1016/j.snb.2006.10.026
http://dx.doi.org/10.1021/ac050400a
http://dx.doi.org/10.1016/j.tet.2005.11.016
http://dx.doi.org/10.1016/j.cej.2012.11.118

Bibliografia de la Infroduccion

Junior, L. S.; Sousa, K. S.; da Silva Filho, E. C., Dye anionic sorption in aqueous solution onto a cellulose
surface chemically modified with aminoethanethiol. Chemical Engineering Journal 2013, 218 (0), 89-98.
(a) Gurgel, L. V. A.; Junior, O. K.; Gil, R. P. d. F.; Gil, L. F., Adsorption of Cu(ll), Cd(ll), and Pb(ll) from
aqgueous single metal solutions by cellulose and mercerized cellulose chemically modified with succinic
anhydride. Bioresource Technology 2008, 99 (8), 3077-3083; (b) Ibrahim, A. A.; Adel, A. M.; E-Wahab, 7.
H. A.; Al-Shemy, M. T., Utilization of carboxymethyl cellulose based on bean hulls as chelating agent.
Synthesis, characterization and biological activity. Carbohydrate Polymers 2011, 83 (1), 94-115.

(a) Rauf, S.; Ihsan, A.; Akhtar, K.; Ghauri, M. A.; Rahman, M.; Anwar, M. A;; Khalid, A. M., Glucose oxidase
immobilization on a novel cellulose acetate—polymethylmethacrylate membrane. Journal of
Biotechnology 2006, 121 (3), 351-360; (b) Singh, K.; Kayastha, A. M., Optimal immobilization of a-amylase
from wheat (Triticum aestivum) ontfo DEAE-cellulose using response surface methodology and its
characterization. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 2014, 104 (0), 75-81; (c) Huang, X.-J.; Chen,
P.-C.; Huang, F.; Ou, Y.; Chen, M.-R.; Xu, Z.-K., Immobilization of Candida rugosa lipase on electrospun
cellulose nanofiber membrane. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 2011, 70 (3-4), 95-100; (d)
Labus, K.; Turek, A.; Liesiene, J.; Bryjak, J., Efficient Agaricus bisporus tyrosinase immobilization on
cellulose-based carriers. Biochemical Engineering Journal 2011, 56 (3), 232-240.

Zhang, Z.; Decker, E. A.; McClements, D. J., Encapsulation, protection, and release of polyunsaturated
lipids using biopolymer-based hydrogel particles. Food Research International 2014, 64 (0), 520-526.

(a) Marin-Sudrez, M.; Curchod, B. F. E.; Tavernelli, I.; Rothlisberger, U.; Scopelliti, R.; Jung, I.; Di Censo, D.;
Gratzel, M.; Ferndndez-Sdnchez, J. F.; Ferndndez-Gutiérrez, A.; Nazeeruddin, M. K.; Baranoff, E.,
Nanocomposites Containing Neutral Blue Emitting Cyclometalated Iridium(lll) Emitters for Oxygen
Sensing. Chemistry of Materials 2012, 24 (12), 2330-2338; (b) Medina-Rodriguez, S.; Marin-Suarez, M.;
Fernandez-Sanchez, J. F.; Torre-Vega, A. d. |.; Baranoff, E.; Fernandez-Gutierrez, A., High performance
opfical sensing nanocomposites for low and ulfra-low oxygen concenfrations using phase-shift
measurements. Analyst 2013, 138 (16), 4607-4617; (c) Steiger, R.; Beer, R.; Fernandez-Sanchez, J. F.;
Spichiger-Keller, U. E., Large area, nanoparticulate metal oxide coatings for consumer
nanotechnologies. Nanoscience and Technology, Pts 1 and 2 2007, 121-123, 1193-1197.
Ferndndez-Sdnchez, J. F.; Roth, T.; Cannas, R.; Nazeeruddin, M. K.; Spichiger, S.; Graetzel, M.; Spichiger-
Keller, U. E., Novel oxygen sensitive complexes for optical oxygen sensing. Talanta 2007, 71 (1), 242-250.
Ferndndez-Sdnchez, J. F.; Nezel, T.; Steiger, R.; Spichiger-Keller, U. E., Novel optical NO-selective sensor
based on phthalocyaninato-iron(ll) incorporated into a nanostructured matrix. Sensors and Actuators B:
Chemical 2006, 113 (2), 630-638.

Henry, O. F.; Cullen, D.; Piletsky, S., Optical interrogation of molecularly imprinted polymers and
development of MIP sensors: a review. Anal Bioanal Chem 2005, 382 (4), 947-956.

(a) Fischer, E., Einfluss der Configuration auf die Wirkung der Enzyme. Berichte der deutschen
chemischen Gesellschaft 1894, 27 (3), 2985-2993; (b) Fischer, E., Ueber die optfischen Isomeren des
Traubenzuckers, der Gluconsdure und der Zuckersdure. Berichte der deutschen chemischen
Gesellschaft 1890, 23 (2), 2611-2624.

(a) Wulff, G.; Sarhan, A. Uber die Anwendung von enzymanalog gebauten Polymeren zur
Racemattrennung. Angewandte Chemie 1972, 84 (8), 364-364; (b) Wulff, G.; Sarhan, A.; Zabrocki, K.,
Enzyme-analogue built polymers and their use for the resolution of racemates. Tefrahedron Letters 1973,
14 (44), 4329-4332.

Chen, Y.; Chen, L.; Bi, R.; Xu, L.; Liu, Y., A potentiometric chiral sensor for I-Phenylalanine based on
crosslinked polymethylacrylic acid-polycarbazole hybrid molecularly imprinted polymer. Analytica
Chimica Acta 2012, 754 (0), 83-90.


http://dx.doi.org/10.1016/j.cej.2012.11.118
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2007.05.072
http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2010.07.026
http://dx.doi.org/10.1016/j.jbiotec.2005.08.019
http://dx.doi.org/10.1016/j.molcatb.2014.03.014
http://dx.doi.org/10.1016/j.molcatb.2011.02.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.bej.2011.07.003
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2014.07.020
http://dx.doi.org/10.1021/cm300575z
http://dx.doi.org/10.1039/C3AN00239J
http://www.scientific.net/SSP.121-123.1193
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2006.03.043
http://dx.doi.org/10.1016/j.snb.2005.07.012
http://dx.doi.org/10.1007/s00216-005-3255-8
http://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2012.09.048

Introduccion

Sellergren, B.; Lepistoe, M.; Mosbach, K., Highly enantioselective and substrate-selective polymers
obtained by molecular imprinting ufilizihg noncovalent interactions. NMR and chromatographic studies
on the nature of recognition. Journal of the American Chemical Society 1988, 110 (17), 5853-5860.

(@) Par, M.; Gamulin, O.; Marovic, D.; Klaric, E.; Tarle, Z., Effect of temperature on post-cure
polymerization of bulk-fill composites. Journal of Dentistry 2014, 42 (10), 1255-1260; (b) Tsuchiya, Y.;
Nomaguchi, T.; Endo, K., Bulk polymerization of vinyl chloride with half-titanocene/MAO catalyst.
Polymer 2008, 49 (5), 1180-1184.

Zhang, W.; Chen, Z., Preparation of micropipette fip-based molecularly imprinted monolith for selective
micro-solid phase extraction of berberine in plasma and urine samples. Talanta 2013, 103 (0), 103-109.
Medina-Castillo, A. L.; Fernandez-Sanchez, J. F.; Segura-Carretero, A.; Fernandez-Gutierrez, A.,
Micrometer and Submicrometer Particles Prepared by Precipitation Polymerization: Thermodynamic
Model and Experimental Evidence of the Relafion between Flory's Parameter and Particle Size.
Macromolecules 2010, 43 (13), 5804-5813.

Mayes, A. G.; Mosbach, K., Molecularly Imprinted Polymer Beads: Suspension Polymerization Using a
Liquid Perfluorocarbon as the Dispersing Phase. Analytical Chemistry 1996, 68 (21), 3769-3774.

(a) Ciardelli, G.; Borrelli, C.; Silvestri, D.; Cristallini, C.; Barbani, N.; Giusti, P., Supported imprinted
nanospheres for the selective recognition of cholesterol. Biosensors and Bioelectronics 2006, 21 (12),
2329-2338; (b) Shen, X.; Ye, L., Interfacial molecular imprinting in nanoparticle-stabilized emulsions.
Macromolecules 2011, 44 (14), 5631-5637.

(a) zhu, L.; Yang, X.; Cao, Y., Preparation of Surface-Imprinted Polymer Magnetic Nanoparticles with
Miniemulsion Polymerization for Recognition of Salicylic Acid. Analytical Letters 2012, 46 (6), 982-998; (b)
Mistlberger, G.; Medina-Castillo, A.; Borisov, S.; Mayr, T.; Ferndndez-Gutiérrez, A.; Fernandez-Sanchez, J.;
Klimant, 1., Mini-emulsion solvent evaporation: a simple and versatile way to magnetic nanosensors.
Microchim Acta 2011, 172 (3-4), 299-308.

Meng. M.; Feng, Y.; Guan, W.; Liu, Y.; Xi, Y.; Yan, Y., Selective separation of salicylic acid from aqueous
solutions using molecularly imprinted nano-polymer on wollastonite synthesized by oil-in-water
microemulsion method. Journal of Industrial and Engineering Chemistry 2014, 20 (6), 3975-3983.

(a) Sulitzky, C.; RGckert, B.; Hall, A. J.; Lanza, F.; Unger, K.; Sellergren, B., Grafting of Molecularly Imprinted
Polymer Films on Silica Supports Containing Surface-Bound Free Radical Initiators. Macromolecules 2001,
35 (1), 79-91; (b) Titirici, M.-M.; Sellergren, B., Thin Molecularly Imprinted Polymer Films via Reversible
Addition—-Fragmentation Chain Transfer Polymerization. Chemistry of Materials 2006, 18 (7), 1773-1779;
(c) Sellergren, B.; RUckert, B.; Hall, A. J., Layer-by-Layer Grafting of Molecularly Imprinted Polymers via
Iniferter Modified Supports. Advanced Materials 2002, 14 (17), 1204-1208; (d) Lee, H. Y.; S. Kim, B.,
Grafting of molecularly imprinted polymers on iniferter-modified carbon nanotube. Biosensors and
Bioelectronics 2009, 25 (3), 587-591.

(a) Titirici, M. M.; Hall, A. J.; Sellergren, B., Hierarchical Imprinting Using Crude Solid Phase Peptide
Synthesis Products as Templates. Chemistry of Materials 2003, 15 (4), 822-824; (b) Titirici, M.; Sellergren, B.,
Peptide recognition via hierarchical imprinting. Anal Bioanal Chem 2004, 378 (8), 1913-1921.

(@) Yin, Y.; Xu, S.; Chang, D.; Zheng, H.; Li, J.; Liu, X.; Xu, P.; Xiong, F., One-pot synthesis of biopolymeric
hollow nanospheres by photocrosslinking. Chemical Communications 2010, 46 (43), 8222-8224; (b) Long,
Y.-Z.; Yu, M.; Sun, B.; Gu, C.-Z;; Fan, Z., Recent advances in large-scale assembly of semiconducting
inorganic nanowires and nanofibers for electronics, sensors and photovoltaics. Chemical Society
Reviews 2012, 41 (12), 4560-4580; (c) Fu, G.-D.; Li, G. L.; Neoh, K. G.; Kang, E. T., Hollow polymeric
nanostructures—Synthesis, morphology and function. Progress in Polymer Science 2011, 36 (1), 127-167;
(d) Yallapu, M.; Foy, S.; Jain, T.; Labhasetwar, V., PEG-Functionalized Magnetic Nanoparticles for Drug

Delivery and Magnetic Resonance Imaging Applications. Pharm Res 2010, 27 (11), 2283-2295; (e) Dong,


http://dx.doi.org/10.1021/ja00225a041
http://dx.doi.org/10.1016/j.jdent.2014.08.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.polymer.2008.01.032
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2012.10.014
http://dx.doi.org/10.1021/ma100841c
http://dx.doi.org/10.1021/ac960363a
http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2005.12.027
http://dx.doi.org/10.1021/ma200837n
http://dx.doi.org/10.1080/00032719.2012.745089
http://dx.doi.org/10.1007/s00604-010-0492-0
http://dx.doi.org/10.1016/j.jiec.2013.12.099
http://dx.doi.org/10.1021/ma011303w
http://dx.doi.org/10.1021/cm052153x
http://dx.doi.org/10.1002/1521-4095(20020903)14:17<1204::AID-ADMA1204>3.0.CO;2-O
http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2009.03.040
http://dx.doi.org/10.1021/cm025770j
http://dx.doi.org/10.1007/s00216-003-2445-5
http://dx.doi.org/10.1039/C0CC03129A
http://dx.doi.org/10.1039/C2CS15335A
http://dx.doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2010.07.011
http://dx.doi.org/10.1007/s11095-010-0260-1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-642-20595-8_25

Bibliografia de la Introduccién [ G

H.; Hu, W., Organic Nanomaterials. In Springer Handbook of Nanomaterials, Vaijtai, R., Ed. Springer Berlin
Heidelberg: 2013; pp 905-940.

(a) Chamtouri, M.; Dhawan, A.; Besbes, M.; Moreau, J.; Ghdlila, H.; Vo-Dinh, T.; Canva, M., Enhanced
SPR Senisitivity with Nano-Micro-Ribbon Grating—an Exhaustive Simulation Mapping. Plasmonics 2014, 9
(1), 79-92; (b) Souza, C. G. S.; Beck, W., Jr; Varanda, L. C., Multifunctional luminomagnetic
FePt@Fes0./SiO2/Rhodamine B/SiO. nanoparticles with high magnetic emanation for biomedical
applications. J Nanopart Res 2013, 15 (4), 1-11; (c) Letfullin, R.; George, T., Plasmonic Nanomaterials for
Nanomedicine. In Springer Handbook of Nanomaterials, Vajtai, R., Ed. Springer Berlin Heidelberg: 2013;
pp 1063-1098; (d) Adeli, M.; Kalantari, M.; Parsamanesh, M.; Sadeghi, E.; Mahmoudi, M., Synthesis of new
hybrid nanomaterials: promising systems for cancer therapy. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology
and Medicine 2011, 7 (6), 806-817; (e) Covaliu, C. I.; lJitaru, |.; Paraschiv, G.; Vasile, E.; Biris, S.-S.;
Diamandescu, L.; lonita, V.; lovu, H., Core-shell hybrid nanomaterials based on CoFe2O4 particles
coated with PVP or PEG biopolymers for applications in biomedicine. Powder Technology 2013, 237 (0),
415-426; (f) Karimi, Z.; Karimi, L.; Shokrollahi, H., Nano-magnetic particles used in biomedicine: Core and
coating materials. Materials Science and Engineering: C 2013, 33 (5), 2465-2475; (g) Krishna, K. S.; Li, Y.; Li,
S.; Kumar, C. S. S. R., Lab-on-a-chip synthesis of inorganic nanomaterials and quantum dots for
biomedical applications. Advanced Drug Delivery Reviews 2013, 65 (11-12), 1470-1495.

(@) Zhu, Z.; Sun, X.; Wang, Y.; Zeng, Y.; Sun, W.; Huang, X., Electrochemical horseradish peroxidase
biosensor based on dextran—-ionic liquid-V205 nanobelt composite material modified carbon ionic
liquid electrode. Materials Chemistry and Physics 2010, 124 (1), 488-492; (b) Khoshnevisan, K.; Bordbar,
A.-K.; Zare, D.; Davoodi, D.; Noruzi, M.; Barkhi, M.; Tabatabaei, M., Immobilization of cellulase enzyme on
superparamagnetic nanoparticles and determination of its activity and stability. Chemical Engineering
Journal 2011, 171 (2), 669-673; (c) Ghosh, S.; Chaganti, S. R.; Prakasham, R. S., Polyaniline nanofiber as a
novel immobilization matrix for the anti-leukemia enzyme I-asparaginase. Journal of Molecular Catalysis
B: Enzymatic 2012, 74 (1-2), 132-137; (d) Wang, P., Nanoscale biocatalyst systems. Current Opinion in
Biotechnology 2006, 17 (6), 574-579; (e) Pavlidis, I. V.; Patila, M.; Bornscheuer, U. T.; Gournis, D.; Stamatis,
H., Graphene-based nanobiocatalytic systems: recent advances and future prospects. Trends in
Biotechnology 2014, 32 (6), 312-320; (f) El-Boubbou, K.; Landry, C. C., Chapter 4 - Nanoparticles in
Biocatalysis. In New and Future Developments in Catalysis, Suib, S. L., Ed. Elsevier: Amsterdam, 2013; pp
95-123.

(a) Pierobon, M.; Jornet, J.; Akkari, N.; Aimasri, S.; Akyildiz, I., A routing framework for energy harvesting
wireless nanosensor networks in the Terahertz Band. Wireless Netw 2014, 20 (5), 1169-1183; (b) Reddy, A.
M.; Ramaprabhu, S., Nanostructured Materials for Energy-Related Applications. In Springer Handbook of
Nanomaterials, Vajtai, R., Ed. Springer Berlin Heidelberg: 2013; pp 1013-1038; (c) Kim, B. K.; Chabot, V.;
Yu, A., Carbon nanomaterials supported Ni(OH)2/NiO hybrid flower structure for supercapacitor.
Elecfrochimica Acta 2013, 109 (0), 370-380.

(a) Zhang, X.; Han, X.; Wu, F.; Jasensky, J.; Chen, Z., Nano-bio interfaces probed by advanced optical
spectroscopy: From model system studies to optical biosensors. Chin. Sci. Bull. 2013, 58 (21), 2537-2556;
(b) Urwyler, P.; Késer, J.; Schift, H.; Gobrecht, J.; Miller, B., Nano-Mechanical Transduction of Polymer
Micro-Cantilevers to Detect Bio-Molecular Interactions. Biointerphases 2012, 7 (1-4), 1-8; (c) Wang, Y.;
Qu, K.; Tang, L.; Li, Z.; Moore, E.; Zeng, X.; Liu, Y.; Li, J., Nanomaterials in carbohydrate biosensors. TTAC
Trends in Analytical Chemistry 2014, 58 (0), 54-70.

Gaster, R.; Hall, D.; Wang, S., Magneto-Nanosensor Diagnostic Chips. In Poinf-of-Care Diagnostics on a
Chip, Issadore, D.; Westervelt, R. M., Eds. Springer Berlin Heidelberg: 2013; pp 153-176.

(a) Park, C.-H.; Kim, C.-H.; Tijing, L.; Lee, D.-H.; Yu, M.-H.; Pant, H.; Kim, Y.; Kim, C., Preparation and
characterization of (polyurethane/nylon-6) nanofiber/ (silicone) film composites via electrospinning and
dip-coating. Fibers Polym 2012, 13 (3), 339-345; (b) Wu, H.; Fan, J.; Chu, C.-C.; Wu, J., Electrospinning of


http://dx.doi.org/10.1007/978-3-642-20595-8_25
http://dx.doi.org/10.1007/s11468-013-9600-4
http://dx.doi.org/10.1007/s11051-013-1545-1
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-642-20595-8_30
http://dx.doi.org/10.1016/j.nano.2011.02.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.powtec.2012.12.037
http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2013.01.045
http://dx.doi.org/10.1016/j.addr.2013.05.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.matchemphys.2010.06.071
http://dx.doi.org/10.1016/j.cej.2011.04.039
http://dx.doi.org/10.1016/j.molcatb.2011.09.009
http://dx.doi.org/10.1016/j.copbio.2006.10.009
http://dx.doi.org/10.1016/j.tibtech.2014.04.004
http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-444-53874-1.00004-4
http://dx.doi.org/10.1007/s11276-013-0665-y
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-642-20595-8_28
http://dx.doi.org/10.1016/j.electacta.2013.07.119
http://dx.doi.org/10.1007/s11434-013-5700-y
http://dx.doi.org/10.1007/s13758-011-0006-6
http://dx.doi.org/10.1016/j.trac.2014.03.005
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-642-29268-2_7
http://dx.doi.org/10.1007/s12221-012-0339-x
http://dx.doi.org/10.1007/s10856-010-4164-8

IRTY niroduccion

(@)

small diameter 3-D nanofibrous tubular scaffolds with controllable nanofiber orientations for vascular
grafts. J Mater Sci: Mater Med 2010, 21 (12), 3207-3215.

(a) Lin, J., Recent development and applications of optical and fiber-optic pH sensors. TTAC Trends in
Analytical Chemistry 2000, 19 (?), 541-552; (b) Dugas, V.; Elaissari, A.; Chevdlier, Y., Surface Sensitization
Technigues and Recognition Receptors Immobilization on Biosensors and Microarrays. In Recognition
Receptors in Biosensors, Zourob, M., Ed. Springer New York: 2010; pp 47-134; (c) Oehme, I.; Prattes, S.;
Wolfbeis, O. S.; Mohr, G. J., The effect of polymeric supports and methods of immobilization on the
performance of an opfical copper(ll)-sensitive membrane based on the colourimetric reagent Zincon.
Talanta 1998, 47 (3), 595-604.

Ammam, M., Electrochemical and electrophoretic deposition of enzymes: Principles, differences and
application in miniaturized biosensor and biofuel cell electrodes. Biosensors and Bioelectronics 2014, 58
(0), 121-131.

Bidmanova, S.; Hlavacek, A.; Damborsky, J.; Prokop, Z., Conjugation of 5(6)-carboxyfluorescein and
5(6)-carboxynaphthofluorescein with bovine serum albumin and their immobilization for optical pH
sensing. Sensors and Actuators B: Chemical 2012, 161 (1), 93-99.

Reisfeld, R.; Saraidarov, T., Innovative materials based on sol-gel technology. Optical Materials 2006, 28
(1-2), 64-70.

(@) Tan, S.-Z.; Hu, Y.-J.; Chen, J.-W.; Shen, G.-L.; Yu, R-Q., An opfical sensor based on covalent
immobilization of 1-aminopyrene using Au nanoparticles as bridges and carriers. Sensors and Actuators
B: Chemical 2007, 124 (1), 68-73; (b) Mohr, G. J.; Wolfbeis, O. S., Optical sensors for a wide pH range
based on azo dyes immobilized on a novel support. Analytica Chimica Acta 1994, 292 (1-2), 41-48; (c)
Kermis, H. R.; Kostov, Y.; Rao, G., Rapid method for the preparation of a robust optical pH sensor. Analyst
2003, 7128 (9), 1181-1186.

Rook, J. J., Formation of haloforms during chlorination of natural waters. J. Water Treat. Exam. 1974, 23,
234-243.

(a) Richardson, S. D.; Plewa, M. J.; Wagner, E. D.; Schoeny, R.; DeMarini, D. M., Occurrence,
genotoxicity, and carcinogenicity of regulated and emerging disinfection by-products in drinking water:
A review and roadmap for research. Mutation Research/Reviews in Mutation Research 2007, 636 (1-3),
178-242; (b) Myllykangas, T.; Nissinen, T. K.; Mdki-Paakkanen, J.; Hirvonen, A.; Varticginen, T., Bromide
affecting drinking water mutagenicity. Chemosphere 2003, 53 (7), 745-756.

(a) Richardson, S. D., Disinfection by-products and other emerging contaminants in drinking water. TrAC
Trends in Analytical Chemistry 2003, 22 (10), 666-684; (b) Sadiq, R.; Rodriguez, M. J., Empirical Models to
Predict Disinfection By-products (DBPs) in Drinking Water. In Encyclopedia of Environmental Health,
Nriagu, J. O., Ed. Elsevier: Burlington, 2011; pp 282-295; (c) Richardson, S. D.; Thruston, A. D.; Rav-Acha,
C.; Groisman, L.; Popilevsky, I.; Juraev, O.; Glezer, V.; McKague, A. B.; Plewa, M. J.; Wagner, E. D.,
Triboromopyrrole, Brominated Acids, and Other Disinfection Byproducts Produced by Disinfection of
Drinking Water Rich in Bromide. Environmental Science & Technology 2003, 37 (17), 3782-3793.

Hua, G.; Reckhow, D. A.; Kim, J., Effect of Bromide and lodide lons on the Formation and Speciation of
Disinfection Byproducts during Chlorination. Environmental Science & Technology 2006, 40 (9), 3050-
3056.

(a) Agus, E.; Voutchkov, N.; Sedlak, D. L., Disinfection by-products and their potential impact on the
quality of water produced by desalination systems: A literature review. Desalination 2009, 237 (1-3), 214-
237; (b) Valero, F.; Arbds, R., Desalination of brackish river water using Electrodialysis Reversal (EDR):
Control of the THMs formation in the Barcelona (NE Spain) area. Desalination 2010, 253 (1-3), 170-174.
Magazinovic, R. S.; Nicholson, B. C.; Mulcahy, D. E.; Davey, D. E., Bromide levels in natural waters: its
relationship to levels of both chloride and total dissolved solids and the implications for water treatment.
Chemosphere 2004, 57 (4), 329-335.


http://dx.doi.org/10.1007/s10856-010-4164-8
http://dx.doi.org/10.1016/S0165-9936(00)00034-0
http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4419-0919-0_2
http://dx.doi.org/10.1016/S0039-9140(98)00084-8
http://dx.doi.org/10.1016/j.bios.2014.02.030
http://dx.doi.org/10.1016/j.snb.2011.09.046
http://dx.doi.org/10.1016/j.optmat.2004.11.055
http://dx.doi.org/10.1016/j.snb.2006.11.053
http://dx.doi.org/10.1016/0003-2670(94)00096-4
http://dx.doi.org/10.1039/B304902G
http://dx.doi.org/10.1016/j.mrrev.2007.09.001
http://dx.doi.org/10.1016/S0045-6535(03)00535-6
http://dx.doi.org/10.1016/S0165-9936(03)01003-3
http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-444-52272-6.00282-8
http://dx.doi.org/10.1021/es030339w
http://dx.doi.org/10.1021/es0519278
http://dx.doi.org/10.1016/j.desal.2007.11.059
http://dx.doi.org/10.1016/j.desal.2009.11.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.chemosphere.2004.04.056

Bibliografia de la Introduccién [ EGKTEIN

101. Suzuki, M.; Eda, Y.; Ohsawa, S.; Kanesaki, Y.; Yoshikawa, H.; Tanaka, K.; Muramatsu, Y.; Yoshikawa, J.;

Sato, I.; Fuji, T, Amachi, S., lodide Oxidation by a Novel Multicopper Oxidase from the
Alphaproteobacterium Strain Q-1. Applied and Environmental Microbiology 2012, 78 (11), 3941-3949.

N

Myllykangas, T.; Nissinen, T. K.; Hirvonen, A.; Rantakokko, P.; Vartiainen, T., The Evaluation Of Ozonation
and Chlorination On Disinfection By-Product Formation for a High-Bromide Water. Ozone: Science &
Engineering 2005, 27 (1), 19-26.

(o8

(a) von Gunten, U., Ozonation of drinking water: Part Il. Disinfection and by-product formation in
presence of bromide, iodide or chlorine. Water Research 2003, 37 (7), 1469-1487; (b) Arvai, A.; Jasim, S.;
Biswas, N., Bromate Formation in Ozone and Advanced Oxidation Processes. Ozone: Science &
Engineering 2012, 34 (5), 325-333.

Garcia-Villanova, R. J.; Oliveira Dantas Leite, M. V.; Herndndez Hierro, J. M.; de Castro Alfageme, S.;

NS

Garcia Hernéndez, C., Occurrence of bromate, chlorite and chlorate in drinking waters disinfected with

hypochlorite reagents. Tracing their origins. Science of The Total Environment 2010, 408 (12), 2616-2620.

(o]

Zhai, H.; Zhang, X., Formation and Decomposition of New and Unknown Polar Brominated Disinfection
Byproducts during Chlorination. Environmental Science & Technology 2011, 45 (6), 2194-2201.

Smith, E. M.; Plewa, M. J.; Lindell, C. L.; Richardson, S. D.; Mitch, W. A., Comparison of Byproduct
Formation in Waters Treated with Chlorine and lodine: Relevance fo Point-of-Use Treatment.
Environmental Science & Technology 2010, 44 (22), 8446-8452.

O~

~

Bichsel, Y.; von Gunten, U., Formation of lodo-Trihalomethanes during Disinfection and Oxidation of

lodide-Containing Waters. Environmental Science & Technology 2000, 34 (13), 2784-2791.

(o3]

Bichsel, Y.; von Gunten, U., Oxidation of lodide and Hypoiodous Acid in the Disinfection of Natural
Waters. Environmental Science & Technology 1999, 33 (22), 4040-4045.

el

Woo, Y.-T.; Lai, D.; McLain, J. L.; Manibusan, M. K.; Dellarco, V., Use of mechanism-based structure-
activity relationships analysis in carcinogenic potentfial ranking for drinking water disinfection by-
products. Environmental Health Perspectives 2002, 110 (Suppl 1), 75-87.

Krasner, S. W.; Weinberg, H. S.; Richardson, S. D.; Pastor, S. J.; Chinn, R.; Sclimenti, M. J.; Onstad, G. D,;
Thruston, A. D., Occurrence of a New Generation of Disinfection Byproductst. Environmental Science &
Technology 2006, 40 (23), 7175-7185.

(a) Plewa, M. J.; Wagner, E. D.; Richardson, S. D.; Thruston, A. D.; Woo, Y.-T.; McKague, A. B., Chemical

(@]

and Biological Characterization of Newly Discovered lodoacid Drinking Water Disinfection Byproducts.
Environmental Science & Technology 2004, 38 (18), 4713-4722; (b) Richardson, S. D.; Fasano, F.; Ellington,
J. J.; Crumley, F. G.; Buettner, K. M.; Evans, J. J.; Blount, B. C.; Silva, L. K.; Waite, T. J.; Luther, G. W.;
McKague, A. B.; Miltner, R. J.; Wagner, E. D.; Plewa, M. J., Occurrence and Mammalian Cell Toxicity of
lodinated Disinfection Byproducts in Drinking Water. Environmental Science & Technology 2008, 42 (22),
8330-8338.

(a) Mohapatra, M.; Anand, S.; Mishra, B. K.; Giles, D. E.; Singh, P., Review of fluoride removal from drinking

N

water. Journal of Environmental Management 2009, 91 (1), 67-77; (b) Watson, K.; Farré, M. J.; Knight, N.,
Strategies for the removal of halides from drinking water sources, and their applicability in disinfection

by-product minimisation: A critical review. Journal of Environmental Management 2012, 110 (0), 276-298.

()

Kimbrough, D. E.; Suffet, I. H., Electrochemical removal of bromide and reduction of THM formation
potential in drinking water. Water Research 2002, 36 (19), 4902-4906.

(@) Ying, T.-Y.; Yang, K.-L.; Yiacoumi, S.; Tsouris, C., Electrosorption of lons from Aqueous Solutions by
Nanostructured Carbon Aerogel. Journal of Colloid and Interface Science 2002, 250 (1), 18-27; (b) Xu, P.;

Drewes, J. E.; Heil, D.; Wang, G., Treatment of brackish produced water using carbon aerogel-based

IS

capacitive deionization technology. Water Research 2008, 42 (10-11), 2605-2617; (c) Oren, Y.,
Capacitive deionization (CDI) for desalination and water treatment — past, present and future (a
review). Desalination 2008, 228 (1-3), 10-29.


http://dx.doi.org/10.1128/AEM.00084-12
http://dx.doi.org/10.1080/01919510590908931
http://dx.doi.org/10.1016/S0043-1354(02)00458-X
http://dx.doi.org/10.1080/01919512.2012.713834
http://dx.doi.org/10.1016/j.scitotenv.2010.03.011
http://dx.doi.org/10.1021/es1034427
http://dx.doi.org/10.1021/es102746u
http://dx.doi.org/10.1021/es9914590
http://dx.doi.org/10.1021/es990336c
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1241149/
http://dx.doi.org/10.1021/es060353j
http://dx.doi.org/10.1021/es049971v
http://dx.doi.org/10.1021/es801169k
http://dx.doi.org/10.1016/j.jenvman.2009.08.015
http://dx.doi.org/10.1016/j.jenvman.2012.05.023
http://dx.doi.org/10.1016/S0043-1354(02)00210-5
http://dx.doi.org/10.1006/jcis.2002.8314
http://dx.doi.org/10.1016/j.watres.2008.01.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.desal.2007.08.005

7Y niroduccion

(&3]

(a) Zhao, L.; Ho, W. S. W., Novel reverse osmosis membranes incorporated with a hydrophilic additive for
seawater desalination. Journal of Membrane Science 2014, 455 (0), 44-54; (b) Zhao, L.; Chang, P. C. Y.;

Ho, W. S. W., High-flux reverse osmosis membranes incorporated with hydrophilic additives for brackish
water desalination. Desalination 2013, 308 (0), 225-232.

(e

(a) Chellam, S., Effects of Nanofiltration on Trihalomethane and Haloacetic Acid Precursor Removal and

Speciation in Waters Containing Low Concentrations of Bromide lon. Environmental Science &
Technology 2000, 34 (), 1813-1820; (b) Harrison, C.; Le Gouellec, Y.; Cheng, R.; Childress, A., Bench-
Scale Testing of Nanofiltration for Seawater Desalination. Journal of Environmental Engineering 2007, 133
(11), 1004-1014.

(a) Deng, D.; Aouad, W.; Braff, W. A.; Schlumpberger, S.; Suss, M. E.; Bazant, M. Z., Water purification by

I~

shock electrodialysis: Deionization, filtration, separation, and disinfection. Desalination 2015, 357 (0), 77-
83; (b) Wisniewski, J. A.; Kabsch-Korbutowicz, M.; takomska, S., lon-exchange membrane processes for
Br- and BrOs~ ion removal from water and for recovery of salt from waste solution. Desalination 2014, 342
(0), 175-182.

Kochkodan, V.; Hilal, N., A comprehensive review on surface modified polymer membranes for
biofouling mitigation. Desalination 2015, 356 (0), 187-207.

(a) Liang, L.; Wang, Y.; Wei, M.; Cheng, J., Bromide ion removal from contaminated water by calcined

00

and uncalcined MgAI-CO3 layered double hydroxides. Journal of Hazardous Materials 2008, 152 (3),
1130-1137; (b) Liang, L.; Li, L., Adsorption behavior of calcined layered double hydroxides towards
removal of iodide contaminants. J Radioanal Nucl Chem 2007, 273 (1), 221-226; (c) Chubar, N., New
inorganic (an)ion exchangers based on Mg-Al hydrous oxides: (Alkoxide-free) sol-gel synthesis and
characterisation. Journal of Colloid and Interface Science 2011, 357 (1), 198-209; (d) Chubar, N.;
Kanibolotskyy, V.; Strelko, V.; Kouts, V.; Shaposhnikova, T., Adsorption of anions onto sol-gel generated
double hydrous oxides. In Soil and Water Pollution Monitoring, Protection and Remediation, Twardowska,
I.; Allen, H.; Haggblom, M.; Stefaniak, S., Eds. Springer Netherlands: 2006; Vol. 69, pp 323-338.

(a) lkari, M.; Matsui, Y.; Suzuki, Y.; Matsushita, T.; Shirasaki, N., Removal of iodide from water by

N
(=]

chlorination and subsequent adsorption on powdered activated carbon. Water Research 2015, 68 (0),
227-237; (b) Mianowski, A.; Owczarek, M.; Marecka, A., Surface Area of Activated Carbon Determined
by the lodine Adsorption Number. Energy Sources, Part A: Recovery, Utilization, and Environmental
Effects 2007, 29 (9), 839-850.

(a) S&nchez-Polo, M.; Rivera-Utrilla, J.; Salhi, E.; von Gunten, U., Removal of bromide and iodide anions

from drinking water by silver-activated carbon aerogels. Journal of Colloid and Interface Science 2006,
300 (1), 437-441; (b) S&dnchez-Polo, M.; Rivera-Utrilla, J.; Méndez-Diaz, J.; Lopez-Penalver, J., Metal-Doped
Carbon Aerogels. New Materials for Water Treatments. Industrial & Engineering Chemistry Research
2008, 47 (16), 6001-6005.

(a) Ding, L.; Deng, H.; Wu, C.; Han, X., Affecting factors, equilibrium, kinetics and thermodynamics of

N

bromide removal from aqueous solutions by MIEX resin. Chemical Engineering Journal 2012, 181-182 (0),
360-370; (b) Hsu, S.; Singer, P. C., Removal of bromide and natural organic matter by anion exchange.
Water Research 2010, 44 (7), 2133-2140.

(a) Ge, F.; Zhu, L., Effects of coexisting anions on removal of bromide in drinking water by coagulation.
Journal of Hazardous Materials 2008, 151 (2-3), 676-681; (b) Ge, F.; Shu, H.; Dai, Y., Removal of bromide

(o8]

by aluminium chloride coagulant in the presence of humic acid. Journal of Hazardous Materials 2007,
147 (1-2), 457-462.


http://dx.doi.org/10.1016/j.memsci.2013.12.066
http://dx.doi.org/10.1016/j.desal.2012.07.020
http://dx.doi.org/10.1021/es991153t
http://dx.doi.org/10.1061/(ASCE)0733-9372(2007)133:11(1004)
http://dx.doi.org/10.1016/j.desal.2014.11.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.desal.2013.07.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.desal.2014.09.015
http://dx.doi.org/10.1016/j.jhazmat.2007.07.117
http://dx.doi.org/10.1007/s10967-007-0740-x
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcis.2011.01.098
http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4020-4728-2_21
http://dx.doi.org/10.1016/j.watres.2014.10.021
http://dx.doi.org/10.1080/00908310500430901
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcis.2006.03.037
http://dx.doi.org/10.1021/ie8002039
http://dx.doi.org/10.1016/j.cej.2011.11.096
http://dx.doi.org/10.1016/j.watres.2009.12.027
http://dx.doi.org/10.1016/j.jhazmat.2007.06.041
http://dx.doi.org/10.1016/j.jhazmat.2007.01.028







Parte Experimental






Primer Bloque






Capitulo 1

PET
Cbra covalenbly atbached

policalEMA. Ehande

m I m Mmabrix  luminescence pHindicators

Ica layer group senswlwbg
brightness
ac‘d ¢F maberials excmed IInkage n
linked pH-Sen SIblve ight
mercapto-functionalised phobostability pH-sensitiviby q,uanbum
rhodamin el

optrodes  cross-linked  monitoring appllcablons 3|gnal excivable

photoinduced-electron-transfer chromophore
2-hydroxyethylimethacrylaGe

xanthene Pentafluorophenyl group emISS|on

Mylar

basic

Phobophysical

indicator
sensitGive

amino-functionalised






New fluorescent pH sensors based on covalently linkable PET rhodamines m

Capitulo 1

New fluorescent pH sensors based on

covalently linkable PET rhrodamines

In collaboration with:

Institute of Analytical Chemistry and Food Chemistry, Graz University of Technology,
Stremayrgasse 9, A-8010 Graz, Austria.

Department of Analytical Chemistry, University of Granada, Avd. Fuentenueva s/n, E-
18071 Granada, Spain.

Institute for Chemistry and Technology of Materials, Graz University of Technology,

Stremayrgasse 9, A-8010 Graz, Austria.

Published in Talanta Vol. 99 (2012) 194-201


http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2012.05.039

BTN Copituio |




New fluorescent pH sensors based on covalently linkable PET rhodamines m

New fluorescent pH sensors based on covalently

linkable PET rnodamines

Abstract

A new class of rhodamines for the application as indicator dyes in fluorescent pH sensors
is presented. Their pH-sensitivity derives from photoinduced electron transfer between non-
protonated amino groups and the excited chromophore which results in effective fluorescence
quenching at increasing pH. The new indicator class carries a pentafluoropheny! group at the 9-
position of the xanthene core where other rhodamines bear 2-carboxyphenyl substituents
instead. The pentafluorophenyl group is used for covalent coupling to sensor matrices by “click”
reaction with mercapto groups. Photophysical properties are similar to “classical” rhodamines
carrying 2'-carboxy groups. pH sensors have been prepared with two different matrix materials,
silica gel and poly(2-hydroxyethylmethacrylate). Both sensors show high luminescence brightness
(absolute fluorescence quantum yield ®r=0.6) and high pH-sensitivity at pH 5-7 which makes
them suitable for monitoring biotechnological samples. To underline practical applicability, a
dually lifetime referenced sensor containing Cr(lll)-doped AlOs as reference material is

presented.

Keywords: pH sensor, Fluorescence, Rhodamine, Photoinduced electron transfer, Covalent dye

coupling, “Click” chemistry.

Highlights

 New rhodamine pH-indicators employing photoinduced electron transfer are prepared.

e Indicators are covalently immobilised to the sensor support.

e Obtained pH optrodes feature high brightness, excellent sensitivity and good operation
stability.

e Dynamic range (pH 5-7) is particularly useful for biotechnological applications.

1. Intfroduction

pH is a key parameter for a wide range of applicafions in the medical field, in
environmental and life sciences or for regulafion and routine monitoring in industrial processes
and in sewage purification plants, to mention only a few areas. Although electrochemical pH

sensors are well-established and can be used as reliable tools for a large number of analytical
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tasks, optical pH sensors offer unmatched advantages in many other challenging applications, in
particular for high-throughput screening, for applications where minimal contact to the sample is
preferable, where a high degree of miniaturisation is required or in systems that do not allow the

application of potentiometric sensors due to a strong electfromagnetic field.

A number of fluorescent pH sensors have already been established in which derivatives
of 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate (HPTS)!, fluoresceins? and benzo[g]xanthene dyes® have
been the most common pH-sensitive indicator dyes. Most of these indicators, however, still are
subject to limitations. Fluoresceins are commonly known for their limited photostability. HPTS
derivatives are excitable at relatively short (<500 nm) wavelengths which results in high levels of
autofluorescence and scattering background. Benzo[g]xanthene dyes are long-wave excitable,
but offer only limited brightness (defined as the product of molar absorption coefficient € and
fluorescence quantum yield3e, ®f) <12x103 M1 cm~!, which is at least 5 times lower than for the

dyes presented in this work, and are prone to photobleaching.

Rhodamines are xanthene dyes featuring outstanding brightness (high ¢ about 1x105
M-Tcm™ and ®F of 0.7-1 for most derivatives), generally good solubility in water and good
photostability>. These properties have enabled their application in cell imaging® and single
molecule imaging’, for the characterisation of micelles® and polymer beads?, as standards for
fluorescence quantum yield'©® or as molecular switches”: ! and fluorescence thermometers'?, to
state only a few. Numerous rhodamine-based fluorescent probes for cations—-most importantly
Hg(ll)éo- 13, Cu(ll)'4, Fe(lll)!s, Pb(ll)'é¢ — and thiols!'” have been presented. On the other hand pH-
sensitive systems relying on rhodamines as pH probes'® are less common. Since most of these
systems take advantage of the cyclisation equilibrium in rhodamines leading to non-fluorescent
spyro-lactams we believe that alternative concepts for designing pH indicators on the basis of

rhodamine dyes are of high interest.

Here we present a new class of amino-functional rhodamines the pH-sensitivity of which
originates from the inframolecular photoinduced electron fransfer process (PET)'? between non-
protonated amino groups and the excited chromophore (Figure 1). To the best of our
knowledge, only very few examples for pH-sensitive PET rhodamines® can be found in the
literature and those focus on application as probes in solution, not in a solid sensor matrix. The
new dye class is accessible by a straightforward one-step synthesis. It carries a pentafluorophenyl
group in the 9-position of the xanthene core which is employed for simple and effective covalent
coupling by *“click” reaction with mercapto groups. Covalent indicator linkage can be highly
beneficial for pH optrodes since it suppresses migration and aggregation processes. Nucleophilic
substitution in pentafluorophenyl groups has recently been presented as a versatile tool for
grafting?'. The suitability of the new fluorinated PET-rhodamines as indicators in pH sensors will be

demonstrated.
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Figure 1. Preparation of the pH-indicators 1-3 and the two types of pH-sensor beads. Reagents and
conditions: (a) pentafluorobenzaldehyde, CH3SOsH, 210 °C (28%); (b) 3-mercaptopropionic acid, EtsN, N,N'-
dimethylacetamide, 50 °C (39%); (c) mercapto-functionalised silica gel beads, EtsN, N,N'-dimethylacetamide,
60 °C; (d) amino-functionalised poly(HEMA) beads, DCC, NHS, DMAP, N,N'-dimethylformamide; and (e)
frimellitic anhydride, CH3SOsH, 165 °C (21%).

2. Experimental

2.1. Materials and methods

3-(1-Piperazinyl)phenol, pentafluorobenzaldehyde, methanesulfonic acid and (3-
mercaptopropyl)trimethoxysilane were purchased from ABCR (www.abcr.de). Urea was from
Acros (www.acros.com). All other reagents were obtained from Aldrich (www.sigmaaldrich.com).
All reagents were of synthesis grade. Deuterated solvents were purchased form eurisotop
(www.eurisotop.com). Anhydrous pydridine and N,N-dimethylformamide were bought from
Aldrich. All other solvents (synthesis grade, HPLC gradient grade), as well as potassium persulfate,
sodium chloride and buffer salts, were supplied by Carl Roth (www.carlroth.de).
Hydroxyethylmethacrylate and ethylene glycol dimethacrylate were filtered over aluminium

oxide prior to use. Water used for HPLC chromatography was deionised using a Barnstedt


http://www.abcr.de/
http://www.acros.com/
http://www.sigmaaldrich.com/
http://www.eurisotop.com/
http://www.carlroth.de/

BT Copituio |

NANOpure system. Dowex® 1-8 cation exchange resin was freshly charged with chloride prior to

use.

Absorption measurements were performed on a Cary 50 UV-vis spectrophotometer from
Varion (www.varianinc.com). Fluorescence specira were recorded on a Hitachi F-7000
spectrofluorimeter (www.hitachi.com). Relative fluorescence quantum vyields ®F were
determined using rhodamine 101 (®r=0.9622 ; Fluka, www.sigmaaldrich.com) as a standard.
Absolute fluorescence quantum yields were determined on a Fluorolog 3 spectrofluorimeter
equipped with an integrating sphere (Horiba Scientific, www.horiba.com). TH-NMR spectra were
recorded on a 300 MHz instrument (Bruker) with TMS as a standard. PF-NMR spectra were taken
on a Mercury Inova 300 instrument (Bruker) at a frequency of 282.47 MHz. MALDI-TOF masses were
determined on a Micromass TofSpec 2E in reflectron mode at an accelerating voltage of +20 kV.
pH calibration curves and sensor response curves were obtained by passing buffer solutions
(1T ml min~T) by a sensor foil placed in a home-made flow-through cell. Cell temperature was kept
constant at 25 °C. The luminescent signal was interrogated with a two-phase lock-in amplifier
(SR830, Stanford Research Inc., www.thinksrs.com) equipped with a green LED (Amox 525 nm) from
Roithner  (www.roithner-laser.com), a XR3080 bandpass filter (500-540 nm; Horiba,
www.horiba.com) at the excitation side and a long-pass filter (Schott, www.schott.com; OG 580
(>580 nm), unless otherwise stated) before the PMT tube (H5701-02, Hamamatsu,
www.sales.namamatsu.com). The modulation frequency of 160 Hz was used, unless otherwise
stated. The pH of the phosphate and acetate buffer solutions was controlled by a digital pH
metre (InoLab pH/ion, WTW GmbH & Co. KG, www.wiw.com) calibrated at 25 °C with standard
buffers of pH 7.0 and 4.0 (WTW GmbH & Co. KG, www.witw.com). The buffers were adjusted fo
constant ionic strength using sodium chloride as a background electrolyte. LCMS measurements
were performed on a Shimadzu LCMS system equipped with a LSMS-2020 mass detector and a

SPD-M20A diode array detector (www.shimadzu.de).

2.2.Preparation of dyes and sensors
N.N'-di(3-azapentane-1,5-diyl)-2',3",4',5",6"-pentafluororhodamine acetate (1)

A mixture of 3-(1-piperazinyl)phenol (2.7 g, 15.15 mmol), pentafluorobenzaldehyde (1.5 g,
7.65 mmol) and methanesulfonic acid (20 ml) was heated to 210 °C under vigorous sfirring.
Temperature was maintained for 4.5 h, pentafluorobenzaldehyde (500 mg, 2.5 mmol) was added
in two equal portions during the first 2.5 h. The deep red mixture was allowed to cool to RT and
was added dropwise into THF (250 ml). The sticky solid formed was redissolved in MeOH (50 ml)
and again precipitated with THF (250 ml). The procedure was repeated six times until a black
powder was obtained. The powder was dissolved in H2O (100 ml) and passed over Dowex® 1-8
cation exchange resin (Carl Roth) charged with chloride. The deep red solution was dried to yield
3.8 g of crude product. Purification was performed by HPLC chromatography on an Agilent 1100
station (www.chem.agilent.com) employing a Nucleodor 100-5pum Cl8ec reversed phase

column (Macherey Nagel; 200x15 mm) and MeOH/0.1% aqueous acetic acid (gradient is stated


http://www.varianinc.com/
http://www.hitachi.com/
http://www.sigmaaldrich.com/
http://www.horiba.com/
http://www.thinksrs.com/
http://www.roithner-laser.com/
http://www.horiba.com/
http://www.schott.com/
http://www.sales.hamamatsu.com/
http://www.wtw.com/
http://www.wtw.com/
http://www.shimadzu.de/
http://www.chem.agilent.com/

New fluorescent pH sensors based on covalently linkable PET rnodamines

in Table 1) as the mobile phase. Upon purification, 37 mg crude product yielded 12 mg pure 1.
Owing to the limited size of the available HPLC facility, not all crude 1 was purified. If up-scaling is
performed, 1.23 g (2.14 mmol, 28%) of pure 1 can be isolated. 'H NMR (300 MHz, CD3OD
containing 0.1% HOAc and 0.1% CFsCOOH, TMS): 6=7.65ppm (2H, d, Ar-H(positions 1,8),
Jai2,78=9.6 Hz); 6=7.46 (2H, dd, Ar-H(2,7), Jarie457=2.5 Hz); 6=7.42 (2H, d, Ar-H(4,5)); 6=4.13 (8H, t,
ANCHa, J=5.2 Hz); 6=3.48 (8H, t, HNCH2); 6=1.99 (3H, s, Hacetate). '"F-NMR (282.5 MHz, D20):
6=-139 ppm (2F, d, J=20 Hz); 6==150 (1F, t, J=21 Hz); §=—160 (2F, dt, J1=6 Hz, J2=21 Hz). MALDI-TOF:
m/z [MH*] 515.1847 found, 515.1870 calcd.

Table 1. HPLC gradient used for the purification of 1.

Time/min Ratio MeOH/% Ratio 0.1% aqueous HOAc/% Flow rate/ml - min-!

0 0 100 4
10 30 70 4
11 100 0 4
16 100 0 4
17 0 100 4
22 0 100 4

N.N'-di(3-azapentane-1,5-diyl)-4'-(2-carboxyethylmercapto)-2',3',5',6'-tefrafluororhodamine

acetate (2)

Crude 1 (328 mg, containing 157 mg, 278 umol of pure 11), N,N-dimethylacetamide (8 ml)
and friethylamine (248 pl, 1.78 ymol) were heated to 50°C and 3-mercaptopropionic acid
(34.4 pl, 390 umol) was added dropwise. Temperature was maintained for 3 h and the mixture
was washed with hexane until a solid residue was obtained (4x100 ml). The residue was dissolved
in MeOH/1 M aqueous HCI 1:1 (3x10 ml) and precipitated with THF (3x150 ml). Crude 2 was
obtained as a black powder (130 mg). Purification was performed similarly to 1 (different gradient
is stated in Table 2) and yielded 19 mg of pure 2 (35 mg crude product; 71 mg (0.11 mmol, 39%) if
up-scaled). 'TH NMR (300 MHz, CDsOD containing 0.1% CFsCOOH, TMS): 6=7.55 ppm (2H, d, Ar-
H(positions 1,8), Jan12,78=9.6 Hz); 6=7.32 (2H, dd, Ar-H(2,7), Jam2457=2.3 Hz); 6=7.26 (2H, d, Ar-H(4,5));
6=4.06 (8H, t, AINCHz, J=4.9 Hz); 6=3.48 (8H, t, HNCH2); 6=3.32 (2H, t, ArSCHz2, J=6.7 Hz); 6=2.76 (2H,
t, CH2COOH); 6=2.06 (4.7H, s, Hacetate). 17F-NMR (282.5 MHz, D20): 6=-132 ppm (2F, g, J=11 Hz);
6=-139 (2F, g, J=11 Hz). MALDI-TOF: m/z [MH*] 601.1923 found, 601.18%96 calcd.

! Crude 1 was used for the synthesis of 2. The assay of 1 in the crude product can be easily calculated. The total rhodamine
content is equal to the rafio of the molar absorption coefficients of crude and pure product (which is
4.3x104 M1 cm~1/8.9x104=0.48). Figure ASI 13 shows that there are no other rhodamines contained in the crude product (no
impurities absorbing at 540 nm). Therefore, the assay of 1 in the crude product is 48% (w/w). For calculation, chloride was the

assumed counter ion for crude 1, while pure 1 is the acetate salt.
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Table 2. HPLC gradient used for the purification of 2.

Time/min Ratio MeOH/% Ratio 0.1% aqueous HOAc/% Flow rate/ml - min-!

0 10 90 16
30 25 75 16
32 100 0 16
40 100 0 16

N.N'-di(3-azapentane-1,5-diyl)-2',4'-dicarboxyrhodamine acetate (3)

Trimellitic anhydride (1.62 g, 8.42 mmol), 3-(1-piperazinyl)phenol (3 g, 16.83 mmol) and
methanesulfonic acid (25 ml) were heated to 165 °C. Temperature was maintained for 3.5 h, the
deep red mixture was allowed to cool o RT and was added dropwise into THF (100 ml). The sticky
black precipitate was redissolved in MeOH and precipitated by adding THF. The procedure was
repeated six times to yield crude 3 (1.8 g) as a black powder. Purification was performed similarly
to 1 (different gradient is stated in Table 3) and yielded 14 mg of pure 3 (44 mg crude product;
8920 mg (1.74 mmol, 21%) if up-scaled). Both the 4'-carboxy and the 5'-carboxy regioisomer could
be isolated in pure form and identified by NMR spectroscopy (See Figure ASI 9 and Figure ASI 10
in Appendix A). Although the 5'-carboxy isomer was formed in comparable amounts (Figure ASI
18) and is equally suitable for the present application, only pure 4'-carboxy isomer was used for
characterisation. TH NMR (300 MHz, D20, TMS): §=8.32 ppm (1H, s, Ar-H(posifion 3')); §=8.00 ppm
(TH, d, Ar-H(5'), Jamse=7.5 Hz); 6=7.27 (3H, d, Ar-H(6'.1,8), Jam1278=9.3 Hz); §6=7.06 (2H, d, Ar-H(2,7));
6=6.97 (2H, s, Ar-H(4,5)); 6=3.85 (8H, broad s, ArNCHz2); 6=3.35 (8H, broad s, HNCHz2); 6=1.90 (3H, s,
Hacetate). MALDI-TOF: m/z [MH*] 513.2101 found, 513.2138 calcd.

Table 3. HPLC gradient used for the purification of 3.

Time/min Ratio MeOH/% Ratio 0.1% aqueous HOAc/% Flow rate/ml - min-?

0 100 4
12 30 70 4
12.5 100 0 4
16.5 100 0 4
17 0 100 4
21 0 100 4
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2.3. Mercapto-functionalised silica gel beads

Li Chrospher 60 silica gel beads (Merck, average size 5um; 1 g) were dispersed in
EtOH/H20 19:1 (40 ml) in a polypropylene vessel. (3-Mercaptopropyl)trimethoxysilane (26.8 ul,
0.144 mmol) and acetic acid (2 ml) were added and the mixture was stired overnight at RT. The
beads were separated by centrifugation (2450 g), washed with EtOH (6x50 ml) and dried (60 °C,
1 bar).

2.4. Amino-functionalised poly(hydroxyethylmethacrylate) (poly(HEMA))

beads

Poly(HEMA) beads were prepared adapting a method reported in the literature?s,
Poly(vinyl alcohol) (86,000 g mol-!, 99% hydrolysed) (3 g) was dissolved in refluxing H20 (300 ml).
The mixture was allowed to cool to 40°C and flushed with nitrogen for 30 min. 2-
Hydroxyethylmethacrylate (3.26 ml, 27.3 mmol), ethylene glycol dimethacrylate (0.36 ml,
1.91 mmol), 2-aminoethylmethacrylate hydrochloride (80 mg, 0.48 mmol) and potassium
persulfate (3 mg, 0.01 mmol) were added, the mixture was heated to 70 °C and stired under a
gentle nitrogen stream for 18 h. The precipitated beads were separated by centrifugation
(2450 g), washed with H2O (4x100 ml) and EtOH (3x100 ml) and freeze-dried (1 mbar, -90 °C,
18 h) to yield 1.6 g of a white powder.

2.5.pH-sensitive silica gel beads

A mixture of mercapto-functionalised silica gel beads (250 mg), rhodamine dye 1 (1 mg,
1.74 umol), triethylamine (2.7 ul, 0.019 mmol) and N,N-dimethylacetamide (1 ml) was heated to
60 °C under vigorous stirring for 6 h. The beads were separated by centrifugation (2450 g).
washed with 10 mM HCI (6x5 ml), EtOH (2x5 ml) and H20 (6x5 ml) and dried (60 °C, 1 bar).

2.6. pH-sensitive poly(HEMA) beads

2 (1 mg, 1.5 ymol) was dissolved in anhydrous N,N-dimethylformamide (DMF; 0.5 ml) and
dicyclohexylcarbodiimide (DCC; 1.37 mg, 6.6 umol) was added. The solution was stirred at RT for
15 min and N-hydroxysuccinimide (NHS; 1 mg, 8.7 umol) was added. After 45 min, a dispersion of
amino-functionalised poly(HEMA) beads (100 mg) in anhydrous pyridine (1 ml) and a catalytic
amount of 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP) were added. The mixture was stired overnight. The
beads were separated by centrifugation (2450 g), washed with DMF (2x5 ml), CH2Cl2 (2x5 ml),
EtOH (3x5 ml), 10 mM HCI (5x5 ml) and H20 (3x5 ml) and freeze-dried (1 mbar, —=90 °C, 18 h).
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2.7.Preparation of Cr(lll)-doped Al203 (ruby)

Al(NO3)3-9H20 (16.54 g, 44 mmol), Cr(NQOz)z-9H20 (0.36 g, 0.90 mmol) and urea (18 g,
0.3 mol) were dissolved in H20 (100 ml). The mixture was concentrated until a turquoise gel was
obtained. The gel was heated to 500 °C and kept at this temperature for 10 min. After cooling fo
RT, the green solid was ground in a mortar and sintered for 24 h at 1100 °C in air. The pale pink

powder obtained was ground in a ball mill fo yield 1.9 g of fine Cr-doped Al2Os.

2.8.Preparation of the sensor foils

pH-sensitive silica gel beads in D4 hydrogel: A “cocktail” containing silica gel beads
(28 mg). hydrogel D4 (41 mg) and EtOH/H20 9:1 (500 pl) was knife-coated on a dust-free Mylar

support to obtain a sensing layer of about 12.5 um thickness after solvent evaporation.

pH-sensitive cross-linked poly(HEMA) beads in linear poly(HEMA): Linear poly(HEMA)
(MW=150,000 g mol~') was dissolved in EtOH:H20 (9:1 V/V), insoluble residues were separated by
centrifugation and discarded. Cross-linked poly(HEMA) beads (10 mg) were added to the
obtained solution (29 mg polymer in 500 pl) and the "cocktail” was knife-coated on a dust-free

Mylar support to give a sensing layer of about 7 um thickness after solvent evaporation.

3. Results and discussion

Structures and syntheses of the new pH indicators and sensors are shown in Figure 1. They
are based on 1 which, unlike other rhodamines, does not carry a 2'-carboxy group. For
comparison, compound 3 bearing a 2-carboxy group is also investigated. pH-sensitive
rhodamines have been covalently coupled to two different sensor matrices, i.e. silica gel beads
and cross-linked poly(2-hydroxyethylmethacrylate) (poly(HEMA)) beads. Polymer hydrogels like
poly(HEMA) are the most common matrices in pH sensors. Silica gel represents an interesting
alternative material with very different properties. 1 was linked by direct reaction with mercapto-
functionalised silica gel beads, while another route involving 2 was employed for the attachment

to amino-functionalised poly(HEMA) beads.

3.1.Photophysical properties

The photophysical properties of the synthesised rhodamines and commercially available
rhodamine B are displayed in Table 4. The electron-withdrawing highly fluorinated phenyl
substituent causes a bathochromic shift of =30 nm for both acidic and basic form in compounds
1 and 2 in comparison o 3. They are therefore excitable at >70 nm longer wavelength than such
widely used pH indicators as fluorescein or pyrene derivatives. Luminescence brightness is often

expressed as the product of molar absorption coefficient € and fluorescence quantum yield k.
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Both are comparable to the high values known for rhodamines. A somewhat lower ®r was found
for 1, while 2 shows almost equal ®f to 3 and rhodamine B. Note that mercapto-substituted 2
rather represents the rhodamine structures present in the sensors and is therefore more valid for
comparison. Similar ®r around 0.6 were found for the presented sensor materials (Table 5). € are
even higher for 1 and 2 than for 3. Consequently, luminescence brightness of a mercapto-
substituted pentafluorophenyl-rhodamine such as 2 is as high as in the case of rhodamines
carrying a 2'-carboxy group. Note that in Table 4, lower ¢ are accompanied by broader
absorption peaks (higher half-widths at half maximum, HWHM) so that the integral absorptions of

all rhodamines are similar.

Table 4. Photophysical properties of 1-3 and rhodamine B: absorption maximum (Amex abs) and
corresponding molar absorption coefficient (¢); half-width at half maximum in absorption (HWHM);
fluorescence emission maximum (Amax €m); relative fluorescence quantum yield (®f). Values were determined
in aqueous buffer solution, unless otherwise stated. Organic solvents were acidified with CFzCOOH (0.1% V/V)

and made basic with EtsN (0.1% V/V).

Amax abs (€ 1074)/nm (M- cm™1) HWHM/nm Amax €m/nm

Compound acidic/basic acidic/basic acidic @r acidic/basic
1 560(8.82)/584(7.62) 40/57 588 0.40/<0.01
2 561(10.2)/583(8.17) 39/54 591 0.67/0.02
3 533(8.46)/554(8.38) 42/43 562 0.69/<0.01
Rhodamine B@ 543(10.6) 35 565 0.70

@ All values in EfOH, without any acid or base added.

Table 5. Photophysical properties of the sensing materials. The sensor foils were treated with

acidic/basic buffer solution, pH 4/9. Prior fo measuring @r, the foils were acidified with HCI vapour.

Amax exc/nm Amax em/nm

Sensor acidic/basic acidic/basic ®r acidic
Silica gel beads in D4 hydrogel 572/583 598/609 0.65
Cross-linked poly(HEMA) beads in linear poly(HEMA) 576/592 601/612 0.61

3.2.pH-sensitive properties in aqueous solution

Absorption and fluorescence spectra of 2 together with pH calibration curves of 1-3 are
shown in Figure 2. pH sensitivity is caused by a strong decrease in emission intensity due to
photoinduced electron fransfer (PET). The sensitive range is around pH=7 so that all dyes are

potentially useful for fluorescence imaging in physiological samples. Fluorescence is essentially
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turned off as deprotonation of the piperazonium groups occurs. A hypsochromic shift of about
20 nm is observed for the absorption spectra of 1-3 upon protonation (Table 4). This effect is not
related to PET. It can be attributed to the electron-withdrawing effect of the positively charged
piperazonium groups located in proximity of the rhodamine core. Note that fluorescence spectra
are not bathochromically shiffed with increasing pH. This indicates that the highly fluorescent

acidic form is in equilibrium with a non-fluorescent basic one quenched by PET.
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Figure 2. pH-sensitive properties of 1-3 in aqueous buffer solution (ionic strength 100 mM). Absorption
spectra (A) and fluorescence spectra (B) of 2, dye concentration was 2 uM while recording absorption and
0.05 uM while recording fluorescence spectra. Spectra of 1 and 3 are similar and can be found in the
electronic supplementary information. (C) pH calibration curves of 1 (squares), 2 (circles) and 3 (triangles)
based on absorption, observed in the absorption maximum of the basic form. (D) Corresponding curves
based on fluorescence emission, observed in the emission maximum of the acidic form. pHi. is the pH at

which half of the overall pH-dependent signal change is observed.

The sensitive range of 1 and 2 (Figure 2) is found at lower pH than the one of 3, which
illustrates the incomplete decoupling between the piperazinyl groups and the chromophore. The
acidic form of 1 and 2 is more strongly destabilised by the vicinity of the rhodamine core that
carries a strongly electron-withdrawing fluorinated substituent. Absorption calibration shows
response at considerably higher pH than fluorescence calibration. This can be attributed to the
fact that shifts in absorption are related to the deprotonation of both piperazonium groups,
whereas the deprotonation of the first group may already cause highly efficient PET.

Figure 3 emphasises that 1 does not undergo lactonisation under conditions where 3 is
almost completely present in the lactone form. Lactame formation, a very similar process, has

been taken advantage of to introduce pH sensitivity into rhnodamines'sef, In the present system,
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however, preliminary experiments showed that lactonisation causes almost complete
decolouring of PET rhodamine 3 as soon as it is linked to a sensor matrix. Therefore, the sensors
presented in this work rely exclusively on the PET mechanism and employ dyes that do not

undergo lactonisation.
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Figure 3. Lactonisation of 3, visualised by absorption spectra in H2O and basic EtOH (containing EfsN,
0.1% V/V). Due to lactonisation, virtually no absorption is observed in basic EtOH. On the other hand, 1 shows
a shift but no attenuation of absorption in basic EFOH compared to H20. The slight decrease in the absorption

maximum is due to peak broadening, not lactonisation.
3.3.Sensors with covalent dye linkage

Covalent aftachment of pH-sensitive rhodamine to both silica gel and cross-linked
poly(2-hydroxyethylmethacrylate) (poly(HEMA)) beads was successful, yielding pH sensor beads.
For characterisation, the beads were dispersed in polyurethane hydrogel D4® (for the silica gel
beads) or in linear poly(HEMA) (for the cross-linked poly(HEMA) beads) to yield planar opfrodes.
Bright orange fluorescence of the obtained sensors is clearly visible for the acidic form (Figure 4)
and absolute fluorescence quantum yields were found to be rather high (Table 5). Both sensor
types exhibit excellent sensitivity and are most useful for measuring pH 5-7 which fits the pH range
of interest in many biotechnological applications. The sensors respond at lower pH than the
aqueous solutions of 1 and 2. That is most likely due to the less polar environment in the sensor
which destabilises the highly charged acidic form. Forster resonance energy transfer from the
acidic to the basic form may also contribute to this effect, since the dye concentration is
significantly higher in the sensors than in solution. Despite the high charge of the indicator dye,
the sensors show small to moderate cross-sensitivity to ionic strength (Figure 5). That is particularly
frue if the ionic strength (IS) is 2100 mM, which is the case in the majority of biotechnological
applications. For the silica gel sensors, errors are <0.1 pH-units if IS=100-200 MM and <0.2 pH-units if
IS=100-500 mM. They are smaller for the sensor based on poly(HEMA) beads (<0.05 pH-unifs if
IS=100-200 mM and <0.1 pH-unifs if IS=100-500 mM), which is expected since poly(HEMA) is a less
charged matrix than silica gel?c: 24, The response times are fairly fast (190<2 min for the sensor
based on silica gel beads; 190=2-3 min for the sensor based on poly(HEMA)). Reversibility and
repeatability of the sensors are very good, as demonstrated in Figure 7B and Appendix A in the

addifional supporting information.
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Figure 4. (A) pH Calibration curves (ionic strength 100 mM) for the sensor foils based on silica gel
beads in D4® hydrogel and cross-linked poly(HEMA) beads in linear poly(HEMA), both carrying covalently
linked PET rhodamine. pHi2 is the pH at which half of the overall pH-dependent signal change is observed. (B)
Photographic image of the poly(HEMA) sensor foils in acidic (pH 4) and basic (pH 9) buffer.

Detailed calibration curves are shown in Figure 4. The silica gel sensor beads are
applicable over a broad range (pH 3-8). Measuring at pH>8 (which is essentially outside the
sensitive range) is not recommended and leads to irreversible signal decrease. That is probably
caused by hydrolytic cleavage of the Si-O bonds that aftach the indicator to the silica gel
surface. At pH<7.5, no signal decrease was observed over many hours. Notably, pH response is
broader and quenching at basic pH is less effective than in solution or in the poly(HEMA) beads.
This may be related fo stabilisation of the cationic acidic form by the negatively charged silica
gel surface. Other effects may also contribute to the observed phenomenon. In fact, Gao et al.?s
demonstrated that fluorescence of a rhodamine dye bound to a silica gel surface can be
enhanced at increasing pH.

The sensor based on poly(HEMA) beads shows very strong quenching at basic pH and a
sharper response at pH 5-7, thus offering excellent sensitivity in this range. It is highly suitable for

probing biotechnological samples.
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Figure 5. Calibration curves of the sensor based on silica gel beads (A) and on poly(HEMA) beads
(B), measured at different ionic strengths (IS), and corresponding pHi2 values (pH value at which half of the

overall pH-dependent signal change is observed).
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3.4. Photostability

We expected the electron-withdrawing pentafluorophenyl group fo suppress
photooxidation and therefore improve the photostability of the rhodamines 1 and 2, compared
to 3. However, the opposite effect was found for 1-3 in aqueous solution (Figure 6) where 1 and 2
showed measureable photodegradation when illuminated with a high-power 525 nm LED (3 W).
This suggests a non-oxidative mechanism as main photodegradation pathway. Therefore, worse
photostability can be a drawback in the current system based on pentafluorophenylrhodamines,
compared to the “classical” rhodamines carrying 2'-carboxyphenyl substituents. However, the
sensors based on 1 and 2 are sfill very robust under the employed measurement conditions. In
fact, confinuous illumination with a standard 5 mm, 525 nm LED over >5 h caused no changes in
the fluorescence signal. Note that for practical applications, continuous illumination is often not
necessary so that measurement can be carried out for a much longer time before recalibration is
required. Indeed, if long-time application and high light densities are required, the photostability

of the sensors might become an issue.
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Figure 6. Photodegradation profiles (approximated with monoexponential decay) of 1-3 in aqueous
buffer solution (100 mM; pH=7.5) when illuminated with a 525 nm high-power LED (3 W). The solutions (3 ml)
were placed in a glass cuvefte and iradiated in a fixed position with respect to the light source. The
photodegradation profiles were obtained by monitoring the absorption spectra in the absorption maximum

of each dye. Dye concentration was adjusted so that As2s=0.4 for all dyes.

3.5.Dually lifetime referenced pH sensor

For practical applications, an optical sensor based on fluorescence intensity requires
referencing. One possibility is the combination with a luminescent reference material and
interrogation by phase fluorimetry (dual lifetime referencing, DLR)2¢. The observed phase shift is
then a function of the ratio between luminescence intensity of the fluorescent indicator and the

luminescent reference material. Cr(lll)-doped AlOs (ruby) was chosen as a reference material
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because it is spectrally compatible with the sensor particles and the light source (525 nm LED;
Figure 7A) and features good chemical stability and photostability. A typical measurement with

pH-sensitive silica particles as sensitive material is shown in Figure 7B. The referenced sensor shows

excellent response and reversibility.
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Figure 7. Properties of the DLR pH sensor (pH-sensifive silica gel beads:ruby 1:6 w/w in a 10 um thick
D4 hydrogel layer): (A) normalised luminescence excitation (dashed lines) of the rhodamine linked to silica
gel particles and of ruby; luminescence emission (solid lines) of the DLR sensor at two different pH (both
spectra were normalised dividing by the largest intensity count measured at pH 3.9), recorded with a
spectrofluorimeter (Aexc=525 nm). The tfransmission of the excitation filter (500-540 nm) and emission filter (>630
nm) are visualised by striped areas. (B) pH-response curve recorded by phase modulation fluorimetry

(modulation frequency 550 Hz).

4. Conclusion

A new class of pH-sensitive rhodamines has been presented. Their pH-sensitivity originates
from photoinduced electron transfer (PET) from non-protonated amino groups to the excited
chromophore. In respect to synthetic accessibility and performance as pH-indicators, they
represent a promising alternative to the pH-sensitive rhodamines employing lactame-formation
which have been extensively studied'sef, The new dyes are suitable for pH monitoring not only in
the dissolved state, but also as indicators in pH sensors. In contrast to the rhodamine bearing a
2,4-dicarboxyphenyl group (dye 3), the new indicators carry a pentafluorophenyl group which
enables facile and effective grafting via “click” chemistry. Furthermore, the sensitive properties of
the new indicators are not affected by pH-dependent lactonisation, while almost complete
lactonisation in the same environment was detected for 3. Sensors with covalent indicator
linkage have been successfully prepared based on two matrix materials, silica gel and poly(2-
hydroxyethylmethacrylate). Both sensors feature bright fluorescence (®r=0.6) and their sensitive
range perfectly matches the pH range of interest for many biotechnological applications (i.e. pH
5-7). They also show good response times, repeatability and long-term stability. For practical

applications, a dually lifetime referenced sensor has been presented. Cross-sensitivity to ionic
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strength causes small to moderate errors (generally 0-0.1, at most 0.2 pH units), provided that the
ionic strength is 100-500 mM, which is the case in most biotechnological applications. Although
photostability is impaired by the pentafluorophenyl group, it does not compromise the
applicability of the sensors under the tested conditions which can be used for a long time without

a measurable signal decrease.
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Figures

UV/Vis spectra
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Figure ASI 1. Absorption spectra (left) and fluorescence spectra (right) of 1 in aqueous buffer solution
(ionic strength 100mM) at different pH. Dye concenfration was 2uM when recording absorption and 0.05uM

when recording fluorescence spectra.
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Figure ASI 2. Absorption spectra (left) and fluorescence spectra (right) of 3 in aqueous buffer solution
(ionic strength 100mM) at different pH. Dye concentration was 2uM when recording absorption and 0.05uM

when recording fluorescence spectra.
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Sensor response curves
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Figure ASI 3. Reversibility and repeatability of the sensor based on silica gel beads in D4® hydrogel.
Signal drift and irreversible response are only observed at high pH values (>8) which are essentially outside the

sensitive range.
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Figure ASI 4. Reversibility and repeatability of the sensor based on cross-linked poly(HEMA) beads
linear poly(HEMA). They are good over the whole investigated pH range (pH 3-10).

Calibration

The following sigmoidal function was used for sensor calibration:

— Amin—Amax .
" 1+e(PH-PKa)/dx + Amax (Equation 1)

Where [ - fluorescence intensity, Apmax. Amax: PKa and dx are numerical coefficients.
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NMR spectra
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Figure ASI 5. 'TH-NMR spectrum of 1 in CDsOD containing 0.1% HOAc and 0.1% CFsCOOH. Before
addition of HOAc the integral of acetate hydrogen (1.99ppm) was 2.9 (spectrum not shown here). 6§ =
7.65ppm (2H, d, Ar-H(positions 1,8), Jami27s = 9.6 Hz); 6 = 7.46 (2H, dd, Ar-H(2,7), Jameas? = 2.5 Hz); 6 = 7.42 (2H, d,
Ar-H(4,5)); 6 =4.13 (8H, t, ArNCH2, J = 5.2 Hz); 6§ = 3.48 (8H, t, HNCH2); 6 = 1.99 (3H, s, Hocetate).
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Figure ASI 6. "F-NMR spectrum of 1. 6 =-13%ppm (2F, d, J =20 Hz); 6 = -150 (1F, t, J =21 Hz); 6 = -160
(2F, dt, J1 = 6 Hz, J2 =21 Hz).
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Compound 2
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Figure ASI 7. 'H-NMR spectrum of 2 in DO containing 0.1% CFCOOH. 6 = 7.55ppm (2H, d, Ar-
H(positions 1,8), Jarizze = 9.6 Hz); 6 = 7.32 (2H, dd, Ar-H(2,7), Jam2ss7 = 2.3 Hz); 6 = 7.26 (2H, d, Ar-H(4,5)); 6 = 4.06
(8H, T, ArNCH2, J = 4.9 Hz); 6 = 3.48 (8H, t, HNCH2); 6 = 3.32 (2H, t, ArSCH2, J = 6.7 Hz); 6 = 2.76 (2H, f, CH2COOH);
5 =2.06 (4.7H, s, Hacetate).
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Figure ASI 8. "F-NMR spectrum of 2. § =-132ppm (2F, g, J =11 Hz); 6=-139 (2F, g, J =11 Hz).
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Compound 3

Compound 3 could be identified as the pure 4’-carboxy regioisomer (Figure ASI 9). For
comparison, the spectrum of the 5’-carboxy regioisomer (Figure ASI 10), which was also obtained
upon HPLC purification of crude 3, is shown. Resonance at >7.9ppm is can be aftributed to the
protons in the dicarboxyphenyl ring which are in ortho-position to a carboxy group. The 4’-isomer

contains only two such protons, while three can be found for the 5'- isomer.
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Figure ASI 9. 'H-NMR spectrum of 3 (4'-carboxy regioisomer) in D20. & = 8.32ppm (1H, s, Ar- H(position
3')); 6 =8.00 (1H, d, Ar-H(5"), Jamss = 7.5 Hz); 6 = 7.27 (3H, d, Ar-H(6',1,8), Jamiz7s = 9.3 Hz); 6 = 7.06 (2H, d, Ar-
H(2,7)); 6 = 6.97 (2H, s, Ar-H(4,5)); 6 = 3.85 (8H, broad s, ArNCH2); &6 = 3.35 (8H, broad s, HNCH2); 6 = 1.90 (3H, s,
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Figure ASI 10. 'H-NMR spectrum of the 5’-carboxy regioisomer to 3 in D:O. § = 8.20 (1H, dd, Ar-H(4'),
Jamae = 8.1Hz, Jamas = 1.7 Hz); 6 = 7.99 (1H, d, Ar-H(3')); 6 = 7.97 (1H, d, Ar-H(é)); & = 7.35 (2H, dd, Ar-H(1,8),
Jamiazs = 9.4 Hz, Janasy = 1.6 Hz); 6 =7.11 (2H, d, Ar-H(2,7)); 6 =7.08 (2H, d, Ar-H(4,5)); 6 = 3.93 (8H, t, ArNCH2, J =
4.6 Hz); 6 = 3.42 (8H, tHNCH2); 6 = 2.80 (5.3H, s, Hacetate).
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LC-MS measurements:

Compound 1 after HPLC purification
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Figure ASI 11. Chromatogram of 1 after HPLC purification, recorded with an UV/VIS detector set to
250nm (top) and 540nm (bottom), bandwidth 4nm each.
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Figure ASI 12. Total ion current chromatogram of 1 after HPLC purification, recorded with an ESI-
quadruple MS detector.
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Compound 1 (crude)

LC-MS characterisation of crude 1 reveals an interesting side-product which shows a

slightly higher mass than the main product but no absorption typical for rhodamines. This could

be the product of a reduction (formal addition of H- to the chinoid form of the rhodamine) which

results
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Figure ASI 13. Chromatogram of crude 1, recorded with an UV/VIS detector set to 250nm (top) and

540nm (bottom), bandwidth 4nm each.
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Figure ASI 14. Total ion current chromatogram of crude 1, recorded with an ESl-quadruple MS
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Compound 2 after HPLC purification
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Figure ASI 15. Chromatogram of 2 after HPLC purification, recorded with an UV/VIS detector set to
250nm (top) and 540nm (bottom), bandwidth 4nm each. m/z=601 was found over the whole indicated time

(ESI-quadruple MS detector).



Appendix A. Supplementary data -E-

Compound 3 after HPLC purification
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Figure ASI 16. Chromatogram of 3 after HPLC purification, recorded with an UV/VIS detector set to
250nm (top) and 540nm (bottom), bandwidth 4nm each.
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Figure ASI 17. Total ion current chromatogram of 3 after HPLC purification, recorded with an ESI-

quadruple MS detector.
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Compound 3 (crude)

LC-MS characterisation shows that crude 3 is composed of four different rhodamines
which have been formed in an approximate ratio of 1:1:0.3:0.3. The two main components which
are eluted earlier have been isolated and identified by NMR spectroscopy as the 5'-carboxy and
the 4'-carboxy regiocisomers of the target structure. The 4’-isomer (i.e. compound 3) was used for
characterisation. The two components eluted later have higher molecular masses and could be

the result of methylation by methanesulfonic acid upon preparation.
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Figure ASI 18. Chromatogram of crude 3, recorded with an UV/VIS detector set to 250nm (top) and

540nm (bottom), bandwidth 4nm each. The corresponding peak integrals are listed in the peak tables.
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Figure ASI 19. Total ion current chromatogram of crude 3, recorded with an ESl-quadruple MS

detector.

Tables

Gradient used for LC-MS characterization

Table ASI 1. Gradient used for LC-MS characterisation of 1-3.

Time/min Ratio MeOH/% Ratio 0.1% aqueous HOAc/% Flow rate/ml - min-!

0 2 98 0.7
5 2 98 0.7
10 100 0 0.7
12 100 0 0.7

13 2 98 0.7
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Evaluation of novel, high performance opftical sensing
phases based on copper(l)] complexes for oxygen
deftermination using intensity and lifetime

measurements

Abstract

Optical oxygen sensors are commonly based on the luminescent complexes of noble
metals such as Ir(lll), PA(ll), Pt(ll), Re(l) or Ru(ll). These metals are extremely expensive. In confrast
copper is earth abundant and its complexes offer a cheaper alternative for oxygen detection. In
this report we present new optical sensing layers based on Cu(l] complexes that provide
outstanding analytical performance when combined with the determination of luminescence
lifetime by the multifrequency phase modulation method. For the first time we have incorporated
three  Cu(l] complexes  ([Cu(xantphos)(dmp)](PFs), [Cu(xantphos)(pzpy)](PFs),  and
[Cu(xantphos)2](PFs)) into both polystyrene and a nanostructured aluminium oxide-hydroxide
solid support. Cu(xantphos)(dmp)]PFs incorporated into the aluminium metal oxide

nanostructured material shows excellent sensitivity between 0 and 1 kPa pO:2 (Ksv=974+87 bar)
and between 0 and 10 kPa pO: (Ksv=559+15 bar) as well as Ato.os% (33.55+0.37%), which makes
this copper complex a more sensitive alternative to phosphorescent iridium complexes reported
in the literature for ultralow oxygen detection. The films also display full reversibility and long term

stability.

1. Intfroduction

Monitoring oxygen is of great importance in life and environmental sciences and
technologies. The detection of oxygen in gas and liquid phases' has attracted considerable
attenfion over the past two decades. In particular, optical sensors for determining oxygen
concenfrations have gained growing interest in recent years2. These optical sensors have several
advantageous characteristics; they display high sensitivity and accuracy whilst remaining simple
to use and giving fast detection. Further advantages are that non-invasive and non-destructive
measurements can be achieved with simpler sample preparation and instrumentation than
fraditional methods's. In addition, optical sensors can be prepared in several formats (planar,
nanoparticles, paints, fibre-opftic, etc.) and sizes, and they allow remote monitoring as well as

wireless readout!s- 3,
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Optical oxygen sensing devices consist of: 1) an oxygen sensitive luminescent dye; 2) a
solid support in which the dye can be immobilized; 3) an optical transducer, which correlates

optical properties with analytical performances.

Oxygen sensitive luminescent dyes are commonly the complexes of noble metals such as
Ir(l1), Pt(Il), PA(ll), Re(l) or Ru(ll)f 9. 2a. 4 However these complexes are generally very expensive
due to the high cost of platinoid metals, which greatly limits the development of low-cost optical
oxygen sensors. Luminescent Cu(l) complexes are increasingly considered as alternatives to
noble metal complexes, owing to their lower cost, high availability, and environmental friendliness
whilst displaying suitable photophysical properties such as highly emissive metal-to-ligand-
charge-transfer (MLCT) state, long luminescence lifetimes, and large Stokes shifts. However, only a
few oxygen sensors based on Cu(l) complexes have been reported to date and all display much
lower performance than sensors based on platinoid-group metal complexesé. Smith et al. used
crystals of the Cu(l)] complexes [Cu(2,9-diisopropyl-1,10-phenanthroline)2](tetrakis(bis-3,5-
tfrifluoromethylphenylborate), [Cu(POP)(dmp)](tfpb), [Cu(xantphos) (dmp)](tfpb),
[Cu(xantphos) (dipp)](tfpb), and [Cu(xantphos)(dipp)] (pftpb). which resulted in very low sensitivity
(Stern-Volmer constant Ksy of 0.3 bar!, 3.7 bar!, 5.8 bar', 3.5 bar! and 0.2 bar!, respectively)éc
ée, Wang et al. developed an optical sensing layer based on [Cu(POP)phencarz] (BF4)-PS (PS =
polystyrene) with a Ksv = 39 bar1.¢d Wen et al. immobilized a similar complex, [Cu(POP)(Phen-
Np)](BF4), in PS and obtained the same sensitivity (Ksv=40 bar1)¢. Shi et al. used MCM-41, a
mesoporous material, as solid support for [Cu(POP)(PTZ)](BFs) and achieved the best copper
complex-based oxygen sensing fim reported so far in the literature with sensitivity to oxygen
Ksv=50 bar-1.¢0

Herein we investigate three Cu(l) complexes, [Cu(xantphos)(dmp)](PFs) (CP04),
[Cu(xantphos) (pzpy)] (PFs) (CPO5), and [Cu(xantphos)2](PF¢) (CP06) to develop oxygen-sensitive
sensing films with ten times better sensitivity than previously reported copper-based systems.
Importantly, we also demonstrate for the first fime that these emitters based on earth abundant

metals can compete with expensive alternatives such as iridium complexes.

The solid matrix immobilizing the dye influences the sensing performance of the films
because of its permeability to oxygen and its impact on dye aggregation's 4e. An ideal solid
support for high performance must have a high permeability to oxygen and prevent aggregation
in order fo isolate the dye. In addition, it should prevent photodegradation4c and leaching of the
immobilized dyes'd. In this work, we have selected the commonly used polystyrene (PS) and a
nanostructured inorganic (aluminium oxide-hydroxide; AIOOH) solid support because of its

excellent properties for the aforementioned requirements4e. 4d. 4g. 7,

The choice of sensing method also has an impact on the performance of the sensing
films. We have chosen frequency-domain lifetime measurements® as the optical transducer
because these methods are simplerée 8 and cheaperde £ 9 to operate than time-resolved

methods.
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Combining (1) the attractive photophysical properties of Cu(l) complexes (high emissive
metal-to-ligand-charge-transfer (MLCT) state, long luminescence lifetimes, large Stokes shift, and
low cost and low toxicity), (2) the properties provided by a polystyrene or nanostructured solid
support provides (high sensitivity o oxygen and low response fime), and (3) the phase-shift
measurement method (high sensitivity and stability), we have developed one of the best, and
potentially least expensive candidates for ultra-low oxygen-sensitive films. These films show good

luminescence signal intensity, excellent sensitivity, complete reversibility and exceptional stability.

2. Experimental

2.1. Materials

Copper(l) complexes [Cu(xantphos)(dmp)]PFs, named CP04; [Cu(xantphos)(pzpy)]PFe.
naomed CPO5 and [Cu(xantphos)2]PFs, named CP06 (where xantphos = 4,5-
Bis(diphenylphosphino)-9,9-dimethylxanthene, dmp = 2,9-dimethyl-1,10-phenanthroline and pzpy
= 2-(1H-pyrazol-1-yl)pyridine) were obtained following methods described in the literature ¢e69 .
The chemical structure of the Cu(l) complexes used in this work are shown in Figure 1 and the
chemical structure of the Pi(ll), Ir(lll), Ru(ll)] complexes used for comparison of sensing

performance are shown in Figure 2.

— T PFe * " |PFe
QY ~ QY
P N |N P
\CU/ d \Cu/ Q
¢ \PC @/g\b
CP0O4 CPO5
[Cu(xantphos)(dmp)]PF4 [Cu(xantphos)(pzpy)]PFg

[ ] PFg

alelota
B CP0O6

[Cu(xantphos),]PF
Figure 1. Chemical structure of the Cu(l) complexes used in this work.

Polystyrene (PS) was obtained from Scientific Polymers, and AP200/19 metal oxide
support was prepared by lliford Imaging Switzerland following the procedure previously

published4e. 4d. 70,
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Chloroform was obtained from Fluka, which was used as an organic solvent due to its
good properties to dissolve the dyes. Nitrogen and oxygen (all of 99.999% purity) were obtained

from Air Liquide.

z—

AN N
-
N
A
|
|
N
-
O

ETH™-3003

Figure 2. Chemical structure of the Pt(ll), Ru(ll), and Ir(lll) complexes commented in this work.

2.2.Preparation of the oxygen-sensing films

The cocktails were prepared by dissolving CP04, CP0O5 or CP06 into 2 mL of chloroform
(dye concentration of 1.5 mg mL™!). In the case of polystyrene films, 200 mg of the polymer (PS)
were added fo each cocktail. The cocktails were shaken on an IKA-Vibramax-VXR (IKA-
Labortechnik, Staufen, Germany) until the dye was completely dissolved. The oxygen-sensitive
membranes were obtained using a Laurell spin-coater (WS-400B-6NPP/LITE, Laurell Technologies).
For the AP200/19 membranes, 100 uL of the cocktail were injected onto the rotating metal oxide

support fixed onto a spinning device at 300 rpm. For the PS membranes, 300 uL of the cocktail
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were injected onto the rotating glass support fixed onto a spinning device at 700 rpm. All
membranes obtained were translucent, allowing some visible light to pass through them. Three
replicas were prepared for each membrane to evaluate the error. All the experimental results
were expressed as the average of 3 replicas * error (s4/Vn), where s is the standard deviation, t is

the Student’s t, and n is the number of replicas.

2.3.Instruments and methods

The control of oxygen was carried out with a gas-station developed at our laboratories
based on two mass flow controllers (MFC) of Type EL-FLOW® model F-201CV Bronkhorst High-Tech.
Copper and stainless steel tubing was used to connect the MFCs with the self-built flow-through
cell as previously reported4c. This gas station was controlled by a LabView 8.2 program
connected to a Flow Bus interface (Bronkhorst) that completely controls the Bronkhorst mass-flow

controllers via RS-232.

Excitation and emission spectra as well as intensity measurements were acquired on a
Varian Cary-Eclipse luminescence spectrometer (Varian Inc.-Agilent Technologies). Lifetime
measurements were carried out with the multifrequency measurement system developed by our
research group®e 8i, It uses an ultraviolet LED as light source (Ocean Optics, LED-375, Amax = 375
nm, angle of illumination 15°, LED diameter 5 mm, luminous power 25 uW) filtered through an
optical band-pass filter (Thorlabs GmbH, MF390-18, Acentrar = 390 nm). This LED is modulated by a
rectangular-wave signal with 10% duty cycle at appropriate modulation frequency. The
excitation signal is numerically generated with a computer and is provided by the analog output
channel on an AD/DA board (NI PCle-6363/ BNC-2120, National Instfruments, USA) at a sampling
rate of 500 kS/s. This excitation signal is applied to the LED driving circuit in order to modulate the
current in the LED. The voltage in a resistor in series with the LED is used as reference excitation
signal. The emission signal is tfransduced with a photomultiplier tube (PMT) with a bandwidth dc-1
MHz (H10723-20, Hamamatsu Photonics, Japan) equipped with an appropriate optical band-
pass filter, and the PMT output is amplified and filtered with appropriate analog electronics. Both
the excitation signal (the reference) and the emission signal from the sensing fiim are
simultaneously digitized via a digital oscilloscope WaveRunner 604Zi (LeCroy, USA) at 500 kS/s
using signals of 1 s in duration (i.e., a 500 kS data buffer). The bandwidth of the electronic devices
and the sampling rates are large enough for the frequency of the harmonics involved in these
experiments and they are also appropriate for the typical lifetimes of the used complexes (that is,

for lifefimes in the range of tens of microseconds).

All measurements were performed at room temperature (21 °C). The temperature was
continuously monitored using a commercial temperature sensor (Microlite, Fourtec-Fourier

Technologies).
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2.4.Characterization of oxygen sensing films

The luminescence quantum yield, ®, was determined following the procedure previously
described in the literature for similar sensing films# using Ir(2-(2,4-difluorophenyl)pyridine)2(4,7-
diphenyl-1,10-phenanthroline)] (PF6)4d, named N1008, as reference substance (lexcrem= 400/538
nm, ®=0.92 + 0.05)4d,

A standard protocol was used for characterizing the membraness8. To obtain the Stern-
Volmer Plot (SVP), the oxygen partial pressures were calculated from the measured
oxygen/nitrogen flows, assuming a constant environmental pressure of 1 bar. Infensity and

lifetime measurements were made at 14 different oxygen partial pressures between 0 and 1 bar.

Luminescence quenching methods are based on the decrease in luminescence infensity
or lifetime in the presence of the quencher (oxygen), and they are described by the Stern-Volmer

equations.

For complex scenarios the luminophores may exhibit characteristic quenching constants
that are associated with distinct luminophore sites and/or microdomainsg. When two
microdomains are expected, the experimental data can be fitted using a fwo-site model
proposed by Demas and co-workers, and called the Demas model™. The Stern-Volmer constants
are calculated with the next expression:

Iy 7o X1 X2 -
I =7 |T+Kews 005 1+ Ksy, pO;

where | is the luminescence intensity, 7 is the luminescence lifetime, the subindex 0 represents
unquenched conditions, and x; denotes the fractional contribution of the total luminescence
emission from the luminophore located at site type i, which exhibits a discrete Stern-Volmer

quenching constant given by Kgy .

The apparent luminescence lifetimes were determined by phase-resolved luminescence?
using a multifrequency phase-modulation method that uses rectangular-wave signals with a short
duty cycle to modulate the excitation light sourced. Luminescence from a monoexponential
luminophore using an excitation modulated at a frequency (f) presents a luminescence phase-
shift ¢(f) described by:

¢(f) = —arctan(2mfty)

From this equation, the phase-shift based apparent lifetime can be estimated at

frequency f as:

74 (f) = tan(—¢(f)) /2nf
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In this work, the use of short duty-cycle rectangular signals for excitation provides several
harmonics with enough amplitude for allowing the simultaneous measurement of phase shift and
modulation factor at several frequencies. For multifrequency analysis of the luminescent
response, we propose an analog-to-digital conversion and subsequent processing of the
recorded digital signal, which can easily be implemented via software in a conventional

computer or a microcontrollersi,

3. Results and discussion

3.1.Spectroscopic characterization of the sensing films

Six different oxygen-sensing fims based on the immobilization of three Cu(l) oxygen-
sensitive complexes (CP04, CP0O5 and CPQ06) into both an inorganic nanostructured matrix

(AP200/19) and into polystyrene were evaluated.

The luminescent properties of these sensing films are summarized in Table 1 and the
excitation and emission spectra of CP04 in the absence and in the presence of oxygen (100 kPa
pN2 and 100 kPa pOs2, respectively) are shown in Figure 3; additional spectra of CP05 and CP06
are shown in Figure 4 and Figure 5, respectively. When exposed to oxygen, the luminescence of
the sensing films is completely quenched but in the case of CP06 into AP200/19, in which case
the intensity decreased by half (see Figure 5b). This is attributed to its more hydrophobic nature
compared to other dyes, resulting in significant aggregation in the highly polar AP200/19. The
aggregates would prevent the oxygen diffusion and therefore limit the quenching of the
luminescence. CP04 can be excited with a standard 375 nm LED. CP05 and CP0é require shorter
excitation wavelengths incompatible with our set-up. For this reason, only CP04 has been

evaluated using phase shift measurements.

Table 1. Luminescent properties of the complexes; @ is the luminescence quantum yield and To is the

luminescent lifetime in absence of oxygen.

Sensing film Aexc (NM) Aem (NM) o) To (ps)
PS 375 500 0.2%90 26.0
CP0O4
AP200/19 376 518 0.293 22.5
PS 288 500 0.221 —
CPO5
AP200/19 338 500 0.113 —
PS 296 496 — —
CP06

AP200/19 308 550 — —
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When measurable with our experimental set-up, the luminescence quantum yields (@)
and lifetime of excited state (To) of the sensing films are reported in Table 1. The luminescence

quantum yield of CP06 info both PS and AP200/19 could not be determined due to ifs low
absorbance, which is masked by the absorbance of the solid support. Compared to classical
organometallic compounds used in the development of oxygen-sensitive fiims, the quantum

yields are quite low and future efforts should aim at increasing the luminescent quantum yield

and brightness of Cu(l) oxygen-sensitive dyes.

b) CP0O4 in AP200/19

a) CPO4in PS
H —— —Exc.N . - — —Exc. N
00r - Ny o00 /g :
- \ — = —ExC. 0, b \ - — —Exc. O,
800 \ g | \
\ ——Em.N, 800 1 ——Em.N,
700+ \ ——Em.O, A 7001 “ —Em.O,
Y ——LED375nm LED 375 nm
z 600 1 @ 6001 1
= =y
=1 =1
& 50of ] g 500
S k)
o 400 | = 400}
o -3
300+ . 300t
200+ , 200}
100- g 100
9 . . . o=
350 400 450 500 550 600 650 350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm) Wavelength (nm)
Figure 3. Excitation (- - -) and emission (—) spectra of CP04 a) in PS and b) in AP200/19 in the absence

(blue) and presence (red) of oxygen (see Table 1 for the luminescent conditions). The black line is the emission

spectrum of the LED (Apeak = 375 NmM) used to excite the sensing film in the lifetime measurements.
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Figure 4. Excitation (- - -) and emission (—) spectra of CP05 a) in PS and b) in AP200/19 in the

absence (blue) and presence (red) of oxygen (see Table 1 for the luminescent conditions).
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Figure 5. Excitation (- - -) and emission (—) spectra of CP06 a) in PS and b) in AP200/19 in the

absence (blue) and presence (red) of oxygen (see Table 1 for the luminescent conditions).

3.2.Oxygen-sensitive properties

3.2.1.Intensity measurements

The sensing films were characterized by intensity measurements following the procedure
described in the Experimental Section. The variations of the luminescence intensity with the
oxygen concenfration as well as the Stern-Volmer plots are shown in Figure 6 for CP04
immobilized info AP200/19 and PS; in Figure 7 for CPO5 immobilized into AP200/19 and PS; and in
Figure 8 for CP06 immobilized into PS. CP06 immobilized into AP200/19 provided irreproducible
measurements and for this reason this sensing layer has not been characterized by intensity. As
explained above, the ireproducibility is attributed to the low solubility of the complex in polar

solid supports.

The fitting parameters for all five studied sensing films are reported in Table 2. As
anticipated, the use of the nanostructured support AP200/19 increased the oxygen sensitivity, as
shown by the increase of the Stern-Volmer constant values. In particular the incorporation of
CPO04 into AP200/19 increased its sensitivity more than 5 times compared o the same complex in
a PS matrix. Such sensitivity improvement has previously been observed for Pi(ll), Ru(ll), and Ir(lll)
oxygen sensitive dyes#- 4d. 49. 11 and is now demonstrated for the first time with Cu(l) dyes, which

confirms that the improvement is qualitatively due to the nanostructured film.

The most sensitive sensing films are based on CP04 and CPQ5 immobilized into AP200/19
(Ksvi of 545 bar™! and 513 bar™!, respectively). Comparing these results with classical Pt(ll), Ru(ll),
and Ir(lll) sensing films using the same nanosfructured matrix (see Table 3), it is clear that Cu(l)
sensing films are very promising for O2-sensing applications. Indeed, Ir(lll) sensing films show lower
sensitivity (Ksv(N969-AP200/19)=479 bar!, Ks(N1008-AP200/19)=145 bar', Ks(EB146-AP200/19)=170
bar!)" as well as Ru(ll) sensing films (Ksv(ETH™-3003-AP200/19)=71.1 bar')4. Only the P{TFPP
complex shows higher sensitivity in the same condition (Ksv(PtTTFPP-AP200/19)= 2568 bar)'!.

147




IEYTY Copituio 2

1000 |_0kPa pO,

T
0kPa pO,

[100 kPa pO,

o/l

ol

Wl

4

5
PO, (kPc)

6

~F

1000

900
800

o oy
Q 9
S o

5]
o

R. F. I. (arb. units)

300

o/l

g
2

T
0 kPa pO,

b) 1

| | 100 kPa pO,

200 250 300 350 400 450

Time (min)

PO, (kPa)
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CP04-AP200/19 obtained by intensity measurements (see Table 1 for luminescent conditions).
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Table 2. Oxygen senisitivity of sensing films using luminescence intensity measurements and apparent

luminescence lifetimes estimated from phase shift measurements.

Intensity measurements* (I, /1)

Range Parameters CP04-PS CP04-AP200/19 CP05-PS CP05-AP200/19 CP06-PS
0-10 kPa pO: Keyy (bar) 93+ 7 545.0 + 32.30 159.0 + 11.0a 513.0+19.20 257.0+ 16.10
Xy 1.0+£0.0 0.9+0.1 1.0+£0.0 0.88 £0.05 0.93 £0.09
Key, (bar) - 200+ 1.4 - 10.0+0.8 40+1.4
Xz - 0.09 £0.06 - 0.12£0.04 0.07 £0.12
R? 0.9926 £0.0115 0.9966 + 0.0084 0.9914+0.0139 0.9960+0.0115 0.9977 £0.0068
0-100kPapO2 Ky (bar) 162.8 £13.20 349.0+10.70 3149 +12.50 379.9£17.00 233.3£4.90
X1 0.94+£0.01 0.97 £0.01 0.96 £0.02 0.90+£0.01 0.95+£0.04
Ky, (oar) 0.00 +0.00 5.15%0.64 0.00  0.00 8.60 % 4.80 0.03+0.01
Xz 0.06 £0.01 0.03+£0.01 0.04 £0.01 0.10+£0.03 0.05+£0.01
R? 0.9623 +0.0075 0.9999 + 0.0006 0.9332 +0.0205 0.9996 + 0.0008 0.9985 +0.0051
Lifetime measurements* (1, /)
CP04-PS CP04-AP200/19
0-1 kPa pO2 Ksyy (oar) 190+ 1.00 974.0 +87.0°
X1 0.62+0.01 0.63+0.09
Koy, (bar) 20.0+3.0 9.0£50
X, 0.38 +0.02 0.37 £0.08
R? 0.9996 +0.0003 0.9998 + 0.0002
0-10 kPa pO; Koy (bar) 28.0 + 4.00 559.0 + 16.0p
X1 0.76 +0.08 0.68 +£0.09
Koy, (bar) 1.0+2.0 30+7.0
X, 0.24 +0.09 0.31 £0.08
R? 0.9998 + 0.0004 0.9988 + 0.0009
*[Dye concentration] = 1.5 mg mL; the results are the average of 3 replicas J_rs% (n=3,1t=4.303 (2P = 0.05),

s = standard deviation); @ Data fitted with the Stern-Volmer model; ¢ Data fitted with the Demas two-site

model.
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Table 3. Comparison of the sensitivity of the Oz sensing films under study with Pt(ll), Ru(ll), and Ir(lll)
sensing films from the literature. Figure 1 shows the chemical structure of Cu(l) complexes and Figure 2 shows

the chemical structure of the platinoid complexes commented in this Table.

Sensitivity
Complex Support Reference
Ksv (bar) Ato.05 (%)
AP200/19 2568 62.53 1
PS 41.429 - 1
PHTFPP
Silica beads 423b - 4f
Silica beads in silicone  370p - 4f
N-969 AP200/19 4794 20.98 1
N-1008 AP200/19 1459 4.44 1
EB146 AP200/19 170@ 9.43 n
ETH™-3003 AP200/19 71.19 - 4b
AP200/19 559a 33.55
CPO4 This work
PS 28a 1.50
AP200/19 513a -
CP0O5 This work
PS 159¢ -
CP06 PS 25749 - This work

apO2 between 0-10 kPa.
b pO2 between 0-1 kPa.
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Figure 8. a) Time frace curves (variation of the luminescence infensity with the oxygen
concentration) for CP06-PS and b) Stern-Volmer plots in the range 0-10 kPa pO; for CP06-PS (see Table 1 for

luminescent conditions).

3.2.2 Lifetime measurements

The intensity measurements are not sensitive enough to characterize the sensing films in
the range 0-1 kPa pOsa. Therefore we used lifetime measurements for this range of low oxygen
concentrations. Only CP04 films were characterized using lifetime measurements in the frequency
domain (phase-resolved method) because of the impossibility to excite other sensing films with

the 375 nm LED used in our set-up.

For multifrequency analysis, rectangular-wave excitation signals with a 10% duty cycle
and different fundamental frequencies (i.e., 113, 565 and 2825 Hz) were used to set the
modulation frequency for each sensing film. The procedure for the selection of the modulation

frequency can be found in reference.!

This study (see Figure 9 and Figure 10) concludes that the most suitable modulation
frequencies (in the frequency range 100 Hz - 23 kHz) for the measurement range 0-10 kPa pO2 are
5650 Hz for the CP04-PS sensing film (average phase difference of 21.83°) and 14125 Hz for the
CP04-AP200/19 sensing film (average phase difference of 37.28°). Similar modulation frequencies
were obtained for the measurement range 0-1 kPa pOaz. After finding the appropriate modulation
frequency for each sensing film, 10% duty cycle rectangular-wave excitation signals with the
selected modulation frequencies (i.e., with fundamental frequencies of 5650 Hz and 14125 Hz for
CP04-PS and CP04-AP200/19 membranes, respectively) were used to carry out the calibration of
the sensing films. This allowed a higher power of signaling (i.e., better signal-to-noise ratio (SNR) for
the modulated signal), since the first harmonic of the rectangular signal (the fundamental

harmonic) has the greatest amplitude. 8i
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Figure 9. Variation of the a) phase-shift and b) modulation factor! with the modulation frequency at
different oxygen concentrations (0, 0.5, 0.75, 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 and 100 kPa pO-), and c) effect
of the modulation frequency on the average phase difference at several oxygen concentrations (m from 0 to
1 kPa pO2, o from 0 to 10 kPa pOz, @ from 0 to 20 kPa pOz, o from 0 to 100 kPa pO2) of CP04 incorporated into
PS at 21 °C.

! Modulation factors are estimated from the measurements at both channels of the digital oscilloscope (see reference 11b).
The amplitude of the excitation signal is expressed in volts and the emission signal is also expressed in volts after fransduction
in the Photomultiplier Tube (PMT) and preamplification. So, modulation factor is expressed in V/V, even though the values
would be scaled depending on the configuration of the PMT and the preamplification stage. For this reason, the modulation

factor is expressed in arbitrary units.
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Figure 10. Variation of the a) phase-shift and b) modulation factor2 with the modulation frequency
at different oxygen concentrations (0, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 and 100 kPa pO2), and c)

effect of the modulation frequency on the average phase difference at several oxygen concenfrations (m
from O to 1 kPa pO2, O from 0 to 10 kPa pO,, ® from 0 to 20 kPa pO,, © from 0 to 100 kPa pO2) of CP04
incorporated info AP200/19 at 21 °C.

Oxygen-sensitive propertfies of CP04 immobilized into PS as well as infto AP200/19 were
determined following the procedure described in section 2.4. The calibration curves for CP04
incorporated info PS and info AP200/19 when exposed to different oxygen concentrations are

shown in Figure 11 and the results are summarized in Table 2.

As for infensity measurements, the incorporation of the dye into AP200/19 increased the
sensitivity of the film to oxygen. Gratifyingly, intensity and lifetime measurements provided similar
results for high oxygen concenftrations (Ksvi of CP04-AP200/19 by intensity is 545 bar™! and by
lifetime is 559 bar?! for the range 0-10 kPa pO2). A significant advantage is that lifetime

measurements allowed characterization of the sensing films also at very low oxygen

2 Modulation factors are estimated from the measurements at both channels of the digital oscilloscope (see reference 11b).
The amplitude of the excitation signal is expressed in volts and the emission signal is also expressed in volts after transduction
in the Photomultiplier Tube (PMT) and preamplification. So, modulation factor is expressed in V/V, even though the values
would be scaled depending on the configuration of the PMT and the preamplification stage. For this reason, the modulation

factor is expressed in arbitrary units.
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concentrations (range 0-1 kPa pO2) demonstrating the high sensitivity of the fim (Ksv1 of CP04-
AP200/19 is 974 bar™') in these conditions.
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Figure 11. Apparent lifetimes determined from the phase-shift (Te, expressed in microseconds) of a)

CPO04-PS and b) CP04-AP200/19 at 21 °C in the range 0-10 kPa pO3; and Stern-Volmer plot of ¢) CP04-PS and
d) CP04-AP200/19 fitted using the Demas two-site model.

To demonstrate that these new sensing films can also be used for ulfra-low oxygen
detection, the gas station was modified by replacing the pure oxygen with synthetic air (mixture

of oxygen and nitrogen) to achieve a minimum oxygen concentration of 0.05 kPa pOa2. The
phase-based luminescence lifetime variations for different oxygen levels between 0 and 2.1 kPa

pO2 are shown in Figure 12. The results demonstrate that both membranes (CP04-PS and CP0O4-

AP200/19) are suitable for the detection of ultra-low oxygen concentrations.
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Figure 12. Variation of the apparent lifetime between 0 and 2.1 kPa pO; of CP04 incorporated into
a) PS and b) AP200/19 at 21 °C and the parameter A

T0.05°

ATo.0s% Was used fo characterize the sensitivity of the sensing films for concentrations over

0.05 kPa pO:a. This parameter was determined following the equation provided in the literature:!!

To-T0.05
Atg g5, = —— X 100
T

0-T100

where To corresponds fo the luminescence lifetime in the absence of oxygen, Toos is the
luminescence lifetime in the presence of 0.05 kPa oxygen and Tioo is the luminescence lifetime in
the presence of 100 kPa oxygen. CP04-PS has a ATo.os% = 1.50+0.32% while CP04-AP200/19 shows a

much higher AToos%z = 33.55+0.37%. In practice it means that 33.55% of the emission is quenched

at 0.05 kPa pOa2. Therefore, CP04-AP200/19 is the most suitable sensing film for ultra-low detection

of oxygen.

Comparing these results with previous works from our research group using the same

methodology and same set-up (see Table 3)!1, we confidently conclude that CP04-AP200/19 is
more sensitive at ultra-low O2 concentrations than Ir(lll) complexes (i.e. ATo.osz for N969, N1008
and EB146 immobilized in the same solid support and performing the measurements in the same
conditions are 20.98+1.02%, 4.44+0.70% and 9.43%1.41%, respectively). Among the noble metal-
based sensing films, only PITFPP-AP200/19 sensing film (ATo.os% = 62.53+3.66%), which is one of the

most sensitive film at ultra-low O2 concentration reported in the literature, displays better
performance than CP04-AP200/19.

To demonstrate the usefulness of the developed sensing films by infensity and lifetime
measurements, several air samples were analyzed. The oxygen concenfrations measured with
the sensing films were compared with the real O2 concentrations (see Table 4). Because of their
higher sensitivity, films based on AP200/19 are also more accurate with intensity measurements,

while both matrices have similar accuracy for lifetime measurements.
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Table 4. Measurement capability of the developed sensing films using luminescence intensity
measurements and apparent luminescence lifetime measurements determined from the phase shift. The

data are shown in kPa and the relative error (into bracket) in %.

Intensity measurements®

Real p0,, kPa CP04-PS CP04-AP200/19  CP05-PS CPO05- AP200/19 CP06-PS
1.00 0.917 (9.72) 1,023 (2.43) 0.902 (9.92) 1.000 (0.18) 1.020 (2.22)
2.00 1.840 (8.55) 1.997 (0.31) 1.854 (7.73) 1.998 (0.23) 1.998 (0.42)
3.00 2.904 (6.57) 2.973 (0.96) 2.902 (6.66) 3.000 (0.18) 2.995 (0.58)
5.00 5.047 (0.98) 4.984 (0.43) 5.042 (0.87) 5.001 (0.14) 4.987 (0.97)
6.00 6.143 (2.41) 6.008 (0.28) 6.083 (1.41) 5.999 (0.20) 5.993 (0.89)
7.00 7.204 (2.95) 7.040 (0.62) 7.005 (0.14) 7.004 (0.22) 7.003 (0.88)
9.00 9.001 (0.10) 8.996 (0.22) 9.013 (0.18) 9.001 (0.18) 8.990 (0.79)

Lifetime measurementsP

Real p0,, kPa CPO04-PS CP04-AP200/19

0.50 0.479 (3.25) 0.523 (3.64)
0.75 0.744 (1.19) 0.748 (0.92)
1.00 0.999 (1.06) 0.972 (2.83)
3.00 2,999 (0.52) 2.975 (1.34)
5.00 5.001 (0.53) 5.050 (1.55)
6.00 5.970 (0.74) 6.028 (1.80)
7.00 7.009 (0.68) 7.036 (1.48)
9.00 9.093 (1.15) 8.959 (1.51)

a All values correspond fo the average of 50 measurements. Calibration curves obtained for the

luminescence intensity (I, expressed in arb. units) in the range of 0-10 kPa pO2 were used.

b All values correspond to the average of 50 measurements. Calibration curves obtained for the apparent
lifetime determined from the phase-shift (z,,, expressed in microseconds) at a single modulation frequency in

the range of 0-10 kPa pO2 were used.
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3.3.Reversibility, response times, stability and the effect of humidity

The quenching reaction does not consume oxygen and therefore the process is

reversible as demonstrated by results shown in Figure 6.

As the most relevant application for this sensing film is frace oxygen analysis, the response
and recovery times have been calculated between 1 and 5 kPa pO2, which provide more
relevant information than response times to 100% of oxygen and recovery to anoxic condition.
The t9s response times for all of the sensing films are given in Table 5. All of them are shorter than
11 s when changing from 1 to 5 kPa pO2 and shorter than 16 s when changing from 5 to 1 kPa
pOa. The registered response fimes are in fact the response times of the full system, which is the

fime needed by the system to change O2 concenfration from 1 to 5 kPa pO2 and vice versa.

Table 5. Response times (tq5) of the dyes incorporated into PS and AP200/19.

tos Response time (s)

Sensing film* 1-5 kPa 5-1 kPa

CP0O4-PS 10.0£0.5 13.0+£0.4

CP04-AP200/19 33+03 10.4+£0.5

CP0O5-PS 64+03 11.1+04

CP05-AP200/19 58+0.4 10.7+£0.5

CP06-PS 11.0£03 15.6+04

*[Dye concentration] = 1.5 mg mL"'; the results are the average of 3 replicas is% (n=3,1t=4.303 (2P

=0.05), s = standard deviation).

An important concern common to all optical sensors is the degradation of their quantum
efficiency following prolonged sampling and continuous illumination. For this reason, it is very
important to know the photostability of the immobilized dyes. To evaluate the photostability of
the sensing films, they were illuminated with a UV lamp (VL-6.LC, wavelength of 315 nm and 6
Watt power) during 6 h. The photostability study (Figure 13 for CP-04 films and Figure 14 for other
films) was carried out at 21 °C for three oxygen concentrations (0, 2, and 8 kPa). Data were
collected every hour, using intensity measurements. The most stable sensing fim was CP05

immobilized into PS, which suffered the least degradation (12% of the signal after 6 hours).
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Figure 13. Photostability testing of a) CP04-PS and b) CP04-AP200/19 at 21 °C for several oxygen

concenfrations using intensity measurements. The degradation of the membranes was performed using a UV

lamp VL-6.LC from Vilber Lourmat (wavelength of 315 nm and é Watt power). A CN-6 darkroom from Vilber

Lourmat was used to place the UV lamp and sensing films.
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Figure 14. Photostability testing of a) CP05-PS, b) CP05-AP200/19 and c) CP06-PS at 21 °C for several

oxygen concenfrations using intensity measurements.

Finally, the effect of the humidity on the sensing response was also evaluated in order to

demonstrate the real applicability of the developed sensing films. Five sensing films based on

CP04 immobilized into PS and AP200/19 were used to determine the concentration of oxygen
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between 0 and 20 kPa at various levels of relative humidity (0, 10, 20, 40 and 80% RH) (Figure 15).
CP04 immobilized into PS was not affected by RH because of the hydrophobicity of PS. On the
other hand, CP04 immobilized into AP200/19 was affected by RH and the sensitivity of the film o
oxygen decreased as the RH increased. It is due to the high hydrophilicity of the solid support
which had been pointed out several times in the literature4: 7. 12, Thus, CP04 immobilized into
AP200/19 is more useful for gaseous analysis and the relative humidity of the environment has to

be taken into account during the calibration of the sensing film.
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Figure 15. Effect of relative humidity (RH, %) on the apparent lifetime estimated from phase shift (Te,

expressed in microseconds) of a) CP04 incorporated into PS and b) CP04 incorporated info AP200/19 at 21
°C.

4. Conclusions

The luminescent Cu(l)-complexes CP04, CPO5 and CP06 were investigated for the optical
sensing of low and ultra-low oxygen concentrations using intensity and phase-based apparent
lifetime measurements. The organometallic complexes were incorporated into both a classical PS
membrane and a nanostructured, metal oxide matrix. They were characterized under a

confrolled atmosphere.

This is the first fime that Cu(l) complexes have been incorporated info AP200/19. The

spectral properties of these dyes are not affected by the solid support. In addition, the
luminescence lifetime of CP04 is not affected by the solid support (To (AP200/19) = 22.53 us, To (PS)

= 26.00 ps). The most sensitive sensing films are based on CP04 and CP05 immobilized into
AP200/19 (Ksvi of 545 bar! and 513 bar!, respectively, in the range 0-10 kPa pOz2). Interestingly
they show higher sensitivity than classical Ir(lll) sensing films (Ksv (N?69-AP200/19)=479 bar, Ks
(N1008-AP200/19)=145 bar!, Ksv (EB146-AP200/19)=170 bar), but sfill lower than PITFPP complex
(Ksv (PTTFPP-AP200/19)= 2568 bar'). As expected from the definition of Ksv, sensitivity is primarily
better correlated to the lifetime of excited state of the emitting species than to the
photoluminescent quantum yield of the film, which provides a direction of research to further

increase the sensitivity of these promisingly low cost copper-based emitters.
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Furthermore these sensing films are suitable for ultra-low oxygen detection down to 0.05

kPa pOa2. In particular the parameter AToossn (33.55+0.37%) shows that CP04-AP200/19 is more

sensitive at ultra-low Oz concentrations than films based on Ir(lll) complexes (i.e. AToosz for N269,
N1008 and EB146 immobilized into the same solid support and performing the measurements in
the same conditions are 20.98+1.02%, 4.44+0.70% and 9.43+1.41%, respectively) and as much as
the half of the most sensitive sensing films at ultra-low Oz concentration reported in the literature
(ATo.0s% for PITFPP-AP200/19 is 62.53+3.66%). These results make the copper-based sensing film one

of the cheaper alternative published in the literature for uliralow oxygen detection.

Overall, we have clearly demonstrated that copper-based luminescent complexes are a
credible alternative to more expensive emitters for oxygen sensing and deserve particular

attention for the development of low cost Oz sensing films.
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Hg?+- selective sensing film based on the incorporation
of a rhodamine 6G derivative into a novel hydrophilic

water-insoluble copolymer

Abstract

We describe a Hg?*-selective sensing film based on the incorporation of a spirocyclic
phenylthiosemicarbazide rhodamine 6G derivative (called FCI1) info a novel hydrophilic water-
insoluble copolymer synthesized by Reverse Atom Transfer Radical Polymerization. It is
demonstrated that the chemodosimeter preserves ifts sensing ability and displays intense
fluorescence in the presence of mercury (ll) after being immobilized in the novel MMA-co-HEMA
water insoluble linear copolymer containing 29.6% HEMA. This paper describes the synthesis and
characterization of the MMA-co-HEMA copolymer, and the careful opfimization of all the
insfrumental and experimental variables which can affect the sensifivity of the sensing film. It
responds to Hg?* concentrations in water between 0.9 and 12 uM, with a detection limit of 0.3 uM
Hg?* and the response is highly selective to mercury and methylmercury. The applicability of the
sensing film has been demonstrated by analysing two real samples (tap and mineral waters)

obtaining recovery percentages close fo 100% with RSD lower than 5%.

1. Introduction

Mercury is considered as one of the most hazardous pollutants!. It is widely distributed in
air, water and soils through different processes?, and it is present in the environment in several
different forms3. Inorganic mercury can cause a wide range of diseases such as digestive, heart,
kidney and especially neurological disorders3. Therefore, it is important to monitor Hg?* levels in
aquatic ecosystems as a potential source of contamination4. The United States Environmental
Protection Agency (US-EPA) has set the safety level of Hg2t concentration for drinking water as 10
nM (2 ng mL")?2, and the European Union indicates for this ion a value of 5 nM (1 ng mL),

highlighting the necessity of developing sensitive methods for its determination®.

The usual methods for determining Hg?* are atomic absorption spectroscopy?, ICP-MS7,
CE-ICP-MS8, and HPLC-ICP-MS?. Although these methods offer good limits of detection and wide
linear ranges, most of them require the use of sophisticated and high-cost instrumentation and
complicated operations. In addition, they are not suitable for on-line or field monitoring, and they
require long analysis time, time-consuming sample preparation and pre-concentration
procedures. Therefore, in the last few years, special attention has been paid to the use of

electrochemical and optical sensors for selective and sensitive routine monitoring of mercury in
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water and biological samples# 0. The use of optical sensors offers potential advantages over
electrochemical ones such as electrical isolation, reduced noise interference, the possibility of
miniaturization and remote sensing!'. In addition, they are often inexpensive and can be mass-
produced as disposable materials'2. Among other methods, the fluorescence-based sensors

represent a simple but sensitive technique for fast control of Hg?* in many samples!s.

Generally, Hg?* is known to produce fluorescence quenching when it interacts with the
fluorophore, via the spin-orbit coupling effect. As a consequence, the turn-off is the usual
response upon binding in most instances, and the sensors with fluorescence enhancement (turn-
on response) are still rare!. However, turn-on response is preferred due to the ubiquitous nature of

fluorescence quenching, enhanced sensitivity and practical utility 4.

Rhodamine derivatives have received increasing attenfion in the design of turn-on
fluorescence chemosensors for Hg?* ions# 15; they are non-fluorescent and when they interact
with Hg(ll) they provide the ring-opening of the corresponding spirolactam and, therefore, a
strong fluorescence emission. One of these rhodamine 6G derivatives, a spirocyclic
phenylthiosemicarbazide (called FC1), works as a highly selective and sensitive chemodosimeter

for Hg(ll) ion in water# 16, It was selected as an optimal sensitive dye in this work.

The solid support is an important component of an optical sensor'!. Ideally, a matrix must
be permeable to mercury ions, should be structurally stable enough to withstand mechanical
stress, and should increase photostability'. In addition, it has to prevent the leaching and
migration of chemical compounds by insulation of the dyes and has to preclude the aggregation
of the dye. In this paper, a new hydrophilic water-insoluble polymer has been synthesized by
Reverse Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP) in order to immobilize FC1 by physical

enfrapment.

2. Experimental

2.1.Chemicals and reagents

Methyl methacrylate (MMA; Aldrich; 99%) and hydroxyethyl methacrylate (HEMA;
Aldrich; 98%) were passed through a column filled with neutral alumina prior fo use. m-Xylene
(Fluka; 99%), dimethylsulfoxide (DMSO; Panreac; 99.9%), azobisisobutyronitrile (AIBN; Fluka; 98%).
N.N,N',N',N"-pentamethyldiethylenetriamine (PMDETA; Sigma; 99%), CuBr2 (Sigma; 99%). poly(vinyl
chloride) (PVC, high molecular weight, Fluka), DOS (dioctyl sebacate), Nafion® perfluorinated
resin  solution (20 wi% containing 34% water, Aldrich) and potassium tetrakis(4-
chlorophenyl)borate (KTpCIPB, Fluka, 98%) were used as received. KTpCIPB is an alkaline lipophilic

salt, which was incorporated into the membrane for reasons of electroneutrality.
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For the characterization of the sensing films, the following salts were used as received:
CuCl22H20 (Sigma, 99%), Ag2SO4 (Sigma, >99%). ZnCl2 (Panreac, 97%), CoCl26H20 (Fluka, <98%),
Cd(NOa3)2-4H20 (Sigma, <99%) and CH3HgCI (Fluka, <99%).

FC1 was synthesized and confirmed by 'H NMR and 3C NMR following the procedure
described by Bohoyo et al.4, based on a combination of the procedure of Yang et al.'é¢ and
Dujols et al.'?, following the detailed described two steps protocol'é. Briefly, in a first step, to 0.4 g
of rhodamine 6G dissolved in 15 mL ethanol, an excess of hydrazine hydrate (0.5 mL) was added
and then the reaction solution was refluxed until the pink colour disappeared. After that, the
cooled reaction solution was poured into distilled water and extracted with ethyl acetate (6 x 25
mL). The combined extracts were dried with anhydrous sodium sulphate, filtered, and then
evaporated. The solvent yielded 0.48 g (92%) of rhodamine 6G hydrazide'?. In a second step,
rhodamine 6G hydrazide (200 mg, 0.47 mmol) in DMF (1.5 mL) was added to a solution of phenyl
isothiocyanate (0.1 mL, 0.65 mmol) in DMF (1.5 mL). The reaction mixture was stirred for 6 h at
room temperature. After the solvent was evaporated under reduced pressure, the crude product
was column chromatographed on a silica gel (elution with hexane/EtOAc/CH2Clo = 4 : 1 : 1) to
give 166 mg (67%) of FC1.

2.2.Instrumentation and apparatus

'H NMR spectra of the polymers were obtained on a Bruker Avance 400 MHz
spectrometer in CDCls. The molecular weights were characterized by friple detection gel
permeation chromatography (GPC), using a TDA-MAX-305 OmniSEC 4.6, Malvern Instrument. The
fluorescence characterization was done with a Fluorescence spectrometer, Varian Cary Eclipse,

coupled with an optical fibre accessory.

A homemade cell was designed to couple the tip of the optical fibre with the sensing
film. It allows to control the distance between the tip and the polymeric film. The distance was
stated as 1 mm to obtain the best sensing response. Figure 1 shows pictures of the measuring

system and the homemade cell.

A KDS100 syringe pump (KD Scientific, USA) was used for drop coating the polymeric
cocktail. A G560E Vortex-Genie 2 mixer (Scientific Industries, Bohemia, USA) was used to obtain
the polymer solution. Sonication of the solution was achieved by an Ultrasons Selecta ultrasonic
bath (JP Selecta, Abrera, Spain).

A MicropH2000 Crison pHmeter (Crison Instruments, Alella, Spain) was used to adjust the

pH of the employed solutions.
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A)

Figure 1 Photographs of the measurement device. A) home-made cell with a sensing film; B and C)

Picture of the tip of the optical fibre and home-made cell.

2.3.Synthesis of the copolymers

A solution was prepared by dissolving MMA and HEMA in a mixture composed of 15 mL
m-xylene and 15 mL DMSO and added to a 100 mL round-bottom flask which contains a
CuBr2/PMDETA catalyst system. This mixture was stirred for 15 min at room temperature and then
AIBN (0.27 mmol) was added into the flask which was stopped with a septum. Then, the mixture
was deoxygenated bubbling nitrogen for 15 min and the solution was heated with continuous
stiming. Polymerization was carried out at 80 °C for 4 h with sfiring and under nitrogen
atmosphere. Four copolymers with different feed molar ratios of monomers (MMA-HEMA) were
synthesized. The feed molar ratios of MMA : HEMA used were: 90 : 10, 80 : 20, 70 : 30 and 40 : 40.

After polymerization, the polymer solution was diluted in an excess of acetone and the
polymer was recovered by precipitation in distilled water at pH = 6.6. The polymer was purified by
repeated precipitation (3 times) from acetone into distilled water at pH = 6.6. Then the polymer
was dried in a vacuum at 75 °C to a constant weight. Table 1 summarises the weight and the

yield for each polymer.



Hg?+- selective sensing film based on a rhodamine 6G derivative 175

Table 1. Final molar percentage of MMA and HEMA in the final copolymers calculated by 'H-NMR,
yield obtained after synthesis, average molecular weight (Mw), number average molecular weight (Mn),

polydispersity (Mw/Mn) and refractive index increment (dn/dc) of the synthesized copolymers

MMA HEMA Yield dn/dc
Name Composition Mw (Da) Mn(Da) Mw/Mn
(mol%) (mol%) (wi%) (mLg™)
P10 (MMA)11-co-(HEMA)2 84.6 154 26.6 92260 52780 2.06 0.0279
P20  (MMA)is-co-(HEMA)s 76.3 23.7 62.4 149430 54075 3.00 0.0299
P30  (MMA)i2-co-(HEMA)s 70.4 29.6 72.1 352610 132777 2.79 0.0320
P40  (MMA)s-co-(HEMA); 53.5 46.5 59.1 160292 62375 2.58 0.0365

2.4.Fabrication and characterization of the Hg(ll)-sensing films

The opfimum membrane solution was prepared by mixing thoroughly in a closed vial
266.7 mg of the polymer, 243 pL of glycerol, 2.5 mg of FC1 and 5 mg of KTpCIPB in a mixture of
solvents (8 mL acetone and 2 mL of methanol). The obtained mixture was stired continuously with
a mixer until its complete dissolution. A volume of 10 uL of the resulting solution was drop coated
on an acetate sheet at 0.2 mL min~! and room temperature. After the complete solvent
evaporation, tfransparent, colour-less, thin and homogeneous sensing films were obtained. Three
membrane replicates were made for each experimental point. Figure 2 shows a picture of the

prepared sensing films.

Figure 2. Photograph of the sensing films prepared by drop coating.

The luminescence measurements of the sensing films were carried out af Aexcrem = 540/562
nm, which correspond with the maxima excitation and emission wavelengths (see Table 2 for the
optimum instrumental and experimental variables). The sensing response (Ix-lo) was considered as
the difference between Ix, which corresponds with the luminescence intensity of the membrane
in the presence of Hg(ll), and lo, which is the luminescence intensity of the membrane in the
absence of mercury ion. The blank solution contained the same chemical composition as the
standard solution but without Hg?*. All the experiments were carried out in triplicate for error

issues.
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Table 2. Overview of the optimal membrane composition and instrumental and measurement

condifions.
Instrumental conditions Membrane composition Measurement conditions
A exc 540 nm Polymer 26.67 mg mL™" P30 pH 7.0
Aem 562 nm Plasticizer 24.33 uL mL~' glycerol Buffer Phosphate
Slitsexc/em 5/5 nm FC1 0.25mg mL™! 20 mM
Voltage 500 V KTpCIPB 0.50 mg mL™!

Solvent 8 : 2 acetone-methanol

2.5.Solution and samples preparation

Aqueous solutions were prepared using doubly distilled water obtained from a Milli-Q Plus
185 ultrapure water system (Millipore, Billerica, USA). Stock Hg(ll) solutions were done with doubly
distilled water. Stock and working standard solutions of mercury ions were stored in amber glass
bofttles at 4 °C.

One drinking (fap) water sample and one mineral water sample were used for
demonstrating the applicability of the sensing film. After analysing the samples, it was observed
that Hg(ll) ion was not detected, so they were spiked at several concentration levels (see Table
3).

Table 3. Analysis of Hg2* in water samples.

Hg?* added Hg?* detected Recovery
Sample
(M) (UM) percentage (%)
1 0.99 £0.04 99.0
Tap water 3 3.04 £ 0.09 101.3
7 6.83 £0.09 97.6
1 0.87 £0.07 87.0
3 2.81 £0.07 96.7
Mineral water
7 7.52£0.07 107.4
12 12.10 £0.07 100.8

The tap water sample was previously treated to eliminate chlorine because it interferes in
the determination of Hg(ll). To eliminate chlorine the water samples were heated at 85 °C for 5
min and then were kept in an open flask for two-days. After that, water samples were prepared

by adding up to 20 mM phosphate buffer solution at pH 7.00.
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The mineral water samples were prepared by adding to the water sample up to 20 mM

phosphate buffer solution at pH 7.00.

3. Results and discussion

A spirocyclic rhodamine 6G phenyl-thiosemicarbazide derivative (FC1) has been
selected as a fluorescent chemodosimeter for Hg?* determination, utilizing the well-known
spirolactam (non-fluorescent) to ring opened amine (fluorescent) equilibrium of rhodamine
derivatives as the recognition mechanism' 4. FC1 would undergo oxadiazole formation when the
phenylthiosemicarbazide moiety is liberated by the presence of Hg?*,20 facilitating ring opening

of the spirocycle group, followed by a removal of HgS (see Figure 3).

3.1.Selection of the polymeric support

PVC plasticised with DOS (PVC-DOS) was the first polymeric support evaluated to
immobilise FC1 because it has been widely used in the immobilization of rhodamine derivatives?!.
Thus several membranes based on PVC-DOS containing FC1 and KTpCIPB were prepared in THF-
methanol (90 : 10 v/v) and evaluated. When the PVC-DOS sensing film was immersed in water,
FC1 was lixiviated from the polymeric liquid membrane to the aqueous phase. It could be due to
the highly hydrophilic character of FC11. 4 1éa, |t is possible to conclude that a more hydrophilic

polymer has fo be used.

Nafion was secondly selected to immobilize FC1 because it is more hydrophilic than PVC.
Several membranes based on Nafion containing FC1 and KTpCIPB were prepared in methanol
and evaluated. The obtained membranes showed strong luminescence even in the absence of
Hg?*. It was attributed to the strong acid pH of Nafion. The luminescence emission of FC1 in
solution at pH higher than 5.0 is almost negligible, but the luminescence intensity increases greatly
with decreasing pH values. Thus, FC1 must be immobilised into a polymeric membrane which
provides a microenvironmental pH higher than 5.0. Nafion provides an acid microenvironmental

pH, thus it was also discharged.

It is possible to conclude that the polymer to immobilise FC1 should: (1) be water-
insoluble but permeable to water; (2) be more hydrophilic than PVC and (3) provide a
microenvironmental pH higher than 5.0. Because there are not many hydrophilic water insoluble
polymers which can be chemically compatible with FC1 we decided to synthesize hydrophilic

water-insoluble polymers.
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Figure 3. (A) Hg?-promoted cyclization of thiosemicarbazide to 1,3,4-oxadiazole'¢c. (B) Scheme of

the recognition mechanism.

Medina-Castillo et al.?22 developed luminescent, water-insoluble, linear copolymers by
Reverse Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP) using MMA and HEMA as principal
frameworks of the copolymers and fluorescein o-acrylate (FOA) as a pH-sensitive monomer.
Following the same procedure but in the absence of FOA, we synthesized four MMA-co-HEMA
copolymers. This methodology allows the modulation of the polarity of the polymeric support to
avoid the leaching of FCI. In addition, they are water insoluble and they provide a

microenvironmental pH higher than 5.0; meeting all the required properties to immobilize FC1.

These copolymers were characterized by 'H NMR and friple detection gel permeation
chromatography (GPC). TH NMR allows the determination of the averaged numbers of HEMA
units in each copolymer by using the values of the integrals corresponding to the CH>—CH: of the
HEMA signal and to the CHs of the MMA signal (see Figure 4). In addition, the molecular weights:
average molecular weight (Mw), number average molecular weight (Mn) and polydispersity
(Mw/Mn) were analyzed by GPC. The chromatographic conditions were: N-methyl-2-pyrrolidone
(NMP) as a solvent, a flow rate of 0.75 mL min-!, an injection volume of 100 L, a column/detector
temperature of 60 °C and 2x ViscoGel T6000M columns. The samples were prepared by adding
about 80 mg of the material into a 20 mL glass vial with accurately weighing. 10 mL of NMP was

added using a clean glass pipette. The vial was capped with a Teflon coated cap and the
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samples were left to dissolve overnight at room temperature whilst shaking gently. The samples
were then filtered through a 0.45 um nylon filter. The detector alignment and instrument sensitivity
parameters were previously determined using a narrow polystyrene standard. The samples were
analyzed by friplicate. The final molar percentage of HEMA monomers in the synthesized

copolymers and the values of molecular weights are shown in Table 1.
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Figure 4. 'H-NMR spectra of the synthetized polymers.

Several membranes based on these polymers containing 0.25 mg mL™" FC1 and 0.5 mg
mL-" KTpCIPB were prepared in acetone-methanol (80 : 20 v/v) and evaluated. P10 provided
polymeric liquid membranes with poor mechanical properties and, in addition, FC1 was
precipitated intfo the polymeric membranes, thus P10 was discarded. P20, P30 and P40 provided
membranes with good mechanical properties and the precipitation of FC1 was not observed in
any of them. In addition, when they were immersed in water solutions, FC1 was not lixiviated and
the prepared sensing films did not show luminescence emission. Thus, it is possible to conclude
that HEMA-co-MMA polymers with an amount of HEMA higher than 23.7 mol% have the
appropriate hydrophilicity and microenvironmental pH for the immobilisation of FC1. To select the
best polymer they were immersed in 10 uM Hg?* water solution and the sensing responses Ix—lo
were recorded, where Ix is the luminescence intensity in the presence of Hg?* and lo is the
luminescence intensity in the absence of Hg?, i.e. the blank signal. Figure 5 shows the

experimental results, thus P30 (29.6 mol% HEMA) was selected as the optimum polymeric support.
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Figure 5. Effect of the percentage of HEMA in the composition of the polymer over the sensing

response. See Table 2 for the optima instrumental and measurement conditions.

3.2. Optimization of the sensing film

To obtain the best sensing films for determining and quantifying Hg(ll) in water, the
concentration of polymer, the effect of plasticizer, the concentration of FC1 and the

concenfration of lipophilic salt were evaluated.

The effect of the amount of polymer used in the preparation of the sensing film was
evaluated from 17 to 67 mg mL-'. The experimental results are shown in Figure 6. 26.7 mg mL"!

polymer was selected for the rest of the experimental work.
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Figure é. Effect of the concentration of polymer P30 over the sensing response. See Table 2 for the

optima instrumental and measurement conditions.

Several plasticizers (ethylene glycol, octan-1-ol, butan-1-ol and glycerol) were evaluated.
Glycerol provides the best sensing response. Thus, the effect of the amount of glycerol was also
evaluated (see Figure 7). The maximum amount of glycerol which provides fransparent
membranes (50 wi% with respect to the amount of polymer) was selected for the rest of the

experimental work.



Hg?*- selective sensing film based on a rhodamine 6G derivative | I

750

600 -

450 -

300 -

I-lg (Q.U.)

150 -

0 T T T T
0 10 20 30 40 50 60

[Glycerol] (% w.w.)

Figure 7. Effect of the concentration of glycerol over the sensing response. See Table 2 for the

optima instrumental and measurement conditions.

The effect of FC1 was evaluated by varying the amount of the chemodosimeter in the
polymeric film. It can be concluded that the increase of the amount of FC1 provides an increase
in the fluorescence of the sensing film up fo 0.25 mg mL-". Higher concentration of FC1 provides a
decrease in the fluorescence of the sensing film (see Figure 8). Thus, 0.25 mg mL™! was set as
optimum.
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Figure 8. Effect of the concentration of FC1 over the sensing response. See Table 2 for the optfima

instrumental and measurement conditions.
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Figure 9. Effect of the concentration of KTpCIPB over the sensing response. See Table 2 for the

optfima instrumental and measurement conditions.

Finally, the concentration of KTpCIPB was also evaluated (see Figure 9). The optimum

concenfration of KTpCIPB was set as 0.5 mg mL™" as a compromise between sensitivity,
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fransparency and mechanical properties; membranes containing KTpCIPB concentration lower
than 0.5 mg mL-! were opaque (precipitation of any of the component of the cocktail) and had

poor mechanical stability. Table 2 summarizes the optimal composition of the sensing film.

3.3. Optimization of the measurement conditions

To obtain the best measurement conditions for determining and quantifying Hg(ll) in

water, the effect of pH, kind of buffer and ionic strength of the media were evaluated.

The optimum membrane was used for detecting 5 yM Hg?* in water at several pHs (4, 5,
7, 10 and 12) and the results were similar to those obtained in solution4. FC1 responds to Hg?* in
the pH range from 5.0 to 12.0, while the fluorescence of free FC1 is almost negligible. When the
pH is lower than 5.0, the fluorescence enhancement also occurs in the presence of Hg?*, but the
fluorescence intensity of free FC1 increases greatly with decreasing pH values. The experiment
shows that FC1 allows the quantification of the concentration of Hg?* in a wide pH range from pH

5.0 to pH 12.0. A value of pH of 7.0 was selected as optimum for the further experiments.

In order to establish the best buffer solution to measure Hg?*, 20 mM HEPES, phosphate
and phthalate buffer solutions at pH 7.0 were studied (see Figure 10). The highest sensing
response was obtained for phthalate buffer solution but it takes off the polymeric membrane

from the inert support. Thus, phosphate was selected as buffer solutfion.

500
400 -

300

l-lg (Q.U.)

200 -

100

HEPES Phosphate Phthalate

Figure 10. Effect of the kind of buffer solution over the sensing response. See Table 2 for the optfima

instrumental and measurement conditions.

In order to evaluate the effect of the ionic strength, several concentrations (from 0 to 100
mM) of phosphate buffer solution were evaluated (see Figure 11). An increase in the
concenfration of the buffer solutions provides an increase in the sensing response up to 20 mM,
and it is constant for higher concentrations. Thus 20 mM phosphate at pH 7.0 buffer solution was

selected for the rest of the experimental work.



Hg?*- selective sensing film based on a rhodamine 6G derivative |

400

300

200

Il (a.u.)

100 -

O T T T T
0 20 40 60 80 100

[Phosphate] (mM)

Figure 11. Effect of the concentration of phosphate buffer solution at pH 7.0 over the sensing

response. See Table 2 for the optima instrumental and measurement conditions.

Table 2 summarizes the optimal conditions for measuring Hg?* in water samples.

3.4. Optical properties and analytical features

Figure 12 shows the emission spectra of the optimum sensing film in the optimal
measurement condifions in the presence and in the absence of mercury(ll). Table 2 summarizes

the optimal instrumental conditions for detecting and quantifying Hg?* in water samples.
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Figure 12. Emission spectra of the sensing film in the presence (—) and in the absence (--) of 1 uM

Hg?. See Table 2 for the optimal conditions.

The luminescence intensity of the sensing films at different concentrations of mercury(ll)
(see Figure 13) indicated a linear concentration range from 0.87 to 12 uM. A linear fit (sensing
response = 41.712[Hg?*] + 9.319; r2 = 0.9934) was obtained successfully with the experimental
data, in which graphical or mathematical interpolation could be carried out inside the linear
range to determine the Hg(ll) concentration. Other characteristic parameters may be
summarized as follows: the detection limif, calculated as the concentration of Hg(ll) which

produced an analyfical signal three times the standard deviation of the blank signal (IUPAC
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criterion), was 0.26 uM, the quantification limit was 0.87 uM and the blank relative standard

deviation for three replicate measurements was 6.6%.
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Figure 13. Calibration curve See Table 2 for the opfima instrumental and measurement conditions.

3.5.Study of interferences

The selective behaviour is clearly one of the most important parameters of a membrane
sensor. Six metal ions (Cu?t, Zn%+, Ag*, Pb?*, Co2* and Cd?*) and one cation containing mercury(ll)
(monomethylmercury(ll); MeHg*) were selected as interfering ions in order to check the selectivity
of the membrane sensor. Figure 14 shows the results of this study. It presents that Cu?t, Zn?+, Pb2+,
Co%z* and Cd?* ions provoked negligible signals whereas Ag* ion provided a detectable
luminescence signal with regard to the Hg(ll) ion signal. Therefore, it can be concluded that
silver(l) ion produced a small positive interference in the determination of Hg(ll) ion. On the other

hand, MeHg* provoked a similar signal to that of Hg?*.
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Figure 14. Interference study. [ions] = 100 uM. See Table 2 for the optimal conditions.
With respect to other molecular probes, we need to point out that, although the number
of examples of molecular probes reported for Hg?* detection in solution is high, there are only a

few examples of probes immobilized in solid supports that concern Hg?* detection. In a recent

paper, double hydrophilic block co-polymers bearing rhodamine B-based Hg?* reactive moieties
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were reported, which can serve as multifunctional chemosensors to pH, temperature and Hg?*
ions. The block was composed of poly(ethylene oxide)-b-poly(N-isopropylacrylamide-co-RhBHA).
It was found that the detection capability was improved by elevated temperature (40 °C), and a
LOD of 1.6 ng mL™! was reported, although the chemosensor was not applied to real samples2. In
a second report, novel fluorescent silica nanoparticles, formed by quantum dot SiO2-rhodamine
nanoparticles, with high selectivity towards Hg?*, were synthesized, and a LOD of 0.52 hg mL™!
was reported, and applied to water samples?4. In both cases, the reported LODs are lower than
the one obtained in this work. To use the developed chemosensor for Hg?* determination in

drinking water a pre-concentration step is necessary.

3.6. Application of the sensing film

To test the predictive ability of our sensing film, two real water samples were evaluated:
one sample of tap drinking water from the city of Granada (Andalusia, Spain) and one mineral
water sample commercialised in Spain. Because both samples did not contain Hg?*, they were

spiked at several Hg(ll) concentration levels (see Table 3).

The samples were prepared by following the sample preparation procedure. The sensing
films were exposed to the sample and luminescence was measured at the optimal conditions
(see Table 2). The results are set out in Table 3. In all cases the detection and quantification rates
of the optical sensor were highly satisfactory, showing recovery percentages between 107 and

96% with relative standard deviations lower than 5%.

4. Conclusions

This paper describes an Hg?*-selective sensing film based on the incorporation of a
spirocyclic phenylthiosemicarbazide rhodamine derivative (called FC1) into a novel hydrophilic

water-insoluble copolymer synthesized by Reverse Atom Transfer Radical Polymerization.

It was demonstrated that there are not commercially available polymers for an
appropriate immobilisation of this chemodosimeter. Thus, novel HEMA-co-MMA polymers had to
be synthesised. It was concluded that an increase in the hydrophilicity of the polymer provides an
increase in the sensitivity, determining that copolymers with an amount of HEMA higher than 23.7
mol% provided membranes with good mechanical properties, appropriate hydrophilicity and a

good microenvironmental pH for the immobilisation of FC1.

The experimental results demonstrate that FC1 preserves its sensing ability, displaying
intense fluorescence in the presence of mercury(ll) after being immobilized in P30. It responds to
Hg?* concentrations in water at pH 7 (20 mM phosphate buffer) between 0.9 and 12 uM, with a
detection limit of 0.3 uM Hg?*. Further investigation should be developed in order to improve the

sensitivity; as a proposal, the use of nanotechnology could help to improve it.
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The high selectivity of the sensing film has also been shown as only Ag* ion provided a
detectable luminescence signal and MeHg* provoked a similar signal to that of Hg?*. Therefore,
the proposed sensing film could be used for the development of screening tests for detecting

Hg?* and MeHg* in water samples.

The applicability of the sensing film has been demonstrated by analysing two real

samples (tap and mineral waters) with satisfactory results.
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A sensing microfibre mat produced by electrospinning
for the turn-on luminescence determination of Hg?* in

water samples

Abstract

A novel turn-on fluorescent microfibre mat with high selectivity towards Hg?* has been
prepared for determining and quantifying Hg?* in water samples. It is based on the use of
elecfrospinning for encapsulating a spirocyclic Rhodamine 6G phenyil-thiosemicarbazide
derivative (called FCI) info polymeric microfibres and the well-known spirolactam (non
fluorescent) to ring opened amine (fluorescent) equilibrium of Rhodamine derivatives as
recognition mechanism. The fluorescence intensity was proportional to Hg?* concentration in a

linear range from 0.4 to 4.0 uM with a detection limit (S/N =3) of 0.1 uM.

Keywords: Optical sensor, Hg?+, Water analysis, Electrospinning, Rhodamine derivative.

1. Introduction

Mercury is considered as one of the most hazardous pollutants!. It is widely distributed in
air, water and soils through different processes?, and it is present in the environment in several
different forms3. Inorganic mercury can cause a wide range of diseases such as digestive, heart,
kidney and especially neurological disorders3. Therefore, it is important to monitor Hg?* levels in

aquatic ecosystems as a potential source of contamination4.

Recently, the usual methods for determining Hg?* and the necessity fo develop chemical
sensors for determining and quantifying Hg?* in water samples have been pointed out by our
research group®. The use of optical sensors offers potential advantages over electrochemical
ones such as, electrical isolation, reduced noise interference, the possibility of miniaturisation and
remote sensing®. In addition, they are often inexpensive and can be mass-produced as
disposable materials’. Among other methods, the fluorescence-based sensors represent a simple
but sensitive technique for fast controlling Hg?* in many samples® 8 and turn-on responses are
preferred due to the ubiquitous nature of fluorescence quenching, enhanced sensitivity and

practical utility?.

Although the number of examples of molecular probes reported for Hg?* in solution is
high, there are only few examples of probes immobilised in solid supports that concern Hg?
detection. Hu et al.l® proposed a double hydrophilic block co-polymer, composed of

poly(ethylene oxide)-b-poly(N-isopropylacrylamide-co-RhBHA) bearing Rhodamine B-based Hg?*
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reactive moieties, as multifunctional chemosensors to pH, temperature and Hg?+ ions. This optical
sensor showed a detection limit of 1.6 ng mL™! but the running temperature is high (40 °C),
obstructing its easy applicability fo real samples. Liu et al.!' proposed novel fluorescent silica
nanoparticles, formed by quantum dot SiO2-Rhodamine nanoparticles, with high selectivity
towards Hg?* and with a detection limit of 0.52 ng mL=! which is excellent for analysing Hg?* in

drinking water, but it is a complex and expensive system from an industrial point of view.

To solve these inconveniences, Orriach-Ferndndez et al.5 proposed the use of a
spirocyclic phenilthiosemicarbazide Rhodamine 6G derivative (called FC1) immobilised into
poly(2-hydroxyethyl methacrylate-co-methyl methacrylate), providing a highly selective
chemosensor for Hg?* ion in water. It works at room temperature and the production is simple and
cheaper, but its sensitivity is not so good (LOD of 0.3 uM). In this report the authors proposed the
use of pre-concentration steps, which are time-consuming, or the use of nanofechnology for

improving it.

Electrospinning is a highly versafile method fo process solutions or melts, mainly of
polymers, info continuous fibres with diameters ranging from few nanometers to few micrometers.
Electrospinning fundamentals are reviewed in several extensive articles'2 and books's. The
resulting fibres are characterised by their large surface areas and they are being successfully
incorporated in multitude of different areas' such as: sensors's, filters and selective removal,
fissue engineering, batteries, smart textiles, catalysis, self-cleaning, composites, cosmetics and
pharmaceuticals, but always in applications where high value products are needed. The effort
for commercialising fibre based products is supported by many companies which have come out

with different strategies for the up-scaling of the electrospinning technique!s.

In this work, we proposed the encapsulation of the FC1 chemodosimeter intfo microfibre
nonwoven mats produced by electrospinning in order to improve its sensitivity, allowing the
development of an optical sensing mat that meets the discharge limit for industrial wastewater
according to the U.S. EPA standard'¢ and the China SA standard!’.

2. Materials and methods

2.1.Chemicals and reagents

Polymeric hydrophilic blends Polym-B1, Polym-B2 and Polym-B3 with average molecular
weights higher than 400 kDa and with different % of hydroxyl monomers in the polymeric chains:
Polym-B1 < Polym-B2 < Polym-B3 (nanoMyP®, Granada, Spain, www.nanomyp.com; 99%), DMF
(Panreac, Barcelona, Spain; HPLC-grade), glycerol (Scharlau, Barcelona, Spain; 86-88%), and
potassium tfefrakis(4-chlorophenyl)borate (KTpCIPB, Fluka, Madrid, Spain; 98%) were used as
received. KTpCIPB is an alkaline lipophilic salt, which was incorporated info the membrane for

reasons of electroneutrality.
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For the characterisation of the sensing films, the following salts were used as received:
HgCl2 (Sigma, Madrid, Spain; >99.5%), Ag2SO4 (Sigma, Madrid, Spain; >99%), Pb(NOs)2 (Panreac,
Barcelona, Spain; 97%), Cd(NOs)2-4H20 (Sigma, Madrid, Spain; <99%) and CHsHgCI (Fluka,
Madrid, Spain; <99%).

FC1 was synthesised following the procedure described by Bohoyo et al.4, based in a
combination of the procedure of Yang et al.’® and Dujols et al.'?, following the detailed
described two steps protocol> 2. Briefly, in a first step, to 0.4 g of Rhodamine 6G dissolved in
15 mL of ethanol, an excess of hydrazine hydrate (0.5 mL) was added and then the reaction
solution was refluxed until the pink colour disappeared. After that, the cooled reaction solution
was poured into distiled water and extracted with ethyl acetate (6 x 25 mL). The combined
extracts were dried with anhydrous sodium sulphate, filtered, and then evaporated. The solvent
yielded 0.48 g (92%) of Rhodamine 6G hydrazide. In a second step, the Rhodamine 6G hydrazide
(200 mg, 0.47 mmol) in DMF (1.5 mL) was added to a solution of phenyl isothiocyanate (0.1 mL,
0.65 mmol) in DMF (1.5 mL). The reaction mixture was stirred for 6 h at room temperature. After the
solvent was evaporated under reduced pressure, the crude product was column
chromatographed on silica gel (elution with hexane/EtOAc/CH2Cl2 = 4:1:1) to give 166 mg (67%)
of FCI.

2.2.Instrumentation and apparatus

The fluorescence characterisation was developed with a Fluorescence spectrometer
Varian Cary Eclipse (Agilent Technologies Inc., Loveland, CO, USA) coupled with an optical fibre

accessory and a fibre optic probe (Agilent Technologies Inc., Loveland, CO, USA).

A homemade cell was designed to couple the tip of the optical fibre with the sensing
film. It is equipped with a support with a metrical screw to regulate the distance between the
solid phase and the optical fibre which fransports and collects the light from the spectrometer to
the sample and vice versa. The optimal distance between optical fibre and the sensing mat was
1 mm. Figure 1 shows pictures of the measuring system and the homemade cell. The fibre optical
probe consists on a perpendicular end. It is well-known that it is not the best optical architecture
to be used in fluorescence?! but this is just a preliminary set-up to analyse the sensing nanofibre
mat. Therefore, its analytical figures of merit could be improved by optimising the opfical

architecture of the sensor.

Commercial electrospinning equipment, Electrospinner 2.2.D-500 (Yflow S.L., Malaga,

Spain), was employed to fabricate the nonwoven mats.

MicropH2000 Crison pHmeter (Crison Instruments, Alella, Spain) was used to adjust the pH

of the employed solutions.
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membrane

Figure 1. Photographs of the measurement device. A) home-made cell with a sensing fiim; B and C)

Picture of the tip of the optical fibre and home-made cell.

2.3.Fabrication and characterisation of Hg(ll)-sensitive microfibre

mats

Table 1 shows the cocktail solutions used for producing the Hg?*-sensitive fibre mats. They
were loaded into 5 ml Teflon syringes (Norm-Ject® HSW) and extruded through a stainless steel
capillary tube with outer and inner diameters of 1.5 mm and 1.1 mm, respectively. Table 2 shows
the working parameters of the electrospinning process. The flow rates and voltages were
selected in order to allow the collection of dry fibres in nonwoven mats. In all cases, the process
was run to collect 20 cm diameter rounded mats of microfibres onto a flat static collector. Then,
they were dried in a vacuum oven at room temperature during 12 hours to remove any residual

solvent. Figure 2 shows pictures of the processed mats.

A) B —~  —

(e — 1A

Figure 2. Pictures of the A) processed mat, B) pieces of 2 cm?2 of nanofibre mat, C) final disposition of

the nonwoven mat fixed in a 1 x 2 cm thin layer of polyethylene terephthalate (PET).



A sensing microfibre mat by electrospinning for determination of Hg%* -m

Table 1. Composition of the cocktails for obtaining the nonwoven mats.

Name Polymeric Blend (g) Glycerol (mg) FC1 (mg) KTpCIPB (mg) DMF (g)
NWM-B1 B1 1.12 0 9.5 18.5 6.3
NWM-B2 B2 1.12 0 9.5 18.5 6.3
NWM-B3 B3 1.12 0 9.5 18.5 6.3
NWM-G1 B3 1.12 0 9.5 18.5 6.3
NWM-G2 B3 1.12 57 9.5 18.5 6.3
NWM-G3 B3 1.12 100 9.5 18.5 6.3
NWM-G4 B3 1.12 156 9.5 18.5 6.3
NWM-F1 B3 1.12 76 4.8 18.5 6.3
NWM-F2 B3 1.12 76 7.2 18.5 6.3
NWM-F3 B3 1.12 76 9.5 18.5 6.3
NWM-F4 B3 1.12 76 14.5 18.5 6.3
NWM-K1 B3 1.12 76 9.5 13.2 6.3
NWM-K2 B3 1.12 76 9.5 18.5 6.3
NWM-K3 B3 1.12 76 9.5 22.8 6.3

Table 2. Working parameters for the electrospinning process.

Name Flow rate Injector Collector voltage Distance between Operation time

(mL-h-1) voltage (kV) (kV) electrodes (cm) (h)
NWM-B1 0.5 8.0 -3.2 34 2.0
NWM-B2 0.5 58 -3.2 20 2.0
NWM-B3 0.5 8.5 -3.2 34 2.0
NWM-G1 0.5 8.5 -3.2 34 2.0
NWM-G2 0.5 8.0 -3.2 34 2.0
NWM-G3 0.5 8.0 -3.2 34 2.0
NWM-G4 0.5 8.0 -3.2 34 2.0
NWM-F1 0.5 6.5 -3.2 20 2.0
NWM-F2 0.5 6.5 -3.2 20 2.0
NWM-F3 0.5 6.0 -3.2 20 2.0
NWM-F4 0.5 6.0 -3.2 34 2.0
NWM-K1 0.5 6.5 -3.2 20 2.0
NWM-K2 0.5 6.0 -3.2 20 2.0
NWM-K3 0.5 8.0 -3.2 20 2.0
NWM-TI 0.5 6.0 -3.2 20 0.5
NWM-T2 0.5 6.0 -3.2 20 1.0
NWM-T3 0.5 6.0 -3.2 20 2.0

NWM-T4 0.5 6.0 -3.2 20 3.0
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For fluorescence characterisation, 2 cm? of microfiore mat was cut and fixed in a
1 cm x 2 cm thin layer of polyethylene terephthalate (PET). The luminescence measurements of
the sensing mats were developed at Aexcrem = 540/562 nm, excitation and emission slit widths of
5/5nm and at two detfector voltages, 550 and 500 V. The sensing response (Ix —lo) was
considered as the difference between Ik, which corresponds with the luminescence intensity of
the membrane in the presence of Hg?*, and lo, which is the luminescence intensity of the
membrane in absence of Hg?; the membranes were submerged into each solution during
15 min. The blank solution contained the same chemical composition than the standard solution

but without Hg?*. All the experiments were carried out in tfriplicate for error estimation.

2.4.Solution and samples preparation

Aqgueous solutions were prepared using doubly distilled water obtained from a Milli-Q Plus
185 ultrapure water system (Millipore, Billerica, USA). Stock Hg?* solutions were done with doubly
distilled water. Stock and working standard solutions of Hg2*were stored in amber glass bottles at
4°C.

One drinking (tap) and one mineral water samples were used for demonstrating the
applicability of the sensing mat. After analysing the samples, it was observed that Hg?* ion was

not detected, so they were spiked at 1 and 4 uM Hg?* concentrations.

The tap water sample was previously freated to eliminate the chlorine because it
interferes in the determination of Hg?*. To eliminate chlorine the water samples were heated at
85 °C during 5 min and then were kept in an open flask during two-days®. After that, water

samples were prepared by adding up to 20 mM phosphate buffer solution at pH 7.00.

The mineral water samples were prepared by adding fo the water sample up to 20 mM

phosphate buffer solution at pH 7.00.

3. Results and discussion

3.1.Selection of the polymeric support

As it was demonstrated by Orriach-Ferndndez et al.5, the polymer to immobilise FC1 has
to be (1) water-insoluble but hydrophilic, with a good water absorption capacity; and (2) it
should provide a microenvironmental pH higher than 5.0 because the FC1 is degraded at pH
below 54 In addition, the molecular weight of the polymer should be high enough to avoid the

use of any binder that supports the electrospinability of the polymeric cocktail.
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Polymeric blends Polym-B1, Polym-B2 and Polym-B3 have all of these features. They are
insoluble in water and in hydrophobic solvents such as toluene, n-hexane, vegetal oil, n-octanol,
etc., but soluble (30-40%, w/w) in organic solvents (DMF, DMSO, THF, efc.) at high concentration
(25-30%, w/w). These blends have hydrophilic properties and thus a high capacity of water
absorption: Q=2 (Q=mass of absorbed water/mass of polymeric material), its
microenvironmental pH is higher than 5.0, and the molecular weights of the copolymers that form
these blends are higher than 400 kDa. Therefore, they were selected as polymeric support to

immobilise FC1.

To select the best polymeric support, several microfibore mats (NWM-B1, NWM-B2 and
NWM-B3) were prepared by varying the polymeric blends, i.e. the amount of OH groups; see
Table 1 and Table 2 for composition and electrospinning conditions, respectively. The three tested
polymeric blends provide microfibre mats with very high specific surfaces, excellent mechanical
properties (easily manipulated, high mechanical strength, high consistency and high flexibility),
and they have an adequate hydrophilic/hydrophobic balance to avoid the lixiviation of FC1. In
addition, the precipitation of FC1 was not observed in any of them, and when they were
immersed in free-Hg?* water, FC1 was not lixiviated and none of them showed luminescence
emission. Therefore, it is possible to conclude that polymeric blends Polym-B1, Polym-B2 and
Polym-B3 have the appropriate properties to develop microfibre mats with excellent mechanical

properties and adequate physicochemical properties for the immobilisation of FC1.

To analyse the sensitivity to Hg?*, they were immersed in 1 uM HgZ* water solution during
15 min and the sensing responses Ix — lo were recorded; where Ix is the luminescence intensity in
the presence of Hg?* and Io is the luminescence emission in absence of Hg?*. Figure 3 shows the
experimental results. It is possible to conclude that the amount of OH groups in the polymeric
structure does not affect the sensing response but affect the reproducibility (error) of the
measurement. It is well known than the increasing of the OH-groups increases the hydrophilicity of
the cocktail, and therefore the conductivity is also increased. The increase of conductivity
provides a decrease of the whipping and delivers more homogeneous microfibre mats. Thus

polymeric blend Polym-B3 was selected as optimum polymeric support.

160 -
— 140
120 -
100
80 -
60 -

Sensing response (a.u

40 -
20 -
0

0 10 20 30 40
OH groups (%)

Figure 3. Effect of the amount of OH group in the polymeric structure.
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3.2. Effect of plasticiser

Our research group® tested the effect of several plasticisers over the sensing response of
FC1 solubilised info MMA-co-HEMA. They determined that glycerol (50 wi%) provided the best
analytical signal. In order to test the effect of glycerol in our system, several microfibre mats with
amounts of glycerol up to 15 wi% (NWM-G1, NWM-G2, NWM-G3 and NWM-G4) were prepared;

see Table 1 and Table 2 for composition and electrospinning conditions, respectively.

The experimental results (see Figure 4) show that the amount of glycerol does not affect
the sensing response between 0 and 15 wi% unlike what appears in literature for classical
polymeric sensing films. It could be due to the microfibre structure of the proposed mats. In the
classical polymeric sensing films glycerol should act increasing the diffusion of Hg?* into the
polymeric membrane, but in this case, due to the microstructure nature of the fibre mats, this
diffusion is faster. Thus, the sensing response is not affected by the presence of glycerol. It is
corroborated with the decreasing in the response time of the proposed microfibre mats

compared with the classical membranes (see below).

90 -
80 -
70 |
60 |
50 -
40
30 -
20 -
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0 T T T 1
0 5 10 15 20

Glycerol (wt %)

Sensing response

Figure 4. Effect of the concentration of glycerol.

On the other hand, it was deftermined that the addition of glycerol affects the
electrospinning procedure. The incorporation of glycerol provides a more stable and
reproducible Taylor cone which provides more homogeneous fibre mats and therefore, the error
in the Hg?* determination is decreased. 8 wi% of glycerol was selected for the rest of the

experimental work.

3.3. Effect of the concentration of FC1 and lipophilic salt

To test the effect of the concentration of FC1, several microfibre mats containing 0.50,
0.75, 1.00 and 1.5wit% FC1 (NWM-F1, NWM-F2, NWM-F3 and NWM-F4, respectively) were
prepared and evaluated at three levels of concentration (0.5, 1.0 and 4.0 uM Hg?*); see Table 1

and Table 2 for composition and electrospinning conditions, respectively.
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Figure 5 shows the normalised experimental results and Figure é shows the real signal
measurements. It is possible to conclude that the optimum concentration of FC1 into de
nonwoven mat should be set attending to a requested Hg?* concentration: if the Hg?*
concenfration is 0.5 uM the optimum concentration of FC1 is 1.0 wt% while if the concentration of
Hg?* is 4.0 uM the optimum FC1 concentration is 0.5 wi%. The main aim of the work is to increase

the sensitivity of the luminescent dye, thus, 1.0 wi% was selected as optimum.

— — 0.5uM
7 —10uM
veseecs 4.0 UM

08 -
0.6 -
0.4 - :

0.2 4

Normalised sensing response (a.u.)

0.0 + — T T ]

[FC1] (wi%)

Figure 5. Effect of the concentration of FC1 on the sensing response at different concentrations of
Hg?*. The signals have normalised for an easier comparison; see Figure 6 for real values. Aexciem = 540/562 nm,
excitation and emission slit widths of 5/5 nm, detector voltages of 550 V for 0.5 uM-Hg?* and 500 V for 1.0 and

4.0 uM; exposition time 15 min.
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Figure 6. Effect of the concentration of FC1 at several concentration of Hg?*: a) 0.5 uM, b) 1.0 uM

and c) 4.0 uM.
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To test the effect of the concentration of the lipophilic salt, several microfibre mats with
different amounts of KTpCIPB (NWM-K1, NWM-K2 and NWM-K3) were prepared and evaluated;
see Table 1 and Table 2 for composition and electrospinning conditions, respectively. The
experimental results (see Figure 7) show that the best sensing response was obtained when the

concenfration of KTpCIPB was 2.0 wit%, thus it was set for the rest of the experimental work.

70
60 -
50
40
30

20 -

Sensing response (a.u.)

10 4

0 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25

[Lipophyllic salf] (wt%)

Figure 7. Effect of the concentration of lipophilic salt.

3.4.Effect of the mat thickness

To test the effect of the mat thickness, the optimum cocktail composition (1.12 g of
polymeric blend B-3, 0.08 g of glycerol, 9.5 mg of FC1 and 18.5 mg KTpCIPB solubilised into 6.3 g
DMF) was processed during 0.5, 1.0, 2.0 and 3.0h (NWM-T1, NWM-T2, NWM-T3 and NWM-T4,

respectively); see Table 2 for electrospinning conditions.

Figure 8 shows the experimental results; the sensing response increases with the
deposition time up to 2.0 h. After that, an increase of the deposition time provides a decrease on
the sensing response. Thus, the optimum deposition fime was set as 2.0 h which correspond with a
thickness of 50 + 10 uym determined by 5 measurements made in 3 different cross-sectional SEM

pictures of a mat previously cut in a liquid nifrogen bath (fotal of 15 measurements).
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Figure 8. Effect of the thickness.
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Figure 9 shows SEM pictures of the optimum Hg?*-sensing nonwoven mat. It shows
homogenous, defect-free and highly porous mats (see Figure 9c and d). The fibres are 1 um in
diameter with a very narrow size distribution (Figure 9a). Figure 9b shows a slightly rough but
nonporous fibre surface. Contact points between fibres are partially welded so that fraying does

not occur and an easy handling of the mats is favoured.

2.0 mm

Figure 9. SEM pictures of the optimum nonwoven sensing mat.

3.5.Optical properties and analytical figures of merit

Figure 10 shows the emission spectra of the optimum HgZ*-sensing microfibre mat in the

presence and in the absence of Hg?*.

700
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Figure 10. Emission spectra of the optimum Hg(ll)-sensitive nonwoven mats in the absence (dashed
INE, mmmm ) and in the presence (solid line, ===) of Hg2*. Aexe = 540 NM, excitation and emission slit widths of 5/5

nm, detector voltage of 500 V, exposition fime 15 min and [Hg?*] = 4 uM.
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The luminescence intensity of the sensing films at different concentrations of Hg?* (see

Figure 11) indicates a linear concentration range from 0.4 to 1.0 uM for detector voltage of 550 V

and from 1.0 to 4.0 for detector voltage of 500 V. Table 3 summarises the analytical figures of

merits of the proposed sensing microfibre mat.

Sensing response (a.u.)

Sensing response (a.u.)
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300 -

y =76.73x-20.143
R2=0.997

250 -
200 -
b)
150 -

100 -

0 T T T
0 1 2 3 4 5

[Ho?] (uM)

Figure 11. Calibrations curves at a detector voltage of a) 550 v and b) 500 v.

Comparing these analytical features with those of the FCl1-classical polymeric sensing

films®, the use of electrospinning decreases the detection limit 2.6 times but it also reduces the

linear concentration range.

The response time, determined as the time that the sensing film has to be submerged info

the Hg?* solution, is determined to be 15min for the proposed sensing mats while the

incorporation of FC1 into classical polymeric sensing fims provide a response time of 50 min®.

Therefore, it is possible to conclude that the use of electrospinning for encapsulating FCI

decreases substantially the response fime and therefore reduces the cost of the analysis. It should

be due to the increase on the effective surface areaq; it provides an increase of the diffusion

speed of Hg?* into the sensing films and therefore a decrease on the response time.
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Table 3. Analytical figures of merit of the proposed sensing microfibre mat.

Parameter 550 vV 500V
Slope (UMT) 245 77
Sb 9 1
Intercept -34 -20
Sb 6 3
r2 0.9873 0.9970
F 647 4285
p-value 1.8 x 10712 0.000
Linear range 0.4-1.0 1.0-4.0
S0 92.018 7.845
LOD (uM) 0.1 0.3
LOQ (UM) 0.4 1.0

Precision RSD (%)

0.4uM 129 1.0 uM 10.0
0.5uM 4.2 2.0 UM 5.7
07uM 3.4 3.0 UM 2.4
10pM 3.3 40 UM 2.1

3.6.Study of interferences

The three metal ions that have demonstrated a higher interference in the determination
of Hg?" by using FC15 (Ag*, Pb?* and Cd?¥) and one cation containing Hg?" (MeHg*"
monomethylmercury(ll)) were selected as interfering ions in order to check the selectivity of the
Hg?*-sensing microfibre mat (see Figure 12). It presents that Ag*, Pb2* and Cd?* ions provoked
negligible signals whereas MeHg* ion provided a detectable luminescence signal with regard fo
Hg?* ion signal. Therefore, it can be concluded that only MeHg* ion produced a positive
interference in the determination of Hg?* ion and it has to be taking info account for practical

applications.

In comparison with FC1-classical polymeric sensing film, the proposed sensing mat is more
selective because Cd?*, Pb?* and Ag* do not interfere the determination of Hg?*. It could be due
fo the reduction of the response time, as the decreasing of the time that the sensing mat has to
be submerged info the sample should also decreases the diffusion of interferents into the sensing

films.
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Figure 12. Interference study. [Hg?] = 4 pM, [interference ions] = 10 UM. Aexcrem = 540/562 nm,

excitation and emission slit widths of 5/5 nm, detector voltage of 500 V; exposition time 15 min.

3.7. Application of the sensing film

To test the predictive ability of our microfibre sensing mat, two real water samples were
evaluated: one sample of tap drinking water from the city of Granada (Andalusia, Spain) and
one mineral water sample commercialised in Spain. Due to both samples did not contain Hg?*,

they were spiked at two Hg?* concentration levels (see Table 4).

The samples were prepared by following the sample preparation procedure. The
microfibre sensing mats were exposed to the sample and luminescence was measured at
Aexcrem = 540/562 nm, excitation and emission slit widths of 5/5 nm, detector voltages of 550 V for
1.0 uM and 500 V for 4.0 uM and exposition time of 15 min. The results are set out in Table 4. In all
cases the detection and quantification rates of the optical sensor were highly satisfactory,
showing recovery percentages between 89.0 and 106.2% with relative standard deviations lower
than 8%.

Table 4. Analysis of Hg?* in water samples.

Hg?* added Hg?* detected Recovery
Sample
(UM) (M) percentage (%)
1.00 1.06 £ 0.05 106.2
Tap water
4.00 3.56 +0.38 89.0
1.00 1.05+0.03 105.3

Mineral water
4.00 3.85+0.35 96.2
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4. Conclusions

This paper describes a highly selective Hg?*-sensing microfibore mat based on the
encapsulation of a spirocyclic phenilthiosemicarbazide Rhodamine derivative (called FC1) into

polymeric microfibres produced by electrospinning.

The Hg?*-selective microfiore mat possess very high specific surface and excellent
mechanical properties: it is easily manipulated and it has high mechanical strength, high
consistency and high flexibility. In addition, it is highly hydrophilic but insoluble in aqueous media
as well as in nonpolar solvents. Furthermore, the encapsulated FC1 preserves its sensing ability,
displaying intense turn-on fluorescence in the presence of Hg?. It responds to Hg?*
concentrations in water between 0.4 and 4 uM, with a detection limit of 0.1 uM Hg?* which is 2.6
fimes better than those of the same chemodosimeter immobilised into a classical polymeric
sensing film. Finally, the response fime of the proposed mat is 15 min, which is lower than the
response time provided by FC1-classical polymeric sensing film (50 min). Therefore, it is possible fo
conclude that the use of electrospinning increases the sensitivity and decreases the response

time in the use of FC1 to determine Hg?*.
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The development of cellulose acetate-chitosan blend

membranes loaded with silver for halides removing

Abstract

We describe the development of cellulose acetate-chitosan blend membranes loaded
with silver, for halides removing from the media by halide precipitation on the membrane
surface. These membranes have been chemically and texturally characterized using N2
adsorption at 77 K, mercury porosimetry, determination of the pH of the point of zero charge
(oHrzc), X-ray diffraction (XRD), and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS). Results show a
higher adsorption capacity for halides as well as dissolved organic matter than a conventional

activated carbon (Sorbo-Norit) which is a widely used material in drinking-water treatment plants.

1. Introduction

Disinfection of drinking water supplies is accomplished with disinfectants such as chlorine,
chlorine dioxide, chloramines or ozone, in order fo eliminate pathogenic micro-organisms which
involve a high risk fo human health. However, due to the ubiquitous presence of bromide and
jodide ions in natural waters!, these strong oxidants can produce brominated and iodinated
disinfection by-products (DBPs)?2 by reacting with natural organic matter (NOM). Since Rook3
reported about these compounds and the adverse effects on health4 in 1974, hundreds of

potentially toxic disinfection by-products have been identifieds.

Bromide ions are considered as nontoxic since they are natural components of all natural
waters. However the presence of these ions is potentially dangerous since they can react with a
wide variety of common disinfectantsé, such as chlorine, chloramine or ozone to vyield
brominated disinfection by-products. When bromide containing water is disinfected with chlorine
or chloramines, bromide ions react with natural organic matter and undergo oxidation to yield
brominated frihalomethanes (THMs), as well as brominated haloacetic acids (HAAs). When
oxidized by ozone’ or hydroxyl groups, bromide ions generate bromate ions which have been
classified as possibly carcinogenic to humans (Group 2B) by International Agency for Research
on Cancer (IARC), and according fo the World Health Organization (WHO), 25 pg/L is the

maximum concentration permitted in drinking waters.

During oxidative drinking water treatment, chlorine and chloramines react quickly with
bromide as well as iodide ions, by oxidizing them to hypobromous acid? (HOBr) and hypoiodous
acid!® (HOI) respectively. Their further reaction with natural dissolved organic matter!’ (NOM) can

lead to the formation of haloacetic acids (HAAs) as well as trihalomethanes (THMs)!2. Among
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them iodotrihalomethanes (I-THMs; in particular iodoform CHI3) have a low organoleptic threshold

concenfration causing bad taste and odor problems in drinking waters.

Recent studies have reported the discovery of iodoacids!?® for the first time. They were
found in finished drinking water when only chloramines were used for disinfection treatment.
There is an emerging concern regarding these new iodoacids by-products, because recently
studies have shown that iodoacetic acid is 2-fold more genotoxic and 3-fold more cytotoxic than
bromoacetic acid# (which is the most potent genotoxin/cytotoxin of the chloro/bromo acetic

acids).

Trihalomethanes and haloacetic acids are the most abundant disinfection by-products
present in tfreated drinking water. Therefore, the best prevention strategy to avoid the
uncontrolled formation of these undesired by-products is to remove the precursors prior to

disinfection treatment.

Several alternatives'> have been proposed for the removal of halides from drinking water
sources. The removal techniques can be broadly classified info three catfegories, namely

electrochemical'é, membrane!” and adsorptive techniques's.

Based on several works leading with immobilized silver on chitosan'” membranes, we
have developed cellulose acetate-chitosan blend membranes loaded with silver ions, for halides
removing from the media by halide precipitation on the membrane surface. According with the
literature?, hydrogen interactions between two different macromolecules are stronger than
between the macromolecules of the same polymer. Thus, hydrogen interactions between

chitosan and cellulose acetate (last one provides physical strength), is prone to form.

Metallic cations, such as Ag(l), are mainly affached by amine group on chitosan
macromolecules via chelating mechanism?!. Generally, positive ions interact with chitosan at
high pH values, because the chitosan amine groups are non-protonated and therefore their
electron pair are available for bonding silver ions. On the other hand, atf low pH values, the amine
groups of the chitosan are protonated and, therefore, a reduction of the pH could be used for

the regeneration of the membranes.

In this work, several cellulose acetate-chitosan blend membranes loaded with silver have

been synthetized and characterized for halides removing.

2. Experimental

2.1.Chemicals and reagents

Cellulose acetate (Mn ~50,000 by GPC), chitosan (medium molecular weight) and formic

acid (>95%) were supplied by Sigma-Aldrich. They were used as received.
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Silver nitrate (99.9%; ACS) was supplied by ABCr and it was also used as received.

2.2.Instrumentation and apparatus

Dissolved NOM was measured using a Shimadzu TOC-5000A unit with an experimental

error of £5%.

Demineralisation of activated carbons with HCI and HF was carried out using procedures

proposed by Morgan et al.22

The surface area of carbon samples was determined from the BET equation applied to
the N2 adsorption isotherms at 77 K, which were obtained using a Micromeritics Gemini 2370
adsorption unit. The volumes of macropores (Vi) and wider mesopores (V2) were determined by

mercury porosimeftry using a Quantachrome Autoscan 60 apparafus.

The pH of the point of zero charge (pHric) of carbons was determined following the pH
drift tests reported elsewhere?, The determination of acid and basic groups was carried out
following the method proposed by Boehm?24, Elemental analysis of the carbons used was

performed with a Fison's Instruments Model 1108 CHS elemental analyser.

2.3.Synthesis of the membranes

The membranes were prepared by using the phase inversion method?s. Different
amounts of chitosan and cellulose acetate (see Table 1) were dissolved in 4.68 mL of formic acid
using magnetic stiring overnight. The obtained viscous and homogeneous solutions were
maintained without stirring for 2 h to eliminate any frapped air bubbles. Then, the membranes
were soaked for 2 h in a coagulation bath containing 3% NaOH where the phase inversion
occurs. This process was repeated twice. Finally the membranes were washed three times in a
bath of cool water for 1 hour each time to ensure the removal of the solvents and to improve the

stability of the structure of the final membrane. Each membrane was synthesized by triplicate.

Table 1. Membranes composition.

Sample CS (mg) CA (mg) % CS % CA
Cso 0 300 0,00% 100,00%
CS20 20 280 6,67% 93.33%
CS40 40 260 13,33% 86.67%
CS60 60 240 20,00% 80,00%
CSs90 90 210 30,00% 70,00%

CS$240 240 60 80,00% 20,00%
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The loading of silver ions was developed by following the procedure described by Ma'?e,
The membranes were immersed info 100 mL of 100 mg/L silver nitrate at pH 6 and 25 °C for 2
hours. During the reaction process, the vessels were isolated from light to prevent the reduction of
silver ions to metallic silver parficles and they were stired at 150 rom fo facilitate the reaction

between the amine groups of the chitosan with the Ag(l) ions2s.

2.4. Adsorption study

2.4.1.Adsorption study under static conditions

Adsorption isotherms were obtained by adding 0.1 g of material to Erflenmeyer flasks
containing 100 mL of increasing concentrations of sodium chloride, bromide and iodide (0-10
pmol/L). The flasks were immersed and agitated in a thermostatic bath at 298 K for 7 days (fime
required to reach the equilibrium). All experiments were performed in Mili-Q water with no
addifion of buffer, in order fo avoid interference problems. The pH values in experiments for the

determination of kinetics and adsorption isotherms ranged from 6.5 to 7.

2.4.2.Influence of chloride ions and organic matter on the adsorption of bromide

and iodide

In order to study the effect of chloride ions over the adsorption of bromide and iodide on
the material, adsorption isotherms were obtained in the presence of chloride ions as described in
previous section. A chloride concentration of 40 mg/L was selected due to it is the usual

concentration in superficial water.

The influence of organic matter on the adsorpfion of bromide and iodide was analyzed
by determining the adsorption isotherms as described above, using surface waters with varying
concenfrations of dissolved organic carbon (NOM). Water samples were collected from Lake
Zurich (Switzerland) ([NOM]=1.4 mg/L, [Alkalinity]=2.6 mM HCOs) and Lake GCreifensee
(Switzerland) ([NOM]=3.4 mg/L, [Alkalinity]=3.6mM HCO3").

2.5. Analytical methods

The retention membranes samples were texturally and chemically characterized using N2
adsorption at 77 K, mercury porosimetry, determination of the pH of the point of zero charge
(pHPzc). X-ray diffraction (XRD), and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS). These techniques
have been described in detail elsewhere?. Chloride, bromide and iodide concentrations were
measured by selective electrodes. The dissolved organic carbon was determined using Shimadzu
TOC-5000A equipment.
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3. Results and discussion

3.1.Chemical and textural characterization of the membranes

Table 2 shows the textural characterization of the prepared membranes. These results
display that prepared membranes were characterized by low mesoporosity (V2) and
macroporosity (Vs). It is inferesting to note that modification in polymer proportions does not
affect the textural features of samples. Actually, all samples display similar values of surface area

and meso- and macroporous volume.

Table 2. Textural characterization of prepared materials.

Sample SN.% (m2/g) V2P (em3/g) Vs (cm3/g)
CSO 15 0.01 0.03
CS20 12 0.02 0.02
CS40 17 0.02 0.03
CS60 16 0.03 0.02
CS90 13 0.02 0.03

CS240 15 0.03 0.03

a) Surface area determined by applying BET equation to N2 adsorption isotherms at 77 K.
b) Volume of pores with diameter of 50-6.6 nm determined by mercury porosimetry.

c) Volume of pores with diameter above 50 nm determined by mercury porosimetry.

Chemical characterization of the membranes was accomplished by determining the pH
of the point of zero charge (pHrzc), X-ray diffraction (XRD), and X-ray photoelectron spectroscopy

(XPS). The corresponding results are shown in Table 3.

Table 3. Chemical characterization of prepared materials.

(-C=0) (-C-0)
Sample pHrzc Ag (%) O(%) N(%) C (%)
533.9 +0.2eV (%) 533.9 +0.2eV (%)

CSO 4.5 0 21 4 75 89 11
CS20 4.3 10 22 5 63 21 9
CS40 4.2 9 23 5 63 92 8
CSé0 4.3 9 23 5 63 78 22
CS90 4.6 8 21 4 67 84 16

CS240 4.8 9 22 6 63 82 18
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The pHrzc values revealed an elevated surface acidity (pHezc=4.5). Indeed, XPS analyses
showed a high concentration of surface oxygen (0O=21-23%) in all samples. Deconvolution of the
Ols spectrum of each sample showed that the surface oxygen was mainly found as carboxylic

groups (-C=0).

The XRD results showed a wide dispersion of the metal on the membrane surface, since
no diffraction peaks were observed in any case. Furthermore, it is remarkable that XPS analysis of
these samples revealed that the silver on the membrane surface was in oxidation state +1 and
that the surface percentage ranged from 0 % for CSO (membrane without chitosan) to 8-10 % for

the rest of membranes which contain chitosan.
3.2. Adsorption of chloride, bromide and iodide on the membranes

3.2.1.Adsorption kinetics

Adsorption kinetics of chloride, bromide and iodide on sample CS240 are represented in

Figure 1. Results indicate that the adsorption rate is independent of the studied anion.

Kinetic constants were obtained for each anion from the results in Figure 1, using a first-
order model. The values were 0.0341, 0.040, and 0.041 h' for CI-, Br-, and I, respectively. To
determine whether the halide adsorption kinetics was influenced by the diffusion of anions on the

adsorbent surface, the Weisz—Prater (Cwe) coefficient was determined by

_ (-rv)p,R}

Equation 1
DECM (Equation 1)

WP

where (-rum) is the anion adsorption rate (mol/L s), pr is the particle density (g/cm?3), Rp is the
particle radius (0.05-0.08 cm), De is the effective diffusivity (cm?2/s), and Cwm is the anion

concenfration (mol/L).

The Cwp values obtained were much lower than 1 (Cwe<<<1), indicating that the
adsorption process of anions on membranes is not influenced by their diffusion on the CS240
membrane surface. These results would indicate that the Ag*-chitosan coordination compound
formed is quite strong, since time required to reach the maximum removal equilibrium of halides is

high, despite of the membranes are non-porous.
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Figure 1. Adsorption kinetics of halides on sample CS240. pH 7, [Halide]=100 pg/L, T=25 °C. (e)

chloride, (m) bromide, and (A ) iodide.

3.2.2.Halide adsorption under static conditions: adsorption isotherms

Figure 2 shows the adsorption isotherms of chloride, bromide and iodide anions on
sample CS240; Xm is the adsorption capacity and Ce is the concentration of the halide in the

aqueous equilibrium.

Xm (MMoI/g)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Ce (umol/L)

Figure 2. Adsorption isotherms of halides on CS$240. pH 7, T=25 °C. (e) chloride, (m) bromide, and (A)
jodide.

The results presented in Figure 2 show that sample CS240 has a large capacity for
adsorbing halide anions. Since the solution pH remained constant in the range 6.5-7 during the
adsorption processes and was higher than the pHezc of the membrane (4.5), the charge density
of the membrane surface in these processes was negative, so that repulsive electrostatic
interactions were established between membrane surface and halide anions. This does not favor

the adsorption process. Therefore, the adsorption of these ions must take place via interactions
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that overcome these electrostatic repulsions. Thus, the high adsorption capacity of the
membrane may be due to the presence of Ag(l) on its surface, with the formation of the
corresponding Ag halides (reactions 1-3), motivated by their low solubility (AgCl, AgBr and Agl).
The solubility products (Ksp) of these compounds range from 10-19 for AgCl to 10717 for Agl.
Consequently, the corresponding halides in solution are then retained on the membrane surface
by a chemisorption process with much stronger adsorbent—-adsorbate interactions than expected

for a physisorption processes.

Agt + CI ——» AgClI Kps = 2.8-10°10 (m
Agt + Br —» AgBr Kps = 5.2-10°13 (2)
Agt + | ——> Agl Kps = 8.5-1017 (3)

Figure 3 shows results obfained from the adsorpfion of Br- on membranes with increasing
contents of chitosan. An increase in the concentration of chitosan produced a considerable
increase in the adsorption capacity of the material (Figure 3). On the other hand, Table 3 shows
that the amount of Ag(l) is practically the same in all the membranes containing chitosan. Thus
the increase of the Br- adsorption when CS is increased might be related with the capacity of the
membrane to retain Ag(l) in its surface. Thus, an increase of the CS should provide a more
effective retention of Ag(l) and therefore a decrease of the Ag(l) lixiviation or it can be also
related with the migration of the Ag(l) into the polymeric structure of the membrane. Therefore,
further experiments have to be carried out to demonstrate the effect of the concentration of CS

over the adsorption capacity.

X (MMOI/Q)

0.0 0.5 1,0 1,5 2,0 2,5 30 35
Ce (umol/L)

Figure 3. Adsorption isotherms of bromide on membranes doped with increasing content of Ag. pH

7, T=25°C. (o) CSO; (A) CS20, (m) CS60; (#) CS240.

In addition, Figure 3 displays that the membrane sample prepared in absence of
chitosan, does not have the capacity to remove bromide from the medium. It confirms that
adsorption of halides takes place as a result of specific Ag(l)-halide interactions at the surface of

the membrane.
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Results presented in Figure 2 show that the order of adsorption capacity on CS240
membrane was Br>CI—>I~. When these results were related to the chemical characteristics of the
anions studied it was observed that the adsorption capacity (Xm) and affinity of adsorbent for
adsorbate (BXm) increased (i) with a reduction in ionic radius of the anion and (i) with an
increasing of its polarizihng power. The fact that the adsorption capacity is reduced with an
increase in the anion radius may indicate the presence of steric impediments in the
chemisorption process of halides to Ag-doped membranes. Thus, when the halide radius
increases, there is a reduction in the number of accessible adsorption sites, reducing the amount
adsorbed. Due to the polarizing power of these anions is inversely related to their radius, the

adsorption capacity of the membrane increases proportionally fo that polarizing power.

3.2.3.Influence of natural organic matter (NOM) and chloride on adsorption of
Br-and I-

Two essential parameters can considerably affect the adsorptive capacity of materials in
the removal process of halides from water, namely (i) the competition of chloride anions for the
same adsorption sites and (i) blocking of the porosity, caused by adsorption of dissolved organic

matter on the membrane surface, limiting the halides access to surface adsorption sites.

Figure 4 depicts, as an example, the adsorption isotherms of bromide in presence of
chloride. Thus, it can be observed that the presence of Cl- reduced the adsorption capacity of
Br- and I~. These results would confirm that CI- competes for the same adsorption sites on the
membrane surface and that their presence therefore reduces the adsorption efficiency of Br-

and I-.

Xgr (HMoOl/g)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Ce (umol/L)

Figure 4. Influence of chloride on bromide adsorption process. pH 7, =25 °C, [CI-]=40 mg/L. (m) in

presence of Cl- and (¢) in absence of Cl-.
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Figure 5 depicts the results for sample CS240 of the adsorption of bromide in natural
waters from Lake Zurich and Lake Greifensee (Switzerland), whose chemical characteristics were

described in the Experimental Section.

It can be deduced from the results in Figure 5 that an increase in the NOM concentration
produces a reduction in the adsorption capacity of Br-. This may be due to the blocking of
membrane pores produced by adsorption of the organic matter present in the waters.
Determination of the concentration of NOM, once adsorption equiliorium was attained,
corroborated this fact, since the concentration determined was zero regardless of the water
considered. Interestingly, Figure 5 shows that adsorption isotherms in presence of waters with
different organic carbon contents showed an increase in the minimum concentration of
bromide, after which their adsorption on the membrane started. This finding, as commented

above, may be due to the blocking of the porosity of the material by adsorption of NOM.

Xg: (Wmol/g)

0.0 0.5 1,0 1.5 2,0 2,5 30 3,5
Ce (umol/L)

Figure 5. Influence of organic matter on bromide adsorption process. pH 7, T=25 °C. (&) Milli-Q water;

(A) Lake Zurich water ([NOM]= 1.4 mg/L); and (m) Lake Greifensee water ([NOM]=3.6 mg/L).

The results presented in Figure 4 and Figure 5 indicate that the presence of CI- and
organic matter in the system reduces the efficiency of Ag-doped membranes in removing
bromide and iodide from aqueous solution. However, the reduction in NOM concentration during
their adsorption process may be highly beneficial to the system, since besides removing bromide
and iodide anions, adsorption of dissolved organic matter is also occurring. Both effects are
beneficial for water treatment and may lead to a significant reduction in the formation of

undesired halogenated disinfection by-products.

3.2.4.Comparison between membranes and conventional activated carbon for

bromide adsorption

Figure 6 show the results obtained from the adsorption of Br- on Sorbo-Norit commercial

activated carbon and on membrane (CS$240) using water from Lake Zurich. These findings show
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that the membrane (CS240) has a high adsorption capacity compared to the Sorbo activated

carbon.

Sorbo-activated carbon is widely used in drinking-water freatment plants due to its high
adsorbent capacity. It is characterized by a large surface area (SN.=1182 m?2/g), elevated
mesoporosity (V2=0.085 cm3/g) and macroporosity (V3=0.481 cm3/g), and, especially, by a high
surface basicity  (pHpzc=12.1). Sorbo carbon presents a positive surface density charge
(pHsoution<pHrzc) at the working pH (pH 7). Therefore, the electrostatic interactions between the
positively charged carbon surface and negatively charged bromide anions must be attractive,
favoring the adsorption process. Nevertheless, the obtained results indicate that the adsorption
capacity for bromide on this activated carbon is much lower than that of the Ag-doped
membranes. These findings support the hypothesis that the adsorption of bromide ions on Ag-
doped membranes is not controlled by electrostatic interactions but rather by a chemical

interaction with Ag(l).
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Figure 6. Comparison between capacities of CS240 membrane (¢) and Sorbo-activated carbon (m)

to remove bromide from Lake Zurich waters. T=25 °C, pH 7.

4. Conclusions

New membrane for halides removing from water samples have been synthesized and
characterized. These membranes are based on cellulose acetate-chitosan polymer blend
produced by phase inversion method and then loaded with Ag(l) in order to provide the

precipitation of the halides on the membrane surface.

The obtained results show a higher adsorption capacity for halides than a conventional
activated carbon (Sorbo-Norit) which is a widely used material in drinking-water treatment plants.
Anyway, they also reveal the further experiments have to be carried out in order to obtain more

information about the effect of the different parameters on the adsorption capacity.
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1.

Se ha sintetizado una nueva clase de rodaminas sensibles a pH, basadas en el
fendmeno de transferencia electrénica fotoinducida (PET) inframolecular entre los grupos amino
y el croméforo excitado. Estas rodaminas contienen un grupo pentafluorofenilo que ha permitido
su inmovilizaciéon en dos tipos de soporte sdlido: poli(2-hidroxieti metacrilato) y particulas de
silice. La union covalente se ha llevado de forma sencilla y efectiva mediante quimica clic (click
chemistry). Los nuevos indicadores son adecuados para confrolar el pH, tanto en estado disuelto

como inmovilizados en soportes sélidos.

2.

Esta familia de rodaminas sensibles a pH se ha usado para desarrollar dos fases sensoras
(inmovilizando el indicador 1 en particulas de silice funcionalizadas con grupos mercapto y el 2
en particulas de poli(HEMA) entrecruzado, funcionalizadas con grupos amino). Ambas muestran
fluorescencia brillante (®r=0.6). Sus intervalos de trabajo encajan perfectamente con el intervalo
de pH de interés para muchas aplicaciones biotecnoldgicas (entre 5 y 7). Ademds muestran

buenos tiempos de respuesta (Tso<2 min para los sensores basados en particulas de silice y Too=2—

3 min para los basados en poli(HEMA)), reversibilidad y estabilidad a largo plazo (una iluminacién
continua con un LED de 525 nm durante mds de 5 horas no causd cambios en la sefial de

fluorescencia).

3.

Se han caracterizado fres complejos luminiscentes de Cu(l): [Cu(xantphos)(dmp)]PFs,
[Cu(xantphos)(pzpy)]PFs vy  [Cu(xantphos)2]PFs denominados CP04, CP0O5 y CP0é
respectivamente, para la deteccidén déptica de oxigeno, tras ser incorporados tanto en

membranas cldsicas de poliestireno, como sobre una matriz nanoestructurada de éxido
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hidréxido de aluminio, denominada AP200/19. Todas las fases sensoras fueron estudiadas
haciendo uso de herramientas avanzadas de comunicaciones para la excitacién y el
tratamiento de las senales de emisién obteniendo medidas de intensidad y tiempos de vida
basados en cambios de fase. Las fases sensoras presentan reversibilidad completa y estabilidad
a largo plazo. Ademds, las propiedades espectrales de estos indicadores no se ven afectadas

por el soporte sdlido.

4,

Las fases sensoras sensibles a oxigeno desarrolladas presentan buena sensibilidad para
detectar concentfraciones bajas y ultra bajas de oxigeno (por debajo de a 0.05 kPa pOz2). Las
membranas mds sensibles son las basadas en CP04 y CP0O5 inmovilizados en AP200/19 (Ksvi de
545 bar! y 513 bar!, respectivamente, en el intervalo de 0-10 kPa pO2). Concretamente el

pardmetro AToos (33.5520.37%) muestra que CP04-AP200/19 es mds sensible a concentraciones

ultra bajas que muchas de las fases sensoras publicadas en la literatura basadas en complejos
de Ir(lll), inmovilizados en el mismo tipo de soporte sdlido y realizando las medidas en las mismas
condiciones. Estos resultados convierten a las fases sensoras basadas en Cu(l) en una de las
alternativas mds baratas publicadas en la literatura para la deteccidon de oxigeno a

concenfraciones ultra bajas.

S.

Se han desarrollodo dos fases sensoras selectivas a mercurio, basadas en la
incorporacion de un indicador derivado de la rodamina espirociclo feniltiosemicarbazida,
denominado FC1, en un nuevo copolimero afin al indicador. Para este fin se sintetizd un
copolimero, poli(2-hidroxietil metacrilato-co-metil metacrilato), hidrofilico e insoluble en agua,
sintetizado por polimerizacion radical por transferencia de dtomo (ATRP) inversa, que se usd para
desarrollar una membrana polimérica cldsica y una tela de microfibras obtenidas por

electrospinning de una mezcla polimérica que contenia el polimero anteriormente comentado.

6.

La fase sensora basada en la incorporacién de FC1 en una membrana polimérica
cldsica presenta una fluorescencia intensa en presencia de mercurio (ll), con un intervalo
dindmico lineal comprendido entre 0.9 y 12 uM, y un limite de deteccién de 0.3 yM. Muestra una
elevada selectividad hacia el mercurio y el metiimercurio, viéndose afectada Unicamente por
iones plata, que proporciond una senal de luminiscencia detectable. La aplicabilidad de esta
fase sensora se demostré analizando dos muestras reales de agua (grifo y mineral) con
resultados satisfactorios (porcentajes de recuperacion entre 107 y 96% con una desviacion

estdndar menor del 5%).
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Haciendo uso del indicador FC1, del copolimero sintetizado y de técnicas de
electrohilado, se ha desarrollado una tela no tejida compuesta por microfibras poliméricas, que
incorporan en su interior al indicador FC1, selectivo a mercurio, sin modificar su capacidad de
deteccidon, pero mejorando sus caracteristicas analiticas. Este nuevo material posee una
elevada superficie especifica, se puede manipular con facilidad y tiene alta resistencia

mecdnica, consistencia y flexibilidad.

Comparado con la fase sensora cldsica desarrollada previamente, se ha conseguido
mejorar la sensibilidad y el tiempo de respuesta, principalmente. Asi, la nueva fase sensora
responde selectivamente a la presencia de mercurio en medio acuoso, con un intervalo
dindmico lineal comprendido entre 0.4 y 4 uM, con un limite de deteccién de 0.1 uM, y menor
fiempo de respuesta, 15 minutos en lugar de los 50 minutos necesarios en las membranas
cldsicas. Por lo tanto, es posible concluir que el uso de técnicas de electrohilado aumenta la

sensibilidad y disminuye el tiempo de respuesta en el uso de FC1 para determinar mercurio.

8.

Se han desarrollado nuevos materiales basados en membranas poliméricas de acetato
de celulosa y quitosano, a las cuales se le han inmovilizado iones Ag para la eliminacién de
haluros en aguas de consumo humano. Estas membranas se han obtenido mediante el método
de inversidon de fases y se ha llevado a cabo su completa caracterizacion quimica y textural,
ademds se ha demostrado su aplicabilidad en la eliminacién de haluros en aguas superficiales

(lago de Zurich y lago Greifensee).

9.

Se ha demostrado que la presencia de quitosano en este tipo de membranas es
esencial para poder retener plata en su estructura y que un aumento de la canfidad de
quitosano no afecta a la cantidad de plata retenida pero si a la eficiencia con la que se
eliminan los haluros. Ademds, se ha demostrado que este tipo de materiales es mucho mds
efectivo en la retencién de haluros que las membranas cldsicas que se usan en las plantas de
fratamientos de agua, por lo que es interesante seguir investigando en este campo para
comprender cémo afectan los diferentes parédmetros sobre el poder de retencién de los haluros

y mejorar los prometedores resultados obtenidos.
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Conclusions

1.

A new class of pH-sensitive rhodamines has been synthetized. Their pH sensitivity is based
on the inframolecular photoinduced electron transfer (PET) phenomena from non-protonated
amino groups fo the excited chromophore. These rhodamines contain a pentafluorophenyl
group which enables their immobilization into two solid matrix supports: poly(2-hydroxyethyl
methacrylate) and silica gel. The covalent linkage was carried out in a simple and effective way
via “click” chemistry. The new dyes are suitable for pH monitoring not only in the dissolved state,

but also as indicators in pH sensors.

2.

Two sensors have been developed by attaching these rhodamines in two different solid
supports. 1 was linked by direct reaction with mercapto-functionalised silica gel beads, while
another route involving 2 was employed for the attachment fo amino-functionalised poly (HEMA)
beads. Both sensors display bright fluorescence (®r=0.6). Their sensitive range perfectly matches
the pH range of interest for many biotechnological applications (i.e. pH 5-7). They also show

good response times (T90<2 min for the sensor based on silica gel beads and Ts0=2-3 min for the

sensor based on poly(HEMA)), reversibility and long-term stability (continuous illumination with a

525 nm LED over more than 5 hours caused no changes in the fluorescence signal).

3.

Three  luminescent complexes based on Cu(l) ([Cu(xantphos)(dmp)]PFs,
[Cu(xantphos)(pzpy)]PFs and [Cu(xantphos)2]PFs named CP04, CP0O5 and CP0Oé6 respectively)
have been characterized for the development of optical oxygen sensors.: They have been

immobilized into both a classical polystyrene membrane and an aluminium oxide-hydroxide
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nanostructured matrix (AP200/19). All sensing layers were evaluated with advanced
communication tools for excitation and emission signal freatment by measuring intensity and
phase-based apparent lifetime. The fiims display full reversibility and long term stability. In

addition, the spectral properties of these dyes are not affected by the solid support.

4,

The developed oxygen sensing layers show high sensitivity for the optical sensing of low
and ultra-low oxygen concentrations (down to 0.05 kPa pOz2). The most sensitive sensing films are
based on CP04 and CPO5 immobilized into AP200/19 (Ksvi of 545 bar™' and 513 bar,

respectively, in the range 0-10 kPa pOz2). In particular the parameter AToosz (33.55+£0.37%) shows

that CP04-AP200/19 is more sensifive at ultra-low Oz concentrations than films based on Ir(lll)
complexes immobilized into the same solid support, and performing the measurements in the
same conditions. These results make the copper-based sensing films as one of the cheaper

alternatives reported for ultra-low oxygen detection.

S.

Two different mercury-selective sensing layers have been developed. They are based on
the incorporation of a spirocyclic phenylthiosemicarbazide rhodamine derivative (called FC1)
info a novel hydrophilic water-insoluble copolymer, poly(2-hydroxyethyl methacrylate-co-methyl
methacrylate), synthesized by Reverse Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP). This new
copolymer was applied for the development of a classic polymeric membrane as well as for the

preparation of a microfibre nonwoven mat produced by electrospinning.

6.

The sensing layer based on the incorporation of FC1 into a classical polymeric membrane
displays intense fluorescence in the presence of mercury (ll), with a linear concentration range
from 0.9 to12 uM, and with a detection limit of 0.3 uM. It shows a high selectivity towards mercury
() as well as methylmercury. Only Ag* ion provided a detectable luminescence signal. The
applicability of the sensing film has been demonstrated by analysing Hg?* in two real samples
(tap and mineral waters) with satisfactory results, showing recovery percentages between 107

and 96% with relative standard deviations lower than 5%.

/.

A nonwoven mat has been developed by combining FC1 dye, a synthesized copolymer
and the electrospinning fechniques. These microfibers incorporate the FC1 dye, without

modifying ifs sensing ability and improving its analyfic features. The new material possess a very
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high specific surface and excellent mechanical properties: it can be easily manipulated and it

has high mechanical strength, high consistency and high flexibility.

Compared with the classical polymeric membrane, the nonwoven mat displays a better
sensitivity as well as a shorter response fime. The new sensing layer responds with high selecfivity
towards mercury in a linear concentration range from 0.4 to 4.0 uM, with a detection limit of 0.1
UM, and its response time is 15 minutes, instead of 50 minutes provided by the FCI1-classical
polymeric sensing film. Therefore, it is possible to conclude that the use of electrospinning

increases the sensitivity and decreases the response time in the use of FC1 to determine mercury.

8.

New materials have been developed for removing halides from drinking waters. These
materials are based on cellulose acetate-chitosan polymer blends processed by phase inversion
method and later doped with Ag ions. These membranes have been chemically and texturally
characterized and their applicability for removing halides in surface waters has also been

demonstrated in real samples (Lake Zurich and Lake Greifensee).

9.

It has been demonstrated that the presence of chitosan in this type of membranes is
essential to retain silver into their structure as well as that an increase in the amount of chitosan
does not affect the amount of silver loaded but it affects the removing efficiency. Furthermore,
the obtained results show that the developed membranes have higher adsorption capacity for
halides than a conventional activated carbon (Sorbo-Norit) which is a widely used material in
drinking-water treatment plants. Anyway, they also reveal that further experiments have to be
carried out in order to obtain more information about the effect of the different parameters on

the adsorption capacity.
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