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INTRODUCCION







Capitulo 1

1. Introduccién

Como consecuencia de la creciente necesidad de obtener mas y mejor informacién
sobre el medio en el que vivimos, y mas concretamente, sobre la materia (su composicion,
sus propiedades y evolucion con el entorno), se han desarrollado una amplia variedad de
técnicas analiticas. De esta forma, la informacion suministrada por la Quimica Analitical, a
través de lo que se denomina proceso analitico, nos permite actuar sobre el medio,
monitorizar y a veces controlar procesos del tipo industrial, biotecnol6gico, médico o
ambiental.

El proceso analitico consta de varias etapas: la toma de muestras, el transporte de
éstas al laboratorio, su tratamiento y separacion de interferentes, la reaccién de
determinacion y la deteccion. Finalmente, el procesamiento de la sefial obtenida y la
interpretacion de los datos dan lugar al resultado. Aunque con numerosas ventajas, éste es
un proceso normalmente laborioso, que muchas veces requiere unas condiciones
controladas de laboratorio y personal especializado. Ademas, suele ser necesario el uso de
grandes y sofisticados equipos de alto coste, que necesitan de un frecuente mantenimiento
y calibracion. Estos ademas conllevan un elevado consumo de reactivos y produccion de
desechos que no promueve una quimica analitica méas limpia y sostenible.

Con el propésito de solventar estos problemas aparecen los denominados sensores
guimicos que idealmente integran el proceso analitico en un solo dispositivo y posibilitan asi

las medidas in situ y en tiempo real. [1,2]

! La Quimica Analitica es la parte de la quimica que desarrolla y aplica métodos - quimicos o
fisicoguimicos -, instrumentos y estrategias para obtener informacion de la composicién quimica y

naturaleza de un material o muestra.
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1.1. SENSORES QUIMICOS

Un sensor es un dispositivo robusto, portatil y de facil uso capaz de suministrar de
forma continua informacién sobre un parametro fisico (sensor fisico) o sobre la composicion
de los sistemas materiales (sensores quimicos). [3-6]

Los sensores quimicos estan constituidos por dos componentes principales: un
elemento de reconocimiento selectivo y un elemento instrumental, formado basicamente por
un transductor. El elemento de reconocimiento ibnico o molecular, ya sea quimico o
bioldgico, interacciona selectivamente con la especie de interés (analito) generando una
sefial primaria, que lleva la informacion quimica, y que puede ser del dominio térmico,
masico, electroquimico, éptico, etc. El transductor se encarga de transformar la sefial
primaria en una sefial secundaria, mas facil de manipular, generalmente del dominio
eléctrico. Esta sefial, una vez procesada, permite extraer, a través de la calibracion, la
informacion analitica sobre la muestra, en las unidades de interés.

Asi, el proceso analitico puede verse reducido a dos etapas: reconocimiento y
transduccién. En funcion del tipo de elemento de reconocimiento, se pueden diferenciar los
guimiosensores de los biosensores. En los primeros, son compuestos sintéticos (ionoforos,
reactivos selectivos, etc.) los que se encargan del reconocimiento del analito; en cambio, en
los biosensores, este papel lo desempefia algun tipo de material biol6gico, como pueden ser
enzimas, anticuerpos, material genético, receptores quimicos, tejidos, células, etc. Segun el
tipo de transduccidn, existe una gran variedad de sensores quimicos, [7] que son resumidos
en la Tabla 1.1, de acuerdo con la IUPAC. [8]

Tabla 1.1. Tipos de sensores quimicos segin el transductor (sefial primaria que transforma) y

especies que pueden analizar.

Tipo de sensor Sefial primaria Analito
-absorbancia
-reflectancia oH
-luminiscencia b
- : -iones (y metales pesados)
Optico -fluorescencia
-indice de refraccion ~gases
L -moléculas
-efecto optotérmico
-dispersion de luz
electroquimico
(potenciométrico, -potencial -pH
potenciométrico de -intensidad de corriente  -iones (y metales pesados)
electrolito solido, -flujo de corriente de -gases
amperomeétrico, y drenaje a fuente -moléculas

CHEMEFET e ISFET)
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-conductividad
eléctrico -capacitancia -iones
-permitividad eléctrica

masico (piezoeléctrico y de -gases
N - -masa 2 ”
onda acustica de superficie) -liquidos volatiles
" " -moléculas
magneético -efecto paramagnético
-gases
" -moléculas
termomeétrico -calor )
-iones
-propiedades de las
radiométrico radiaciones (rayos X, -moléculas

B.Y)

Los sensores mas ampliamente utilizados son los electroquimicos, los cuales
transforman el efecto de la interaccidn electroquimica entre el analito y un electrodo en una
sefal util. Estos efectos pueden ser estimulados eléctricamente o ser resultado de una
interaccion espontanea en la condicion de corriente cero. Entre este tipo de sensores se
encuentran algunos tan conocidos y utilizados como el de pH, los electrodos selectivos a
iones (ESIs) y los transistores de efecto de campo selectivos a iones (ISFETS).

Los sensores Opticos aprovechan variaciones en las propiedades oOpticas resultado de
la interaccion entre el analito y el elemento de reconocimiento. En funcion de la propiedad
Optica utilizada, pueden clasificarse en sensores de absorbancia, de reflectancia, de
luminiscencia (p.e. fluorescencia), de indice de refraccion, de efecto optotérmico y de
dispersioén de la luz.

La transduccion de los sensores eléctricos esta basada en procesos no
electroquimicos, en los cuales la sefial medida es consecuencia del cambio en las
propiedades eléctricas causadas por la interaccion del analito con el dispositivo.

Los sensores masicos detectan cambios de masa debidos a la acumulacion del analito
en la superficie especialmente modificada del sensor, y los transforman en cambios de
alguna propiedad del material de soporte. Si se emplean ondas acusticas de volumen (BAW,
Bulk Acoustic Waves) la medida se basa en el cambio de su frecuencia de resonancia. En
cambio, si las ondas son superficiales (SAW, Surface Acoustic Waves), la medida es
resultado de cambios en la propagacion de la onda generada en la superficie del material.

En los sensores magnéticos se mide el cambio en las propiedades paramagnéticas del
analito.

Los sensores termomeétricos se basan en los cambios térmicos asociados con
determinadas reacciones quimicas o adsorciones en las que interviene el analito.

Por dltimo, la medida de las propiedades de las radiaciones (rayos X, [, y) es el

fundamento de los sensores radiométricos.
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La aplicacibn de nuevas tecnologias en el campo de los sensores, como la
microelectrénica, o el uso de nuevos materiales, como los polimeros o las cerdmicas co-
sinterizadas a baja temperatura (LTCC, Low-Temperature Co-fired Ceramics) y sus
tecnologias asociadas ha permitido el desarrollo en los Ultimos afios de nuevas
generaciones de dispositivos, cada vez mas miniaturizados en tamafio. La utilizacion de los
sensores, aunque lenta, cada vez es mas patente en muchos dmbitos de la vida cotidiana,
como en medicina (tratamientos médicos, diagndstico, etc.), [9-11] en laboratorios quimicos,
en procesos industriales, [12] en biotecnologia, [13] o en medioambiente. [14,15] De este
modo, la calidad de vida de enfermos se ve mejorada (tests de glucosa), se pueden detectar
y monitorizar vertidos, ahorrar energia, optimizar procesos o disefar sistemas de alarma.

Actualmente, en el desarrollo de los sensores se tiende a incorporar al empleo de las
nanotecnologias, para asi explotar nuevos fendmenos y propiedades de la materia a
nanoescala y extraer informacion de ésta o mejorar las caracteristicas analiticas de los

sensores convencionales ampliando las posibilidades de aplicacién de éstos.

1.1.1. Caracteristicas de los sensores quimicos

La sociedad actual demanda dispositivos sensores cada vez mas pequerios, fiables,
rapidos y que sean capaces de detectar concentraciones cada vez mas pequefas de
analito. Con el objetivo de determinar sus caracteristicas operacionales, se utilizan
diferentes parametros de calidad como son: la precision y la exactitud; la selectividad, que
dependera del elemento de reconocimiento; la sensibilidad, que dependera de la pendiente
de la funcién de respuesta y del intervalo de trabajo; el tiempo de respuesta, que afectara a
la posibilidad de realizar medidas en tiempo real y/o una alta frecuencia de analisis; el
tiempo de vida, que debera ser elevado en aplicaciones de monitorizacion. Este pardmetro
va muy asociado, normalmente, a la estabilidad de la fase sensora ya que suele ser el
componente mas vulnerable; y la reversibilidad del proceso de reconocimiento selectivo,

para viabilizar la reutilizacion del sensor.

Por otro lado, si los sensores quimicos pretenden ser una instrumentacion alternativa a
los grandes equipos empleados en los métodos clasicos de andlisis, éstos deben cumplir,
ademads, los siguientes requisitos:

- Bajo coste: especialmente importante en el caso de instrumentacion desechable.

- Manejabilidad, portabilidad y tamafio reducido: con el fin de poder realizar medidas

in situ y/o con pequefias cantidades de muestra, y sin necesidad de personal

especializado.
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- Robustez: los sensores han de preservar sus caracteristicas operativas frente a

distintos medios, matrices, independientemente de las condiciones ambientales.

1.2. SENSORES OPTOQUIMICOS

Como se ha visto en el apartado anterior, de entre los distintos tipos de sensores
guimicos, existen los que, al interaccionar selectivamente con el analito, generan una sefial
primaria del dominio 6ptico: son los denominados sensores optoquimicos, de los cuales se
ocupa el presente trabajo.

El desarrollo de los sensores Opticos ha sido més tardio que el de los electroquimicos,
debido basicamente a que ha ido ligado a la necesidad de nueva tecnologia para la
fabricacion a bajo coste de componentes Opticos.

Entre los afos 1930 y 1960, se publicaron los primeros trabajos en los que se
presentaban dispositivos que realizaban medidas de luminiscencia, concretamente de
guenching de fluorescencia de indicadores inmovilizados selectivos a oxigeno, [16,17] pero
fue en 1975 cuando Libbers y Opitz por primera vez desarrollaron un sensor optico. [18]

El proceso de transduccion de los sensores optoquimicos se basa en las siguientes
etapas: la conduccion de luz desde la fuente a la muestra 0 a una fase de reconocimiento en
contacto con la muestra, su interaccibn que proporciona como resultado la respuesta
analitica y su conduccion desde ésta hacia el detector, donde es convertida en una sefal
eléctrica (Figura 1.1). [20]

El avance mas importante acaecido en el campo de los sensores Opticos es el
acoplamiento de éstos a fibras dpticas, patentado por primera vez por Hesse en 1974. [19]
Desde entonces, muchos trabajos han sido publicados involucrando fibras oOpticas e
indicadores, [20,21] y en los ultimos afios, éstos han empezado a representar una
alternativa a otros tipos de sensores en aplicaciones como el control de procesos, [22-24] la
guimica clinica, [25] o el analisis de aguas. [26,27]

Entre las multiples ventajas de utilizar fibras Opticas en sensores Opticos, destacan su
gran capacidad de transmision de informacion (posibilidad de desarrollo de multisensores)
con bajas pérdidas, y su flexibilidad y versatilidad, posibilitando facilmente la miniaturizacién
y el acceso a lugares remotos o peligrosos. [28-31]

El enorme interés que despiertan los sensores opticos se deriva de las ventajas
intrinsecas que éstos ofrecen respecto a sensores basados en otros mecanismos de
transduccién y gue se enumeran a continuacion:

- No requieren una sefal de referencia que hace mas costosa la instrumentacion,

como en el caso de los sensores electroquimicos.
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- Facilidad de miniaturizacién y versatilidad en los esquemas de transduccion.
Adicionalmente, la posibilidad de reemplazar de forma sencilla la parte sensora da
lugar a dispositivos desechables, muy Gtiles en quimica clinica.

- Posibilidad de determinacién de analitos que no pueden ser medidos mediante

deteccion electroquimica

- Ausencia de interferencias eléctricas

- Amplia variedad de aplicaciones cuando son acoplados a fibras 6pticas. Por
ejemplo, su uso es apropiado en el seguimiento in vivo de parametros de interés
clinico, por la facilidad de esterilizacion, por la ausencia de conexiones eléctricas y

por ser un analisis no destructivo. En muchas ocasiones, pueden realizarse

también medidas no invasivas.

Figura 1.1. Mecanismos de interaccion quimica posibles en los distintos tipos de sensores
optoquimicos: medida directa de analitos con propiedades espectroscépicas (1A), tras un proceso de
guimioluminiscencia (1B); medida del resultado de la interaccion de la luz con indicadores y
marcadores inmovilizados en un soporte (2); medida proveniente de un cambio de las propiedades
intrinsecas fisicas o quimicas de una fibra 6ptica como resultado de la presencia de un indicador (3A),

de un analito intermedio (3B), de un elemento de reconocimiento (3C) y del analito (3D). Se indican
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también los componentes basicos de los sensores quimicos 6pticos y su funcion.
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Sin embargo, este tipo de sensores también presentan una serie de inconvenientes,
como los que a continuacién se exponen:

- La luz ambiental puede interferir en la medida. Aunque éste problema es
solucionable aislando convenientemente la zona de reconocimiento o bien usando
fuentes de luz pulsadas.

- Presentan un intervalo lineal de respuesta relativamente pequefio (dos décadas de
concentracion) en comparacion con los electroquimicos.

- La estabilidad de los componentes con propiedades opticas inmovilizados es
limitada, debido a la fotodescomposicién y a la exudacién de la matriz a la
disolucion.

- Los tiempos de respuesta son del orden de minutos en el caso de usar fases de
reconocimiento, ya que la transferencia del analito de la disolucion a la fase viene
controlada por difusion.

Debido a que la mayoria de analitos no presentan propiedades Opticas, gran parte de
los sensores optoquimicos hacen uso de la quimica de indicadores y de métodos de
inmovilizacion de éstos sobre el transductor.

La presente tesis se enmarca en la obtencion de nuevos sensores miniaturizados de
fluorescencia selectivos de iones de aplicacion en quimica analitica, por lo que a lo largo de
este capitulo se hard hincapié, tanto en todos aquellos aspectos relacionados con el
elemento de reconocimiento, como en la instrumentacién necesaria para el desarrollo de

sensores Opticos miniaturizados.

1.2.1. Clasificacioén de los sensores optoquimicos

De las muchas clasificaciones posibles, a continuacion se comentan aquellas

relacionada con los sensores desarrollados en el presente trabajo.

1.2.1.1. Segun la interaccion luz-materia

Distintos procesos pueden tener lugar cuando interaccionan energia y materia,
provocando asi cambios en la intensidad, en la longitud de onda, en la direccion de
transmision o en cualquier propiedad fisica de la radiacion. Segun los diferentes procesos,
existen sensores de absorbancia, Iluminiscencia, reflectancia, dispersion Raman,
interferometria y elipsometria. Estos fendbmenos de interaccion Optica pueden utilizarse en
modo convencional o en modo de onda evanescente (en la zona de penetracion de la luz
entre el nucleo y el revestimiento de una guia de onda o fibra éptica), como en el caso de los

sensores de resonancia de plasmones superficiales o SPR. [32]
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Sensores de absorbancia

La respuesta Optica es debida a cambios en la absorcidn de luz de las especies que se
encuentran en el camino oOptico y se utiliza la transmitancia (fraccion de radiacion incidente
transmitida hacia el detector) como medida experimental. A su vez, la absorbancia se
relaciona con la concentracion de las especies absorbentes a través de la bien conocida ley
de Lambert-Beer. Asi, relacionaremos la sefial obtenida con la concentracién mediante las

siguientes ecuaciones,

A:IogT:Iogl:a[ﬂ)[C 1)

lo

donde A es la absorbancia; T, la transmitancia; lp, la intensidad de luz del haz
incidente; |, la intensidad de luz transmitida; €, el coeficiente de absortividad molar (I-mol
Lem™): b, la longitud del camino 6ptico (cm) y C, la concentracion de las especies
absorbentes (mol-I").

No obstante, no siempre se mantiene la relacion lineal entre absorbancia y
concentracion. En la practica, existen numerosos factores que limitan el cumplimiento
efectivo de la ley, por lo que solo es aplicable en disoluciones diluidas (< 0.01 M). Asi, por
ejemplo, el indice de refraccion de la disolucién se modifica al incrementar la concentracion
y con él también lo hace €, lo que origina errores en la medida. También se han de tener en
cuenta otros problemas quimicos o instrumentales. La posibilidad de que se establezcan
interacciones entre el analito y el disolvente que modifiquen sus propiedades O6pticas;
absorciones inespecificas de la matriz de la muestra; o el uso de luz no estrictamente
monocromatica son algunos ejemplos de problemas que afectan a la viabilidad de la
aplicacion del fenémeno de absorcion de radiacion con fines analiticos. A pesar de todo, la
espectroscopia de absorcion es una de las técnicas mas utilizadas tanto en el andlisis
quimico convencional, [31-35] con multitud de aplicaciones en distintos campos, [36-39]
como en el desarrollo de sensores 6pticos. [40-42] Su sencillez conceptual e instrumental
hace que su implantacién haya sido superior a la de otras técnicas mas sensibles (como la

fluorescencia) y, por lo tanto, mas apropiadas para su uso en sistemas miniaturizados.

Sensores de luminiscencia

Se basan en el fenbmeno de emision de radiacion electromagnética por parte de las
moléculas que, tras absorber energia y pasar a niveles electronicos excitados, emiten
radiacién al volver al estado electronico fundamental. Si la transicion al nivel excitado se

realiza absorbiendo radiacién, el proceso de emision se denomina fotoluminiscencia. Si la
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energia que utiliza la molécula proviene de una reaccion quimica, el proceso de emision se
denomina quimioluminiscencia. Los procesos de fotoluminiscencia se pueden dividir en
fluorescencia y en fosforescencia, segun la naturaleza del estado excitado. Si las moléculas
se relajan desde un estado singlete (electrén apareado respecto el estado fundamental) a
otro singlete, lo cual est4 permitido por la mecénica cuantica, el fenémeno que tiene lugar es
la fluorescencia. Las velocidades de emisién son del orden de 108 s. Por otro lado, si la
relajacion tiene lugar desde un estado excitado triplete (electron desapareado respecto el
estado fundamental) a singlete, se da la fosforescencia. Esta transicibn no esta
cuanticamente permitida, con lo que es mucho mas lenta que la fluorescencia, del orden de
milisegundos a segundos.

Los sensores basados en medidas de fluorescencia son muy sensibles y mas
selectivos respecto a interferencias de matriz, puesto que existen menos moléculas capaces
de emitir luminiscencia que de absorber radiacion. Ademas, respecto a luz parasita es
posible seleccionar tanto la longitud de onda de excitacion como la de emisién. Estas
ventajas, sumadas al gran desarrollo que la instrumentacién Optica ha experimentado en los
ultimos afios en lo relativo a fuentes y detectores miniaturizados y/o guias de onda, han
propiciado un creciente uso de las técnicas luminiscentes. [43,44] En concreto, las medidas
de fluorescencia han encontrado un amplio abanico de aplicaciones en el ambito bioquimico
y medioambiental. [45-47] No obstante, son técnicas que utilizan instrumentacibn mas
compleja que la empleada en los sensores de absorbancia.

Todo sensor luminiscente requiere un cambio en alguna propiedad de la luminiscencia
en respuesta al analito. Este cambio puede ser en la intensidad o en el tiempo de vida de
emision o en la anisotropia del espectro del elemento de reconocimiento. Los posibles
modos de medida se esquematizan en la Figura 1.2 . Los sensores que miden intensidad de
luminiscencia pueden cuantificar directamente el analito si tiene propiedades luminiscentes,
0 bien lo hacen indirectamente midiendo la atenuacién o quenching de la intensidad de

emision de un luminéforo adicional cuando éste interacciona con el analito.



Capitulo 1: INTRODUCCION

Ao
BN
- - 3 pendiente=t
(1] (] o -
S R k7] AN /
(2] [72] c ’ v [
c c o |" 9 ’ \ ]
2 e S \ ]
c b | = \ Il
o2 N/
A B = 7~ TAm
longitud de onda longitud de onda longitud de onda tiempo tiempo
Am 89 _
3
° £
‘D as] - g
5 < - 5
£ i<
Canalito Canalito Canalito Canalito Canalito

Figura 1.2. Cambios espectrales observables en sensores de fluorescencia (arriba) y
correspondientes funciones de calibrado resultantes (debajo). De izquierda a derecha: medidas de
intensidad, de relacién de intensidades, de anisotropia, de tiempo de vida en el dominio del tiempo y

de tiempo de vida en modulacion de fase.

Si la cuantificacion es directa, la intensidad de luminiscencia es proporcional a la
concentracion de la especie luminiscente, segun la siguiente ecuacion:

I=K-lp-P-€-b-C 2

donde | es la intensidad de la radiacidon luminiscente; k, una constante de
proporcionalidad; lp, la intensidad de luz del haz incidente; ®, el rendimiento cuantico
(nimero de fotones emitidos/nimero de fotones absorbidos); €, el coeficiente de
absortividad molar (I-mol*-cm™); b, el camino 6ptico (cm) y C, la concentracién de especie
luminiscente (mol-*). Esta relacién solo se cumple a concentraciones bajas de especie
luminiscente (2.303 €:b-C < 0.05).

En cambio, cuando el analito es un atenuador (quencher) que modifica la intensidad de
fluorescencia que emite un lumin6foro mediante una sola reaccion, su concentracién se
relaciona linealmente con la relacion de intensidades en presencia o ausencia de éste

mediante la relaciéon de Stern-Volmer,

';’=1+st[@] ©)

donde |, es la intensidad de fluorescencia en ausencia de atenuador Q, mientras que |
es la intensidad en presencia de diferentes concentraciones de Q; Ksy es la constante de

Stern-Volmer y [Q] es la concentracién de atenuador, en mol-I™.

10
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Los sensores basados en medidas de intensidad de fluorescencia son los mas
utilizados, pero plantean problemas debido a que la constante irradiacion del fluoréforo, que
constituye el elemento de reconocimiento, provoca su rapida degradacién. Ademas, en
aplicaciones reales también pueden aparecer otras fuentes de disminucion de la intensidad
de fluorescencia distintas a la presencia de analito, como son la absorbancia de la radiacién
emitida por alguno de los componentes de la matriz de la muestra o la dispersién de ésta
por la existencia de turbidez, entre otras. Asi pues, para solventar estos problemas, se han
desarrollado sensores basados en luz pulsada para llevar a cabo la excitacion periddica de
la especie fluorescente. En ellos se mide el tiempo de vida de fluorescencia. [48-53]

Estos sensores determinan el tiempo promedio en el que una molécula permanece en
el estado excitado (tiempo de vida). Existen dos métodos ampliamente usados: el primero
consiste en excitar la muestra con un breve pulso de radiacion y, posteriormente, medir la
disminucion de la intensidad de fluorescencia en funcion del tiempo; y el segundo, en excitar
la muestra con luz sinusoidalmente modulada y calcular el tiempo de vida a partir del
desplazamiento de fase y de la desmodulacién de la emisién. Los datos resultantes pueden
revelar la frecuencia de colisiones de los atenuadores o quenchers (donde se aplica una
ecuacion de Stern-Volmer modificada), la velocidad de transferencia de energia y la
velocidad de reacciones que se dan en el estado excitado. Estos datos son ademas
necesarios cuando se realizan medidas de anisotropia de fluorescencia.

En ocasiones en las que es dificil determinar la concentracion real de luminéforo, por
ejemplo cuando tienen lugar la fotodescomposicion o la exudacion de éste, es util tomar
medidas proporcionales a un cociente. De este modo, la concentracién de analito puede
determinarse por el cociente de intensidades de luminiscencia medidas a dos longitudes de
onda, la de excitaciobn o la de emision. Otra posibilidad es la medida del cambio en la
polarizacién o en la anisotropia de fluorescencia que provoca el analito (existen tanto
medidas en el estado de equilibrio, como resueltos en el tiempo). Las medidas de
anisotropia revelan el desplazamiento angular promedio de un fluoréforo que tiene lugar
entre la absorcion y la subsiguiente emision de un foton. Este desplazamiento depende de la
velocidad y de la magnitud de la difusion rotacional durante el tiempo de vida del estado
excitado que, a su vez, depende de la viscosidad del disolvente. Debido a que la escala de
tiempo de la difusion rotacional de las biomoléculas es comparable al tiempo de atenuacién
de muchos fluoréforos, estas medidas han sido aplicadas al estudio de sistemas

bioguimicos.

11
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1.2.1.2. Segun la fase opticamente activa o elemento de reconocimiento

Debido a que la mayoria de analitos no presentan propiedades Opticas, los sensores
optogquimicos necesitan incorporar un componente que varie alguna de sus propiedades
espectroscopicas con la presencia de analito. En funcién de como se encuentra inmovilizado
este componente en la fase que esta en contacto con el analito, los sensores Opticos se
pueden dividir en sensores basados en fendmenos de superficie 0 en sensores de matriz
tridimensional (bulk optodes). Cada tipo de fase Opticamente activa implica un mecanismo

determinado de reconocimiento y de respuesta.

Sensores basados en fendmenos de superficie

Los componentes con propiedades Opticas que estos sensores incorporan se
encuentran inmovilizados sobre un soporte sélido en contacto con la muestra (Figura 1.3a),
que puede ser, 0o bien una matriz porosa (polimeros, copolimeros, hidrogeles o vidrios), o
bien la superficie de un elemento éptico (guias oOpticas, prismas, metal, etc.). Normalmente
se trata de matrices hidrofilicas activadas con derivados de los clasicos indicadores
colorimétricos solubles en agua. La inmovilizacion del elemento de reconocimiento 6ptico
[54] (por adsorcion fisica, [55,56] mediante interacciones covalentes [57,58] o electrostéticas
[59,60]) puede realizarse a través de métodos mecanicos, [61] por inmersién (dip coating),
[62] o bien por fotopolimerizacion. [63] La respuesta a un analito determinado viene dada por
los equilibrios que se establecen en la interfase del soporte con la disolucion. Estos, a su

vez, estan controlados por las leyes de difusion de Fick y por las condiciones de adsorcién.

Sensores de matriz tridimensional ( bulk optodes)

En este tipo de sensores, los elementos dpticamente activos estan disueltos en una
fase orgénica, que a su vez estd embebida en el interior de una matriz polimérica, formando
asi, una fase homogénea que se denomina comunmente optodo (bulk optode). Una pelicula
de esta fase homogénea (también llamada membrana liquida polimérica) se deposita en una
superficie inerte quedando en contacto con la disolucién (Figura 1.3b). El reconocimiento
del analito implica la transferencia de éste desde la disolucion al interior de la membrana,
mediante un proceso muy parecido a una extraccion liquido-liquido. La entrada del analito
provoca un cambio en las propiedades opticas de un elemento disuelto en ella (indicador).
La respuesta de los optodos selectivos de iones depende de los equilibrios implicados en el
proceso de generacion de ésta. Existen diferentes mecanismos posibles en funcién de la
composicion de la membrana, y mas concretamente, segun el tipo de elemento complejante

gue incorpore como componente selectivo (un portador neutro o cargado [64]), del indicador
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y del analito. La composicion de las membranas sensoras es muy similar a la de los
electrodos selectivos de iones (ESI), ampliamente usados en potenciometria, hecho que ha
facilitado su desarrollo. En el apartado § 1.3 se tratar& mas ampliamente este tipo de
membranas, ya que son las que se utilizaran como elemento de reconocimiento en los
sensores desarrollados en el presente trabajo.

a) b)

2)

(ind]

]
Ind

T soporte
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Figura 1.3. a) Sensores oOpticos basados en fendmenos de superficie. 1) El componente con
propiedades opticas (Ind, indicador) puede estar 1a) unido covalentemente al elemento 6ptico, 1b)
adsorbido en su superficie o bien 1c) unido a ella por atraccion electrostéatica. 2) El indicador esta
atrapado en una matriz porosa. b) Sensor de matriz tridimensional. En este caso el indicador esta
disuelto en una fase homogénea que consta de una matriz polimérica plastificada (con un disolvente

organico).

1.2.2. Instrumentacién de los sensores optoquimicos

La instrumentacién empleada tradicionalmente en los sensores 6pticos, tanto para
realizar medidas de absorbancia como de fluorescencia en la region UV-Vis-NIR, es simple,
ya que consta de componentes Opticos convencionales. En ambos casos, los elementos
basicos son: una fuente de luz, selectores de longitud de onda (en el caso de trabajar con
fuentes de luz policrométicas), guias de onda y un detector. Ademas, muy a menudo se
usan polarizadores, lentes y otros componentes adicionales. Con posteridad a la
transduccién, generalmente se amplifica la sefial como paso previo al procesamiento de los
datos. Aunque utilizan los mismos elementos instrumentales, la diferencia basica entre la
instrumentacion utilizada en las técnicas de absorcién y en las de emision, es la disposicion
de éstos (Figura 1.4). En los apartados siguientes se detallan los componentes y su

configuracion para cada tipo de medida.
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Figura 1.4. a) Esquema y componentes de un espectrofotbmetro y b) de un

espectrofluorimetro.

1.2.2.1. Fuentes de luz

En el mercado existen muchos tipos de fuentes de luz disponibles. [65,66] Para
medidas espectrales de absorcion y de fluorescencia molecular es necesaria una fuente
cuya potencia sea estable con el tiempo y que la radiacion emitida abarque el intervalo de
longitudes de onda adecuado. Por otra parte, para medidas a una longitud de onda
determinada, sera conveniente el uso de una fuente lo mas monocromética posible. Asi,
para poder escoger la fuente de luz adecuada para cada tipo de medida o de sensor, habra
gue tener en cuenta sus caracteristicas. Ademas de la potencia de emisién de la fuente y la
anchura de banda de la radiacion hay otras caracteristicas importantes a considerar, como
son la estabilidad, el tamafio, el tiempo de vida, el calentamiento, el ruido y la coherencia.
Las fuentes de luz pueden ser de espectro continuo o de lineas. También se pueden utilizar
fuentes monocromaticas (laseres) o LEDs (diodos emisores de luz).

Existen dos tipos de fuentes de radiacién continua: las incandescentes y las de arco.
Ambas son de baja intensidad, de tamafio grande y emiten luz blanca, con lo que se usan
junto con selectores de onda.

Las fuentes incandescentes son aquellas en las que la resistencia al paso de corriente
a través de un filamento provoca el calentamiento de éste hasta la incandescencia y la
consiguiente emision de luz. Son poco eficientes, solo un 10% de la energia disipada es en

forma de radiacion, su tiempo de vida es corto y la emision depende del voltaje de la fuente
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de alimentacién. Ademas, su emision en la region UV es baja. Sin embargo, son las mas
simples y baratas. En la region del visible y del NIR, las més utilizadas son las de tungsteno
(350-2500 nm).

Las fuentes de arco se basan en la generacion de un arco eléctrico a través de un gas,
gue puede estar a alta o baja presion. Como producto de la recombinacion de electrones
con los &tomos de gas ionizados (resultado de la colisiébn del gas con los electrones que
fluyen a través del arco), emiten luz continda. Los gases mas empleados son el deuterio
(lampara de baja presion, atil para medidas en el UV, ya que emite luz continua de 160 a
375 nm) y el xendn (la mas versatil y que emite luz continua de 250 a 700 nm, con lineas
agudas cerca de 450 nm y por encima de los 800 nm). Su intensidad de emision es superior
a las incandescentes.

Las fuentes de lineas como las de vapor de mercurio emiten un numero de longitudes
de onda discreto aunque presentan una intensidad de emisién muy elevada.

Todas las fuentes descritas hasta ahora tienen un amplio uso en sistemas
convencionales de medida de absorcién y emision molecular, pero, en general, no se

pueden pulsar, ni su amplitud se puede modular.

Laseres

Los laseres, acronimo inglés de light amplification by stimulated emission of radiation
(amplificacion de luz por emision estimulada de radiacion), son fuentes de radiacion basadas
en el principio de la emisién inducida o estimulada, para generar un haz de luz coherente. A
este efecto, necesitan de un medio activo, capaz de generar el laser. El material base para
su obtencion puede ser: (1) un cristal sélido como el rubi; (2) un semiconductor como el
GaAs; (3) una disolucion de un colorante orgénico (dye lasers), o bien (4) un gas como Ar o
Kr.

En la generacién de un laser se producen cuatro procesos basicos: bombeo, emision
espontanea de radiacidon, emisién estimulada de radiacion y absorcién.

Debido a su principio de funcionamiento, los laseres emiten radiacion muy intensa,
monocromatica (anchos de banda de 0.01 nm o menos) y coherente. Ofrecen también una
gran estabilidad y larga duracion. Debido a estas caracteristicas, su utilizacion como fuentes
de luz en las regiones UV-visible e IR del espectro electromagnético se ha incrementado
notablemente.

De entre los laseres existentes, destacan el de He-Ne (543.5 nm y 632.8 nm), como
laser que utiliza &tomos neutros como especies activas (siendo éste de los mas utilizados,

por su bajo coste y reducido tamafo); el de Ar-Kr (351.1, 475.9, 488.0 y 514.5 nm), que
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utiliza iones como especies activas; el de CO, o N,, para el infrarrojo; y sobre todo los
laseres de diodo (o diodos laser). Estos ultimos son los més utilizados en los dltimos afios
debido a que presentan un tamafio y costes de fabricacion reducidos. Son laseres
construidos con materiales semiconductores y presentan ademas las propiedades y
caracteristicas de los diodos eléctricos. Su aplicaciébn masiva en comunicaciones épticas y
en electrénica de consumo (escaneres, impresoras, CDs) ha facilitado el abaratamiento de
los costes de fabricacion y su miniaturizacion. La longitud de onda de emisién depende del
semiconductor utilizado; por ejemplo, el laser de GaAlAsP emite a 670 nm y el de GaAlAs lo
hace a 780 nm. Ademas, como ventajas adicionales, su amplitud puede modularse a varios
gigahercios (gran ancho de banda), la emisidon puede ser pulsada y su acoplamiento a fibras
Opticas es sencillo.

Finalmente, aunque en los Ultimos afios el nimero de dispositivos laser desarrollado
se ha ampliado notablemente, la mayoria de ellos todavia tienen un tamafio demasiado
grande para aplicaciones portatiles o en campo, que es uno de los propositos del empleo de

sensores quimicos y sobretodo un coste que dificulta su uso generalizado.

LEDs

Un LED, acronimo inglés de light-emitting diode (diodo emisor de luz), es un
dispositivo semiconductor (diodo) que emite luz espontdneamente cuasi monocromatica y
no coherente cuando se polariza directamente la union p-n y circula por él una corriente
eléctrica.

La banda de longitudes de onda que emite, y por lo tanto su color, depende del
material semiconductor utilizado (de la separacion energética de los materiales que
conforman la unién p-n), pudiendo variar desde el ultravioleta, pasando por el visible, hasta
el infrarrojo. Los LEDs convencionales estan fabricados con materiales semiconductores
inorganicos. La anchura espectral de la luz que emiten es de unos 20-40 nm. Son fuentes de
pequefio tamafio, pueden acoplarse a fibras dpticas y, debido a su producciéon en masa, son
muy econdmicas. Por ello se usan ampliamente para el desarrollo de sensores 6pticos. Sin
embargo, estos dispositivos presentan algunas limitaciones, como son el efecto de la
temperatura en su emision, su tiempo de vida relativamente corto y el limitado nimero de
longitudes de onda accesibles. Aunque actualmente se estan comercializando ya algunos

LEDs en UV, los mas comunes emiten entre 450 nm y el NIR (infrarrojo cercano).
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1.2.2.2. Selectores de longitud de onda

El uso de fuentes de radiacion continua hace necesario el empleo de dispositivos
selectores de longitud de onda (monocromadores, filtros, etc.) capaces de limitar la anchura
espectral de la radiacion involucrada en un analisis espectroscopico. Esta condicion es
imprescindible para viabilizar una aplicacion adecuada de la ley de Lambert-Beer.
Principalmente, existen dos tipos de selectores de onda: los monocromadores y los filtros
oOpticos.

Los monocromadores dispersan la luz blanca o policromatica en varios colores o
longitudes de onda mediante prismas o redes de difraccion. Son componentes basicos para
la seleccibn de la longitud de onda tanto en espectrofotbmetros, como en
espectrofluorimetros (con un monocromador de excitacion y otro de emision) (Figura 1.4).
Sin embargo, éstos no son adecuados para aplicaciones analiticas que usen sensores
debido a su gran tamafio y alto coste.

En el campo de los sensores, se usan los filtros Opticos para mejorar la sefial de
salida, cuando el objetivo es la construccion de instrumentacion compacta y a una longitud
de onda fijada y preestablecida. De acuerdo con la region del espectro que transmiten y que
atenlan se pueden clasificar en: filtros de corte (cut-off filters) con transmitancias del 100%
en una zona del espectro y nulas en el resto, disminuyendo rapidamente a partir de una
longitud de onda y en filtros de paso de banda (band pass filters) que Unicamente transmiten
un intervalo de longitudes de onda. Ambos se pueden combinar. Ademas, existen también
los llamados filtros de rechazo (notch filters), que rechazan la luz a una determinada longitud
de onda y transmiten el resto, siendo asi Uutiles para eliminar la luz dispersa.

Entre los filtros Opticos, segun su principio de filtrado, se pueden distinguir los de
absorcion y los de interferencia (también denominados de Fabry-Perot). Los de absorcién
consisten generalmente en un vidrio coloreado que absorbe ciertas longitudes de onda y
acostumbran a tener un ancho de banda entre 30 y 250 nm. Generalmente se usan en la
region del visible y aunque de menor calidad que los de interferencia, son efectivos, muy
versatiles y baratos. [67]

Los filtros de interferencia son constituidos por un dieléctrico transparente (CaF, o
MgF,) entre dos peliculas metalicas semitransparentes, colocados a su vez entre dos placas
de vidrio. El grosor del dieléctrico determina la longitud de onda transmitida y el
funcionamiento de estos filtros se basa en el principio de las interferencias Opticas. Los
anchos de banda caracteristicos oscilan entre un 1.5 y 0.5% de la longitud de onda de

transmitancia de pico.
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1.2.2.3.Guias de onda

Una guia de onda es cualquier estructura fisica (que puede ser cilindrica o plana, de
vidrio 0 de plastico) que confina y conduce las ondas electromagnéticas, mediante el
fendmeno de reflexion interna total. Este fendmeno tiene lugar cuando la radiacion, que
atraviesa un medio de indice de refraccion n, (ntcleo) mayor que el indice de refraccion n,
del material que lo recubre (revestimiento), no es capaz de atravesar la interfase entre
ambos medios, reflejandose completamente. La radiacion queda confinada en el ndcleo, y
por reflexiones sucesivas se propaga por su interior. Este fendmeno sélo se produce para
angulos de incidencia superiores a un cierto valor critico, el angulo critico 8.. La radiacion
que incide en la interfase con angulos menores que el angulo critico se refracta, no
propagandose asi a través de la guia. Este angulo determina también el cono de aceptacion
de una fibra, a menudo expresado como la apertura numérica (NA). Un valor de apertura
numeérica alto permite introducir luz en la guia que incide desde trayectorias de entrada
bastante diferentes, pero, a su vez, provoca un aumento de la dispersion de luz.

Por lo que a su configuracion se refiere, las guias son versatiles y las mas usadas en
sensores Opticos son las cilindricas (capilares y fibras O&pticas) y las planas. Nos
centraremos en las fibras épticas, que son las directamente relacionadas con el presente

trabajo.

Fibras Opticas

Estan constituidas por hebras cilindricas y finas de vidrio, plastico o silice fundida
(segun su aplicacién) de diametros entre 0.05 um y 0.6 cm. Las de vidrio de SiO, se
emplean para transmitir luz en la region UV-vis-NIR; las de vidrio de fluoruros metéalicos en
la region IR; y las de plastico (p.ej. de policarbonato, poliestireno, polimetilmetacrilato) son
de aplicacion en el visible y se usan mucho en el &mbito clinico. [68]

Segun si pueden soportar un Unico modo de transmision o varios, se distinguen las
fiboras monomodo y las multimodo. Las fibras en las que se puede propagar sélo un modo de
transmision, con didmetros inferiores a diez veces la longitud de onda de la luz que se
propaga, son las monomodo. En cambio, las fibras multimodo, con nucleos mayores a 10
MM, soportan mas de un modo de propagacion, debido a que tienen mayor NA. A mayor
angulo de aceptacion, mas radiacién puede reflejarse en la guia con distintos angulos de
reflexiébn, viéndose limitada la capacidad de transmisién de informacion. Las fibras
multimodo son mas apropiadas para transportar altas potencias a distancias cortas y
también son las mas utilizadas en sensores 6pticos. El extremo de una fibra puede ademas

soportar la zona sensora o elemento de reconocimiento, o bien ésta puede disponerse

18



Capitulo 1: INTRODUCCION

lateralmente entre ndcleo y revestimiento, como es el caso de los sensores basados en

onda evanescente.

1.2.2.4. Detectores

Para medir la radiacion en sensores Opticos, se usan fotodetectores, los cuales
generan una corriente eléctrica proporcional a la intensidad de radiacion que reciben. Los
fotodetectores, [69] segun su funcionamiento, se pueden dividir en tres categorias: 1)
detectores fotoeléctricos o cuénticos, que responden a fotones individuales; 2) detectores
coherentes, que operan en la interaccion del campo eléctrico de la radiacion incidente con
un oscilador local; y 3) detectores térmicos, que responden al calor (radiacion infrarroja) y
gue generalmente son usados como medidores de potencia (potencia media de la radiacién
incidente).

Los detectores de fotones generan directamente una sefial eléctrica como resultado de
la interaccién de éstos con una superficie activa capaz de absorber radiacibn. Son muy
usados para medir las radiaciones ultravioleta, visible o infrarroja cercana. Asi, a
continuacion se describen mas detalladamente los dos tipos basicos de detectores de

fotones: los fotoemisores y los fotoconductores.

Fotoemisores

En estos dispositivos, la energia absorbida causa la emision de electrones y el
desarrollo de una corriente eléctrica. Un ejemplo de éstos son los fototubos de vacio y los
tubos fotomultiplicadores.

Los fototubos consisten en un &nodo de filamento y un cétodo semicilindrico
herméticamente encerrados al vacio en un receptaculo transparente y conectados a un
circuito auxiliar. La superficie concava del catodo mantiene una capa de material fotoemisor,
qgue al ser irradiado tiende a emitir electrones. La fotocorriente inducida por la radiacion
origina una caida de potencial a través de una resistencia, que se amplifica y se mide. La
sensibilidad e intervalo de longitudes de onda util dependen del material de construccion del
catodo. Asi, los fototubos comerciales usan una gran variedad de superficies emisoras, que
se dividen en: altamente sensibles, sensibles al rojo, sensibles al ultravioleta y de respuesta
plana.

Los tubos fotomultiplicadores, muy similares a los fototubos aunque presentan ventajas
significativas para la medida de potencias radiantes pequefas. La superficie catddica es de

composicion parecida a la de los fototubos, pero a diferencia de éstos, incluyen unos
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electrodos adicionales, los dinodos, los cuales son los responsables de la amplificacion. Su
respuesta es rapida y son muy sensibles a las radiaciones ultravioleta y visible. Debido a la
alta corriente de oscuridad originada en gran parte por la emision térmica, a menudo
incorporan un sistema de refrigeracion. Una limitacion de estos dispositivos es que solo
pueden medir radiacion de baja potencia, ya que la luz intensa provoca dafios irreversibles
en la superficie fotoemisora. Consecuentemente, han de estar aislados de la luz. Respecto a
su aplicacion, son detectores muy utilizados en espectrofotometros convencionales, pero al
ser de gran tamafo y alto coste, no resultan adecuados para el desarrollo de sensores

miniaturizados. Ademas, requieren de una fuente de alimentacion de alta tension.

Fotoconductores

En los detectores fotoconductores, la radiacion incidente promociona electrones a las
bandas de conduccién, aumentandose asi la conductividad, que es medida para llevar a
cabo la deteccion. Pertenecen a este tipo de detectores:

1) las células fotovoltaicas, en las que la energia radiante genera una corriente en la
interfase entre una capa semiconductora y un metal. Se usan para medir la radiacion de la
region visible.

2) los detectores de fotoconductividad, en los que la absorcion de la radiacién por un
semiconductor produce electrones y huecos, originando un aumento de conductividad. Es
decir, las resistencias del semiconductor disminuyen cuando se absorbe radiacion. Alcanzan
su maxima sensibilidad en la regién del infrarrojo cercano (0.75-3 um).

3) los fotodiodos, en los que los fotones aumentan la conductancia a través de una
unién p-n de polarizacién inversa (fotodiodos PIN). Los materiales mas comunes en la
fabricacién de los fotodiodos son el silicio (300-1000 nm), el germanio, InGaAs, InAs y InSb.
Son mas sensibles que un fototubo de vacio, pero menos que un tubo fotomultiplicador. Su
pequefio tamafo y rapida respuesta en un amplio intervalo de longitudes de onda los hace
muy interesantes en la construccién de sensores, miniaturizados y portéatiles. Con el tiempo,
en muchas aplicaciones, los fotodiodos (y dispositivos mucho mas sofisticados [70]) han ido
suplantando a los detectores de fotoconductividad. Actualmente, el uso de series lineales de
diodos (diode arrays) [71] o de series de diodos en una matriz bidimensional (dispositivos de
carga acoplada o Charge-Coupled Devices, CCD) [72] posibilita la deteccion multiple y

simultanea de varias longitudes de onda.
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1.3. LOS SENSORES OPTOQUIMICOS BASADOS EN OPTODOS

Los sensores optoquimicos basados en optodos son aquellos en los que la fase
reactiva es una matriz polimérica en la que estan disueltos tanto los componentes
Opticamente activos, como los elementos de reconocimiento selectivo. Estos dispositivos
surgieron alrededor de los afios 80 de la idea de aplicar las membranas selectivas utilizadas
en los electrodos selectivos de iones (ESIs o ISEs) en el desarrollo de sensores con
transduccion 6ptica. Anteriormente, los ESIs se habian desarrollado explotando la aparicion
de un potencial de membrana como resultado del transporte selectivo de iones hacia el
interior de una fase homogénea inmiscible en agua (membrana). Este transporte selectivo
de iones es inducido por determinadas moléculas denominadas ionoforos, mimetizando las
membranas bioldgicas. En los ultimos 50 afios, con el fin de aplicar este tipo de membranas,
se han estudiado y obtenido multitud de compuestos transportadores selectivos a distintos
iones. De este modo, los ESIs han evolucionado hasta ser una técnica analitica rutinaria.
[73,74]

En los sensores optoquimicos basados en el uso de este tipo de membranas, el analito
es extraido al interior de una membrana homogénea, hidrofébica e inmiscible en agua,
mediante el uso de transportadores selectivos hasta alcanzar el equilibrio termodindmico
entre ambas fases. Este proceso altera la composicion de la membrana provocando
indirectamente un reajuste de los equilibrios en los que interviene una especie auxiliar con
propiedades espectroscopicas, que es la que, en definitiva, permite una transduccién optica
de la sefial.

Por lo que a las membranas oOpticas de matriz tridimensional se refiere, se encuentran
descritos en la bibliografia diferentes sensores selectivos de distintos analitos. En general,
son cationes (como son H*, Na*, K*, Mg®*, Ca** o0 metales pesados) y aniones inorganicos
(p. €j. ion bicarbonato, nitrato, fosfato, CI" y sulfito), aunque también existen sensores de

especies neutras (CO,, NHs;, H,O, alcoholes y SO,) y de compuestos organicos ionicos.

1.3.1. Componentes basicos de los optodos

El optodo, que es el elemento de reconocimiento de un sensor, es la parte que
proporciona selectividad hacia un analito. Ademas determinara otros parametros analiticos
como son la sensibilidad, el tiempo de vida y el intervalo de trabajo. Basicamente, esta
compuesto por una matriz polimérica plastificada, un iono6foro, un cromo(fluoro)foro (en el
caso de que el ion6foro no posea propiedades Opticas) y aditivos iGnicos.

El primer estadio en el disefio de un sensor para un analito determinado consiste en la

eleccion del ionéforo a integrar en el optodo 0 membrana selectiva. Este paso es previo a la
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definicion de la composicion global de la membrana. A continuacion, es preciso fijar el resto
de componentes, su cantidad y la proporcién entre ellos. Al fijar dicha composicién, se han
de tener en cuenta aspectos como: el tipo de medida a realizar; los equilibrios posibles entre
el analito y los componentes de la membrana, el tipo de muestra y su matriz, y finalmente, la
instrumentacion disponible. Una vez formulada y optimizada la membrana, teniendo en
cuenta en todo momento la aplicacion final, habra que integrarla junto al transductor
teniendo en cuenta las caracteristicas y configuracion de éste.

En este apartado se tratan mas detalladamente los componentes de un optodo.

1.3.1.1. La matriz

La matriz es el medio donde se disuelven los responsables de la respuesta quimica
selectiva de un sensor optoquimico (ionéforo, cromo(fluoro)foro y aditivos). Es la encargada
de conferir a la fase reactiva las propiedades fisicas adecuadas, como son la estabilidad
mecanica y la elasticidad, ademés de una relativamente alta movilidad de sus componentes.
Con este objetivo, la matriz generalmente estd compuesta por un 33% en peso de polimero

(habitualmente, cloruro de polivinilo, PVC) y un 66% de plastificante.

Polimero

En un principio, el polimero era sélo considerado como una matriz inerte, pero
actualmente es bien conocida la importancia de la presencia en él (y en otros componentes
de la membrana) de impurezas i6nicas, sin las cuales la membrana no ofrece respuesta. El
polimero mas utilizado es el cloruro de polivinilo, PVC, y aunque la naturaleza de las
impurezas del PVC comercial no esta especificamente determinada, se conoce la presencia
de grupos sulfato y sulfonato, provenientes de residuos de emulsionantes y que no estan
unidos covalentemente al polimero. Segun el origen del PVC, se pueden encontrar otras
impurezas, como sales de cationes lipofilicos.

Si bien las membranas de PVC son una opcion econémica y de facil construccion,
éstas presentan baja adherencia a la superficie de los materiales semiconductores
(compatibles con la tecnologia microelectronica) y, con el tiempo, frecuentemente sufren
exudacion de los componentes, que migran gradualmente hacia la solucion. ElI PVC tiene
una temperatura de transicion vitrea (T,) alrededor de los 80°C, haciéndose necesaria la
adicion de un plastificante, ya que los polimeros aptos para su uso en matrices sensoras
deben tener una T, por debajo de la temperatura ambiente. Como alternativa, se han
empleado polimeros con Ty inferiores, mas blandos, que no necesitan de plastificante. Un

ejemplo son los poliuretanos blandos, las siliconas, el cloruro de polivinilideno y los
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polisiloxanos, pero presentan el inconveniente de no poder modular su selectividad i6nica
cambiando el plastificante.

Asimismo, para mejorar su adherencia a superficies polares, se ha utlizado PVC
modificado quimicamente con grupos amino, hidroxilo y carboxilato. Otras alternativas son el

uso de distintos tipos de matrices como el Nafion® o bien matrices fotocurables.

Plastificante

El plastificante (0 disolvente mediador) es un disolvente organico de alto punto de
ebullicion e inmiscible en agua, cuya funcién en las membranas 6pticas es la formacion de
una disolucion homogénea y estable en la que se encuentren disueltos el resto de
componentes y, de esta forma, junto con el polimero, dotar a la membrana de una
estructura. El plastificante, ademas, debe ser compatible fisicamente con el polimero: debe
ser quimicamente inerte, lipofilico, para evitar la migracién de los componentes hacia la
disolucion y debe asegurar la movilidad de sus constituyentes. Para poder conferir todas
estas caracteristicas a los optodos, es necesario que el plastificante se encuentre en la
membrana en gran proporcion y en estado liquido, presentando una adecuada viscosidad.
La lipofilicidad y la constante dieléctrica son dos de los parametros que definen un
plastificante y que hay que considerar al formular un optodo. La lipofilicidad se refiere a la
capacidad de un compuesto quimico de disolverse en solventes apolares (y en lipidos).
Indica la afinidad por una fase orgénica frente a una acuosa, dando idea de la distribucion
de un compuesto entre ambas fases. La constante dieléctrica (¢, ) es una medida de la
polarizabilidad de una molécula y el valor de ésta depende de muchos factores, como el
peso molecular, la geometria de la molécula, o el tipo de interacciones que presente.

Ademas, el plastificante tiene la capacidad de modular la selectividad, el intervalo de
respuesta y el tiempo de vida de las membranas, debido al efecto sobre la respuesta idnica
que tienen algunas de sus propiedades (como son la polaridad, la capacidad coordinante y
la de formacion de pares ionicos). Un ejemplo de la influencia de la polaridad del
plastificante sobre la selectividad de la membrana es la preferencia que se ha observado por
parte de los solventes mas polares a los iones divalentes respecto a los monovalentes. En
otras ocasiones, la influencia sobre la respuesta no solo se explica por la polaridad del
disolvente, sino que también entra en juego la capacidad coordinante de éste. Asi, en un
optodo selectivo a protén que funciona por intercambio catiénico de Na* y H*, se obtiene un
limite de deteccién inferior (y por lo tanto, un intervalo de respuesta menor), al emplear el
disolvente polar éter de o-nitrofeniloctilo en lugar del apolar sebacato de bis(2-etilhexilo), y

esto se explica por la alta capacidad coordinante de éste ultimo.
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Los plastificantes usados en optodos son los mismos que los utlizados en la
preparacion de ESIs, [75-77] siendo los adipatos, sebacatos, ftalatos (g, = 4-5) y
nitroaromaticos (g, = 24) los méas habituales. Los mas comunes en optodos son el sebacato
de bis(2-etilhexilo), el sebacato de dibutilo, el fosfato de tris(2-etilhexilo) y el éter de o-
nitrofeniloctilo, aunque éste Ultimo es a menudo sustituido por el éter de o-trifluorometiloctilo
que es incoloro, y mas apropiado en la construccién de optodos basados en absorbancia (no

presenta interferencias).

1.3.1.2. lon6foros

Los ionoforos o portadores de iones son agentes complejantes lipofilicos capaces de
unirse reversiblemente a iones. Se denominan portadores de iones debido a que catalizan el
transporte i6nico a través de membranas hidrofébicas, aumentando la permeabilidad de
éstas. Pueden ser especies cargadas (ion6foros cargados) o neutras (ion6foros neutros).
Los primeros ionoforos neutros usados en los ESls fueron los antibioticos, [78-80] como por
ejemplo, la valinomicina, [81] la cual se demostr6 que inducia el transporte de potasio al
interior de membranas biolégicas mediante procesos de reconocimiento molecular. Estos
procesos se basan en la complementariedad de forma y tamafio de la cavidad del receptor
con los de la molécula que reconocen, asi como de la estereoquimica, principalmente, de
los lugares de unién receptor-sustrato. La presencia de grupos que faciliten interacciones
moleculares no covalentes de atraccién (puentes de hidrégeno, dipolo-dipolo) también es
decisiva en estos procesos. Los ionéforos neutros, que son principalmente compuestos
macrociclicos como éteres corona, criptandos, calixarenos o quelatos, son los mas
utilizados. [82] Pero no solo las moléculas que pueden formar complejos son capaces de
actuar como ionoéforos: cualquier reaccion reversible que implique la formacion de enlaces
covalentes puede ser valida si el equilibrio se establece suficientemente rapido. Es el caso
de &cidos y bases débiles lipofilicos, que pueden emplearse como ion6foros selectivos a
proton.

En un sensor quimico, y en general en membranas selectivas a iones (ESIs y
optodos), la funcion del ion6foro es esencial: consiste en reconocer al analito selectivamente
y transportarlo al interior de la membrana. Con esta finalidad, los requisitos que ha de
cumplir un ionoforo son:

- alta lipofilicidad, para ser estable en la membrana hidrofébica y no exudar

- alta selectividad respecto al analito

- presentar constantes de formacion del complejo analito-ion6foro y constantes de

distribucion de las especies entre fase acuosa y membrana apropiadas
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- comportarse independientemente del pH (excepto en los ionéforos de protdn)

- unirse al analito reversiblemente

Generalmente, los optodos contienen aproximadamente un 1% de ionéforo, pero tanto
la cantidad de éste, como su proporcién con el cromo(fluoro)foro y el aditivo idnico han de

ser cuidadosamente ajustadas para asegurar una optima respuesta al analito.

1.3.1.3. Cromo(fluoro)ionoforos

Los cromo(fluoro)ionéforos son transportadores de iones capaces de presentar
cambios en sus propiedades 6pticas al interaccionar con el analito. Su estructura quimica
incluye una zona de reconocimiento enlazada a un grupo croméforo o fluoréforo. Un grupo
cromoéforo es una regién molecular donde la diferencia energética entre dos orbitales
moleculares cae dentro del espectro visible, y la cual es responsable de su color.
Normalmente se trata de un sistema 11 conjugado. Cuando el analito es reconocido, este
sistema electrénico 1 se ve modificado, lo que provoca un cambio en las propiedades
espectrales (absorcion UV-Vis o fluorescencia) del cromo(fluoro)ionoforo). En definitiva, éste
es un proceso de transduccién, donde la informacién quimica se transforma en una sefal
Optica. Las caracteristicas que un cromo(fluoro)ion6foro deberia tener para su uso en
optodos son las mismas que las descritas para un ionoforo (apartado § 1.3.1.2) y ademas,
presentar una gran variacion de sus propiedades 6pticas en el intervalo de concentraciones
de trabajo del analito. Si se emplea un cromo(fluoro)iondéforo, es deseable que sus maximos
de absorcion asociados a la interaccion con el analito estén lo mas separados posible y que
su coeficiente de absortividad molar sea elevado, para asegurar una alta sensibilidad. En el
caso de un fluoroiondforo, es deseable un gran desplazamiento de Stokes, para que la luz
de excitacién no interfiera en la medida de la luz de emision, y un rendimiento cuéntico alto
para obtener una méaxima eficiencia. Finalmente, si la longitud de onda de su banda de
excitacion coincidiera con la de emisién de una fuente comercial miniaturizada como son los
LEDs o laseres de diodo, representaria una gran ventaja en cuanto a la obtencion de
sensores mas compactos y de bajo coste.

La formulacién méas sencilla de optodos corresponde a membranas selectivas a proton,
que contienen un solo elemento de reconocimiento selectivo, que a su vez posee
propiedades o6pticas, es decir, un cromo(fluoro)ionéforo. Estos son indicadores de pH
lipofilicos (acidos o bases débiles), la forma protonada y desprotonada de los cuales
presentan diferencias en sus propiedades o6pticas. Su pK, en membrana define los limites

del intervalo de medida del optodo.
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Para analitos distintos del protdén es dificil encontrar cromo(fluoro)ionéforos con una
selectividad y reversibilidad adecuadas. Una alternativa que permite soslayar este problema
consiste en utilizar conjuntamente un cromo(fluoro)ionéforo selectivo a protdn, cuyos
equilibrios de protonacion/desprotonacion se vean afectados por la interaccion selectiva del

ion6foro con el analito.

1.3.1.4. Aditivos idnicos

Los aditivos i6nicos son iones lipofilicos, que se pueden utilizar para favorecer los
procesos de transferencia del analito desde la disolucion hacia la membrana. Aunque en
principio no son imprescindibles para el funcionamiento de las membranas basadas en
transportadores neutros, mejoran las caracteristicas de respuesta de los sensores. [40,83-
85] Estos compuestos catalizan el transporte selectivo del analito desde la fase acuosa a la
membrana, mejoran la selectividad de la respuesta (si el ion primario posee més carga que
los interferentes), ayudan a mantener la electroneutralidad necesaria en la membrana y
reducen la resistencia eléctrica que ésta ofrece.

En membranas que contienen transportadores neutros, los aditivos lipofilicos
adecuados son los de signo contrario al analito a medir. En cambio, en membranas basadas
en transportadores cargados, los aditivos han de ser de igual carga que el analito.

Los aditivos lipofilicos aniénicos mas empleados son los derivados del tetrafenilborato
de potasio, mientras que los aditivos lipofilicos cationicos suelen ser sales de

tetraalquilamonio, como el bromuro de tetraoctilamonio (Figura 1.5). [40,86]

a) R1
R R
2 2 R: R, acréonimo
Re Ro H H TPB’
] Cl H TpCIPB
R " R H CF; TFPB
H C(CF3;)OCH; HFPB
R> R2
Ry Ry
R1
b) R, R, acrénimo
Re CHs (CH,)1;,CH; TDDMA"
R (CH2)1CH; (CHp)uCHs  TDDA®
R2 (CH2)11CH3  (CHy)13CH3 TOA"

Figura 1.5. Estructura de algunos aditivos aniénicos a) y aditivos catiénicos b) mas

comunmente utilizados en membranas selectivas a iones (en ESIs y en optodos).
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1.3.2. Mecanismos de respuesta de los optodos

Como se ha visto hasta ahora, si bien las membranas potenciométricas y los optodos
poseen composiciones analogas, el principio de respuesta es muy distinto.

A diferencia de los ESls, en los que la diferencia de cargas en la interfase genera el
potencial de membrana, en los optodos, la respuesta viene determinada por el intercambio
de iones entre la disolucion y la membrana hasta llegar a un equilibrio, Debido al tiempo
requerido para la difusion del analito en el seno de la matriz, el tiempo de respuesta
aumenta con el grosor de la membrana. Un factor que condiciona el mecanismo a través del
cual se genera la respuesta de la membrana es el mantenimiento del principio de
neutralidad en el seno del optodo. Para optodos que incorporan un ionoforo, un
cromo(fluoro)ion6foro y un aditivo iénico, y dependiendo de las cargas de las especies
involucradas en los equilibrios de transferencia, se han propuesto dos tipos de mecanismos
de respuesta distintos: [40]

a) el intercambio simultdneo de iones (catiénico o anidnico) entre la disolucion y la

membrana.

b) la coextraccion simultanea de aniones y cationes desde la disolucién a la
membrana.

Ambos mecanismos contemplan las posibles cargas de todos los componentes del
optodo, asi como la extraccion de cationes y aniones por parte de los ion6foros para formar
complejos de cualquier estequiometria.

Teniendo en cuenta los equilibrios que estos mecanismos implican, pueden derivarse
expresiones matematicas que permiten describir la respuesta de los optodos. Estas
expresiones se basan en una serie de premisas: [87]

- la membrana est4 en contacto por un lado con la disolucién y por el otro con un

soporte solido, que es inerte e impermeable.

- los optodos son sistemas reversibles y cuando se alcanza el equilibrio no existen
gradientes de concentracion. Ademas, el analito en la membrana esta
completamente complejado por el ion6foro y no hay pérdidas de los componentes
de la membrana hacia la disolucion.

- los componentes de la membrana no agregan y la estequiometria de los complejos
formados no varia.

- no se tienen en consideracion las posibles impurezas presentes en la membrana a
la hora de plantear los equilibrios posibles.

- el espesor de la interfase membrana-disolucién es pequefio comparado con el

grosor de la membrana.
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- la composiciéon de la membrana es constante a lo largo de todo el intervalo de
medida, por lo que los coeficientes de actividad se aproximan a la unidad o son
constantes.

- la concentracién de los componentes activos de la membrana es baja (se expresa

como mmol/kg).

A continuacion, se detalla el desarrollo matemético para llegar a la expresion que
permite relacionar la sefial obtenida con la concentracién de analito en los dos tipos de
optodos que han sido desarrollados en el presente trabajo. Uno sigue un mecanismo de
intercambio cationico y el otro de coextraccion idnica. El resto de sistemas posibles pueden

describirse por analogia.

1.3.2.1. Mecanismo de intercambio catiénico

El modelo de intercambio cationico mas descrito permite explicar el comportamiento de
un optodo que consta de: un ion6foro neutro (I) selectivo a un ién de carga positiva z (M*);
de un cromo(fluoro)ionéforo catiénico de proton (CH") y de un aditivo anidnico lipofilico (R).
El analito M** es extraido selectivamente por el ionéforo de la fase acuosa a la membrana,
formando el complejo (MI*") y provocando la salida de un protén del cromo(fluoro)ionéforo
[CH] para mantener la electroneutralidad de la membrana. [40,87] Como indicador de pH, el
cromo(fluoro)ionéforo protonado [CH'] tiene propiedades o6pticas diferentes a la forma

desprotonada (C), lo cual es detectado como respuesta al analito (Figura 1.6).

@) (b)

disolucion membrana disolucion membrana

Figura 1.6. Esquema de una membrana de intercambio cationico. M** es el analito, | el
ionéforo, CH™ el cromo(fluoro)ionéforo protonado y R el aditivo lipofilico aniénico, formando todos

ellos complejos de estequiometria 1:1.

Al cumplirse la electroneutralidad en la fase organica podemos escribir el balance de
cargas como:
[CH] +z [MI”]= Ry (7)
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donde R; es la concentracion total de aditivo anionico lipofilico R™ en la membrana.
Ademas, si se asume un proceso ideal de equilibrio (en el que no existen equilibrios de
agregacion, ni en la membrana (org) ni en la fase acuosa (ac)), el equilibro total de

intercambio idnico entre muestra y membrana se puede escribir como

Kex
M%*(ac) + I(org) + zCH™(org)

MIZ*
MI

(org) + zC(org) + zH(ac)
Este equilibrio heterogéneo puede separarse en varias etapas

a) Equilibrio de particion de los iones entre la fase acuosa y la membrana

+ kH +
H™(ac) H™(org)
+ kM
M**(ac) M%*(org)
donde ky y kuy son los coeficientes de particion del
respectivamente.

protbn y del analito,

b) Equilibrio acido/base del cromo(fluoro)ionéforo y equilibrio de formacion del
complejo analito-ionoforo:

1/K,

C(org) + H™(org)

CH™(org)
I(org) + M

MIZ*
MI

(org)

donde K, és la constante de acidez del cromo(fluoro)ionéforo CH* en la membrana y
Bwm es la constante de formacion del complejo analito-ionoforo en la membrana.
Asumiendo que los coeficientes de actividad en la membrana son constantes o se

aproximan a la unidad para todas las especies cargadas, la constante de extraccion del
equilibrio global (Kex) se puede expresar como

TR (),

Ay [l] |.CH+]Z Ky

(8)

Si se define a como la relacion de concentraciones entre la especie desprotonada de
cromo(fluoro)iondforo (C) respecto a la concentracién total C+ y a’ como la relacién entre la
del ion6foro no complejado respecto a la concentracion total de ionoéforo Iy, entonces

[c]=ac, ; [cH'|=(@-a)c, 9)

[]=al; M= -,

(10)
Finalmente, combinando las ecuaciones (7-10), se obtiene la siguiente funcion

sigmoidal de respuesta de un optodo que sigue un mecanismo de intercambio cationico
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a, _ afliz{R, -(1-a)C,]]
* (aH)Z (1—G)Z[IT _1/Z{RT _(1_G)CT}]

donde se observa que ésta depende de la relacion de actividades entre el protdn y el

11)

analito M*".
La ecuaciéon (11) se puede simplificar para casos concretos, por ejemplo, cuando la
concentracion de aditivo i6nico y cromo(fluoro)ion6foro son iguales (Ci=R;). En estas

condiciones se obtiene que:

Ko M = ar (12)

Z(l—(]){c z}

Ademas, y dado que en general las membranas incorporan un exceso de ionoforo, se

puede considerar que I+/C+>>a/z. Englobando todos los términos constantes en una nueva

constante K, la ecuacion queda entonces reducida a:

z+1

ay _, O«
(@)  (@A-a)

(13)

El término a se puede relacionar con la sefial del optodo teniendo en cuenta que la
magnitud medida es la absorbancia del cromo(fluoro)ion6foro a una determinada longitud de
onda (A):

a= (ACH+ —A)/(ACH+ -AL) (24)

donde A_,. es la absorbancia cuando a=0 (cromo(fluoro)ionoforo totalmente

protonado) y Ac es la absorbancia cuando a=1 (cromo(fluoro)ionéforo totalmente
desprotonado).

La ecuacién obtenida (13) también se puede utilizar para un sistema que contenga un
unico cromo(fluoro)ionoforo selectivo a cationes en la membrana. En este caso By = 1y
[MIZ7 = 0.

A su vez, la absorbancia puede relacionarse con la concentracion de analito mediante
la ley de Lambert-Beer (ecuacion 1), por lo que las curvas de calibracibn se expresan
representando la absorbancia en funcién de la concentracion o de la actividad.

En el caso de tratarse de un optodo basado en medidas de fluorescencia, se pueden
obtener relaciones analogas a éstas, considerando la ecuacion (2), que relaciona la

intensidad de fluorescencia emitida con la concentracion.
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1.3.2.2. Mecanismo de co-extraccion

El mecanismo de co-extraccion que se describe a continuacién describe el
funcionamiento de un optodo que contiene un ionéforo neutro (I) y un cromo(fluoro)ionéforo
desprotonado (C). El primero reconoce selectivamente al analito, un anién X*, extrayéndolo

de la fase acuosa a la membrana, a la vez que el cromo(fluoro)iondforo extrae, de igual

forma, un protén (Figura 1.7). Asi, la electroneutralidad se mantiene en la fase membrana.

(@) (b)

disolucién membrana disoluciéon membrana

Figura 1.7. Esquema de una membrana basada en el mecanismo de co-extraccion. X* es el

analito, | el ionéforo neutro y C el cromo(fluoro)ionéforo neutro.

Analogamente al caso anterior (ver apartado 8 1.3.2.1), al cumplirse Ila

electroneutralidad en la fase membrana, el balance de cargas es:

[xi|=z[cH| (15)

El equilibrio total de co-extraccién entre la disolucién (ac) y la membrana (org) se
describe como:

Kex

X% (ac) + I(org) + zH*(ac) + zC(org) XI% (org) + zCH*(org)

que puede separarse en:
a) Equilibrio de particion de los iones entre la fase acuosa y la membrana

donde ky y kx son los coeficientes de particion del protdn y del analito,

respectivamente. Ky
H"(ac)

H*(org)

X% (ac)

X% (org)

b) Equilibrio &cido/base del cromo(fluoro)ionéforo y de formacion del complejo analito-

ionoforo 1K,

C(org) + H(org) CH(org)

I(org) + X*(org) XI(org)
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donde K, es la constante de acidez del cromo(fluoro)ionéforo CH* y By es la constante
de formacién del complejo XI*, ambas en la membrana.

Si los coeficientes de actividad en la membrana son constantes o se aproximan a la
unidad para todas las especies cargadas, la constante de co-extraccion del equilibrio global

(Kex) S€ puede expresar como:

. :(a[f;jj_x[gijm{@ZBM ° "0

Expresando las formas no complejada del ionéforo (1) y del cromo(fluoro)ionéforo (C)

respecto a las cantidades totales I+ y Ct en funcion de a y o’ respectivamente:
[c]=ac, ; |cH*|=(@-0)c, (17)

N=a1, 5 |[xF]|=@-a)y (18)

y combinando las ecuaciones (15-18), se obtiene una funcion sigmoidal de respuesta
del optodo que sigue un mecanismo de co-extraccion. Esta ecuacion se puede simplificar si
se cumplen algunas condiciones, como que la concentracién total de ion6foro equivalga a la
concentracion total de cromo(fluoro)ionéforo (It = Ct) y que exista un exceso de ionoforo I+
respecto al cromo(fluoro)ionéforo C;. Entonces se cumple que I+/Cy>>1/z, por lo que
finalmente, englobando los términos constantes en una nueva constante K, la funcion

sigmoidal de respuesta es:
) 1-a z+1
(a,) Aye- = K(az) (19)

Segun la ecuacién (19), un optodo que sigue el mecanismo de co-extraccion responde
al producto de las actividades de los iones involucrados en éste.

Los sistemas basados en un solo cromo(fluoro)ion6foro también se describen por la
misma ecuacion (19). Considerando que Bx=1y que [I] (org)=0, esta ecuacion se transforma
en la ecuacion (20), a través de la cual es posible calcular aproximadamente las constantes
de acidez de indicadores en la fase organica (Kavewm):

1 (A-a)*™

a. = ;
KaMEM a

H

(20)

Si el cromo(fluoro)ionéforo utilizado no fuera neutro, sino cargado negativamente, y se
emplearan ionéforos cargados positivamente, se obtendrian expresiones similares.
Igual que en los equilibrios de intercambio i6nico, a se relaciona con la sefial medida, y

ésta, a su vez, con la concentracion de cromo(fluoro)ionéforo analito.
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1.4. LOS CROMO(FLUORO)IONOFOROS NIR SELECTIVOS A PROTON

La variacion en las propiedades opticas de la mayoria de cromo(fluoro)ionéforos
comercialmente disponibles se verifica, tradicionalmente, en la zona visible del espectro
electromagnético. La instrumentacion analitica convencional basada en la explotacion de
esta region electromagnética es, en algunos casos, incompatible con el concepto de sensor
basado en componentes Gpticos miniaturizados. Un ejemplo de ello es el uso de laseres de
diodo como fuentes de luz (ver apartado 8 1.2.2.1). Una solucion a este problema es la
obtencion de cromo(fluoro)ionéforos con absorciones significativas a las longitudes de onda
de emision de éstos laseres de diodo. Por otro lado, la zona del visible lejano e infrarrojo
cercano (entre 670 y 1800 nm) presenta una serie de ventajas en el ambito de la quimica
analitica. Por un lado, la absorciéon de la matriz es practicamente nula en la mayoria de las
aplicaciones, ya que existen escasos compuestos que presenten absorcion o fluorescencia
en esta zona del espectro electromagnético. Por otro, los cromo(fluoro)ionéforos sensibles a
estas longitudes de onda suelen exhibir altos coeficientes de absortividad molar. Asi, los
cromo(fluoro)iondforos absorbentes en la zona NIR han sido utilizados en quimica analitica y
bioanalitica como sondas y marcadores, con mudltiples aplicaciones, incluyendo
secuenciacion del ADN, inmunoensayos, etc. [88,89]

La escasa disponibilidad de indicadores comerciales que absorban en las longitudes
de onda de emision de los laseres de diodo ha generado la necesidad de sintetizar nuevos
compuestos. [4] Ademas, hasta el momento, la mayor parte de ellos son solubles en agua y
por lo tanto, insolubles en los disolventes organicos generalmente utilizados como
plastificantes en optodos.

Asi pues, las caracteristicas mas relevantes que los nuevos colorantes deben
presentar como posibles cromo(fluoro)ionéforos son:

- han de ser lipofilicos, para ser solubles en el solvente mediador, ser estables en la

membrana y no exudar.

- su K, ha de ser del mismo orden que la constante de estabilidad del complejo
ionoforo/analito.

- han de presentar una alto coeficiente de absortividad molar (si se mide
absorbancia) o bien un alto rendimiento cuantico (si se mide fluorescencia), para
obtener una alta sensibilidad de la respuesta.

- lalongitud de onda de absorcion maxima ha de ser lo mas cercana a la longitud de

onda de emisién de fuentes miniaturizadas comerciales como LEDs y diodos laser.

33



Capitulo 1: INTRODUCCION

1.4.1. Colorantes con absorciones en la zona del vi  sible lejano y NIR

Los colorantes con absorciones intensas (log € >4.5) en la zona del visible lejano e
infrarrojo cercano son compuestos orgénicos, generalmente solubles en agua (a diferencia
de los denominados pigmentos, que son especies normalmente insolubles y cuyas
propiedades fisicas permanecen inalteradas al dar color), que incluyen en su estructura
sistemas conjugados. Cuanto mas deslocalizados son estos sistemas conjugados, absorben
a longitudes de onda mas largas. Asi, las absorciones en la zona NIR son consecuencia de
transiciones TeT?*, que en algunos casos conllevan un cierto caracter de transferencia de
carga en la molécula. En cambio, si las transiciones que tienen lugar son solo en parte
debidas al sistema electrénico 1T (como por ejemplo en transiciones Te0*, n-T* 0 O-Tr*),
entonces las absorciones en la zona NIR resultantes son de baja intensidad (log € [R).

Los conocimientos empiricos y las aproximaciones semiempiricas de la quimica
cuantica (métodos 1t HMO o PPP) permiten el disefio de colorantes con absorciones a
longitudes de onda determinadas dentro de la region del visible lejano y el NIR. Es decir, las
relaciones entre el color y la estructura de los colorantes son cada vez mas conocidas
(sobretodo para estructuras cerradas).

Los colorantes vis lejano-NIR mas empleados (por ejemplo, en aplicaciones médicas,
en almacenamiento 6ptico de datos, en fotografia infrarroja o en filtros laser) se pueden
clasificar, segun su estructura quimica, en: [90] ftalocianinas y naftalocianinas, colorantes de
complejo metélico, colorantes polimetinicos, difeniimetanos y trifeniimetanos, quinonas, y
colorantes azo (Figura 1.8). [93]

En este trabajo nos centraremos en el estudio y aplicacion en optodos de un tipo de
colorantes polimetinicos, denominados cianinas. A pesar de que la mayoria de estos
compuestos no son apropiados para ser empleados en disolventes apolares, la presencia de
carga en algunas moléculas ha permitido su disolucibn en membranas poliméricas para
medidas de pH. La eleccion de estos compuestos esta motivada tanto por la facilidad para
modular la longitud de onda de absorcion mediante pequefias variaciones en su estructura,
como por sus altos coeficientes de absortividad molar.

Los colorantes polimetinicos se caracterizan por la presencia de un sistema
cromoférico formado por una cadena de grupos metinicos enlazada a dos grupos
terminales, que pueden ser ciclicos (carbociclicos o heterociclicos) o aciclicos. Los dobles
enlaces de la cadena son resonantes, presentan una alternacioén de cargas, siendo asi de

igual longitud y, en su forma mas estable, son de geometria trans.
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a.l. Ftalocianinas
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~

a.2. Naftalocianinas
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Figura 1.8. Estructura basica de los distintos tipos de colorantes Vis lejano-NIR mas usados,

donde R son grupos alquilo.
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Este tipo de compuestos exhiben bandas de absorcion estrechas e intensas y cubren
una amplia region de longitudes de onda, ya que cuantos mas grupos vinilicos, mayor es la
longitud de onda de absorcion. La mayoria de compuestos que se reportan son trimetinicos
(n=1) o pentametinicos (n=2), aunque también existen colorantes con cadenas mas largas, y
menos estables. Segun el sistema cromoforico, se clasifican en cianinas y hemicianinas
(cargadas positivamente); colorantes oxonol (cargados negativamente) y merocianinas (0

neutrocianinas, sin carga) (Figura 1.8c).

1.4.2. Los colorantes cianina

El primer colorante tipo cianina fue descubierto por G. Williams en 1856 (afio en el que
W. H. Perkin descubrié la mauveina, el primer colorante sintético comercial). Al calentar
quinolina (que contenia lepidina) con ioduro de isoamil y sosa céustica, obtuvo un colorante
azul al que llamo cianina. Mas tarde se supo que se trataba de la siguiente estructura:
(Figura 1.9)

+
C5H11_N C \ N— C5H11
/o

Figura 1.9. Estructura quimica del primer colorante cianina descubierto en 1856 por G.

Williams.

En 1875 se descubrieron las propiedades de este tipo de compuestos como
sensibilizadores Opticos de los haluros de plata, en el campo de la fotografia. En 1905 Konig
descubrio el colorante azul Pinacianol, y fue el primer sensibilizador de la luz roja. A partir de
ese momento, las cianinas despertaron gran interés y fueron ampliamente estudiadas. [91]
En los ultimos afios, y debido a su gran versatilidad, sus usos se han extendido a otros
campos. Su intervalo de absorcibn es facilmente predecible, muchas presentan
fluorescencia y sus propiedades Opticas no lineales son prometedoras. Algunas de sus
aplicaciones incluyen la serigrafia, la fotoreprografia, la grabacion 6ptica, la medicina (como
fotosensibilizadores en tratamiento de tumores), la cosmética, los polimeros, como
marcadores fluorescentes, como dye lasers (colorantes l4ser) e incluso como conversores

fotoeléctricos para la produccion de energia solar.
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1.4.2.1. Estructura quimica y caracteristicas Opticas de las cianinas

Las cianinas estan basadas en dos atomos de nitrdgeno, uno de ellos cargado
positivamente, enlazados a través de una cadena conjugada formada por un ndmero impar
de atomos de carbono. En su estructura quimica pueden distinguirse dos partes:

- el sistema cromoférico (cadena polimetinica) constituido por el sistema idbn-amidinio

(Figura 1.10).
- los grupos amino terminales (0 grupos auxocromo) que pueden formar parte de

heterociclos y estar o no sustituidos.

R,;N—RC=ECR— CR=)n=NR2 ——= RyN\=Rc—+ CR==CR}—NR;

Figura 1.10. Estructura de las formas resonantes del sistema i6bn-amidinio.

La cadena polimetinica es el factor estructural mas importante en los colorantes
organicos, [92,93] ya que determina en gran medida las caracteristicas Opticas del colorante;
sus sustituyentes y los grupos terminales (tanto por el caracter electrodonador de los
heterociclos, como por su sustitucién) pueden no obstante, también modularlas.

Segun la disposicién de los grupos terminales, las cianinas pueden dividirse en
simétricas o asimetricas.

En general, las cianinas (tanto las simétricas como las asimétricas) son moléculas
débilmente fluorescentes y exhiben espectros de fluorescencia relativamente estrechos y
estructurados, acompafiados de un desplazamiento de Stokes pequefio. [94,95] La
disposicién molecular (es decir, el disefio del sistema 1t donador-aceptor) y las propiedades
fotofisicas resultantes poseen un gran potencial para el disefio de fluoroionéforos. [96] La
introduccion de un receptor especifico a un i6n en la posicion aceptora o donadora de la
molécula, puede dar lugar a marcadores fluorescentes que presenten desplazamientos
espectrales al enlazarse con el analito. Los efectos son mayores si los receptores forman
parte del sistema cromoférico y participan de las transiciones épticas. Hasta el momento, la
mayoria de marcadores son especificos a cationes debido a centros receptores del tipo

mono y poliaza éteres corona. [97]

La cadena polimetinica y sus sustituyentes

Se han usado modelos tedricos para predecir la longitud de onda de los maximos de
absorcion de los colorantes. [98] En cianinas simétricas se cumple que cada grupo vinilico
implica un desplazamiento batocromico en la longitud de onda de 100 nm (a excepcién de

los primeros miembros de la serie). [99] Ademas, generalmente, al aumentar la longitud de
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onda de absorcion, el coeficiente de absortividad molar es mayor. En cambio, en los
colorantes asimétricos, el valor de la longitud de onda de méxima absorcion es
aproximadamente igual a la media de las longitudes de onda de los correspondientes
colorantes simétricos. [100] Por otro lado, cuanto mas difieren en basicidad los heterociclos
y més larga es la cadena polimetinica, menor es la longitud de onda respecto a la esperada.

A la vez, cuanto mas larga es la longitud de la cadena polimetinica, mas inestable es el
colorante. [101] Una posibilidad para estabilizar estructuras con cinco o mas atomos es la
incorporacion de dos o mas grupos vinilicos en un anillo, que constituye el grupo central. La
presencia de anillos centrales provoca un ensanchamiento de bandas y un efecto
batocromico respecto a los colorantes con hidrégenos en la cadena polimetinica. En
ocasiones también se ha observado una disminucién del rendimiento cuantico. Si el grupo
central es un ciclopentano, el colorante absorbe a longitudes de onda mayores que si es un
ciclohexano.

La longitud de la cadena polimetinica también condiciona la forma de las bandas de
absorcion, debido a la influencia competitiva de las interacciones vibrénicas (interacciones
electrén-vibraciéon nuclear) y las intermoleculares que tienen lugar. Las primeras son mas
débiles al aumentar n (Figura 1.10) y provocan un estrechamiento de las bandas y un
aumento en asimetria y estructura (nimero de picos) En cambio, las fuerzas
intermoleculares son mas fuertes cuando la cadena es més larga, lo que se traduce en un
ensanchamiento de bandas.

Las propiedades espectrales luminiscentes también varian en funcién de la longitud de
la cadena polimetinica. En el caso de varias cianinas simétricas, su desplazamiento de
Stokes disminuye al elongarse la cadena, debido a la debilitacion de las interacciones
vibrénicas. Al mismo tiempo, el rendimiento cuantico aumenta hasta una cierta longitud de
cadena en que el rendimiento cuantico disminuye. Cuanto mayor es la longitud efectiva de
los heterociclos, antes sucede esta disminucion (para n menores). La atenuacion de
fluorescencia va asociada al incremento de conversion interna que tiene lugar al alargarse la
cadena. Contrariamente a lo que sucede con los espectros de absorcidén, cuando n
aumenta, las fuerzas predominantes son las interacciones vibrénicas (y no las
intermoleculares). Son éstas las que causaran modificaciones en la forma de las bandas
luminiscentes (independientemente de la naturaleza electrodonadora de los heterociclos o
del solvente).

Los sustituyentes de la cadena polimetinica provocan variaciones menores en la
posicion del maximo de absorcion y de fluorescencia. Las variaciones que producen

dependen de la naturaleza electrodonadora del sustituyente, de su posicioén en la cadena y
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de factores estéricos que interfieran en la coplanaridad de la molécula. [102-104] Asi, la
sustitucién de hidrégenos en posiciones pares de la cadena por grupos electrodonadores
(considerando como posicion cero, la del heterodtomo), genera desplazamientos
batocrémicos (a longitudes de onda mayores), mientras que en posiciones impares, provoca
desplazamientos hipsocromicos (hacia longitudes de onda menores). Analogamente, los
sustituyentes electroaceptores causan desplazamientos batocromicos en posiciones

impares e hipsocromicos en posiciones pares. [102]

Los grupos terminales

La introduccion de grupos aciclicos o arilicos en las posiciones amino terminales
provoca un desplazamiento batocromico de la longitud de onda del maximo de absorcién,
gque aumenta con la capacidad electrodonadora del sustituyente.

Cuando el grupo terminal es un heteraciclo, la longitud de onda de absorcién en
cianinas simétricas aumenta con la basicidad (siguiente serie): pirrolina, tiazolina,
benzoxazol, benzimidazol, tiazol, 3-H-indol, benzotiazol, 2-piridina, 4-piridina y 2-quinolina.
[99,105,106] Para cianinas asimétricas, cuanto mas difieran en basicidad los grupos
terminales, mayor sera la diferencia entre longitud de onda esperada y observada.

Los grupos heterociclicos terminales pueden, a su vez, estar sustituidos, tanto en los
anillos, como en el nitrégeno. En general, la longitud de onda de absorcion aumenta siempre
con la sustitucion en los anillos. [107] Heterociclos que constan de mas anillos, todavia
presentan longitudes de onda mayores.

Por ultimo, aunque el efecto de la sustitucion en el nitrdgeno sobre la longitud de onda de
absorcion es despreciable, éste si influye en la solubilidad y agregacion de las cianinas
(apartado § 1.4.2.3).

1.4.2.2. Equilibrios acido-base

Las cianinas son acidos débiles cuyas formas &cida y basica presentan propiedades
Opticas distintas, y por tanto, son indicadores &cido-base. Como tales, presentan un
equilibrio acido-base regido por una constante de acidez. Este valor determinara en gran
medida el intervalo de trabajo de un optodo selectivo de iones o de pH.

Uno de los factores determinantes en el valor de pK, es el caracter electrodonador de
los sustituyentes de los grupos terminales, aunque éstos no participan directamente del
equilibrio &cido-base. [108] En general, los sustituyentes electroaceptores provocan un
aumento en la acidez, mientras que los electrodonadores la disminuyen. La magnitud de

este efecto se correlaciona, en muchos casos, con los valores de sigma (o) de Hammett:
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pKa’-pKa=p -0 (20)

donde p y o son las constantes de sustitucion de Hammett y pK.” y pKa, corresponden
a la acidez de la cianina sin y con sustituyente, respectivamente. La relacion de Hammett se
denomina relacion lineal de energia libre, pues se basa en la existencia de una relacién
lineal entre el cambio de la energia libre y el efecto que ejerce un sustituyente. Asi, se puede
justificar y pronosticar, por ejemplo, la acidez relativa de un conjunto de &cidos, y la
podemos correlacionar cuantitativamente con la acidez relativa de otro conjunto, o incluso
con la velocidad relativa de un conjunto de reacciones. Son estas relaciones las que se
asumen en la ecuacion de Hammett, la cual es valida para numerosos conjuntos de
reacciones.

Finalmente, cambios estructurales que alteran la planaridad del colorante o bien la
existencia de interacciones entre moléculas de colorante que dan lugar a agregados,
pueden afectar al célculo del pK, mediante medidas espectroscopicas y provocar

desviaciones respecto el valor real. [109]

1.4.2.3. Agregacion

La agregacion consiste en la formacion de dimeros o asociaciones moleculares de
orden superior (polimeros), que son consecuencia de interacciones de Van der Waals entre
moléculas de colorante. En las cianinas, este fendbmeno sucede en disoluciones acuosas y
no acuosas en las que la solubilidad es limitada. La tendencia a la agregacion, no solo
depende del medio (polaridad del disolvente, concentracion, pH, fuerza idnica, temperatura,
etc.), sino también de la estructura del colorante. [110]

Los agregados absorben a longitudes de onda distintas, por lo que la aparicién de
agregados se verifica en su espectro de absorcion. Su formacion provoca la aparicion de
nuevas bandas, a la vez que la de mayor intensidad, que corresponde al monémero (banda
M), disminuye. [111,112]

Las bandas que aparecen a longitudes de onda inferiores al monémero se llaman
bandas D (de dimero) y bandas H (de efecto hipsocromico). Las bandas que aparecen a
longitudes de onda mayores, se denominan bandas J (de Jelly, E. E., pionero en la
investigacion de este tipo de bandas). Las bandas H y J corresponden a estados de
agregacién superiores que las D (dimero), y a veces van acomparfiadas de precipitacion de

colorante en la disolucion.
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1.4.2.4. Efecto del disolvente: solvatocromismo

Cuando un colorante estéd disuelto en un medio, existen interacciones moleculares
entre ambos, que pueden afectar tanto al espectro de absorcién como al de fluorescencia de
los cromo(fluoro)oforos. La posicion, la intensidad y la forma de las bandas pueden cambiar,
asi como el rendimiento cuantico o el desplazamiento de Stokes. [111] Sin embargo,
generalmente estos efectos son reducidos en las cianinas, especialmente en las simétricas.
Solo las merocianinas son mas sensibles al disolvente. [113,114] Por ejemplo, en las
cetocianinas (un tipo de merocianinas con un grupo ciclopentanona central) el maximo de
fluorescencia se desplaza hacia longitudes de onda mayores, y su rendimiento cuantico
aumenta, cuanto mas polar es el disolvente. [115,118]

Los efectos del disolvente son méas pronunciados cuanto mas polar es éste, (p.e. un
disolvente con dipolos permanentes), y mas polares son las cianinas que se disuelven en él.
En este caso, el disolvente, al ordenarse alrededor del colorante, produce una estabilizacion
del estado fundamental de la molécula minimizando la energia del sistema. De esta forma,
cuando la cianina absorbe radiacion pasa rapidamente (aprox. en 10™ s) al estado excitado
sin que el disolvente tenga tiempo de reestructurarse (estado de Franck-Condon). Si el
estado excitado es mas apolar que el fundamental, o tiene una distribucion de cargas
distinta, la ordenacién del disolvente no serd la adecuada para estabilizar el estado excitado.
El disolvente, entonces, disminuye mas la energia del estado fundamental que la del estado
excitado, produciendo asi un efecto hipsocrémico (solvatocromismo negativo).

En cambio, cuando la molécula es més apolar en su estado fundamental que en su
estado excitado, el disolvente polar estabiliza mas el estado excitado y produce un efecto
batocrémico (solvatocromismo positivo). [103] Algunos colorantes pueden incluso variar su
comportamiento solvatocromico a un valor determinado de polaridad (solvatocromismo
inverso).

Como medidas orientativas de la polaridad de un disolvente se han empleado el
momento dipolar, la constante dieléctrica o el indice de refraccién. Sin embargo, uno de los
parametros empiricos que mas se ha empleado es la energia de transicién de un colorante
ET" en Kcal mol™ que permite relacionar los desplazamientos observados en las bandas de
absorcion de los colorantes con una gran sensibilidad en funcion de la polaridad del

disolvente.

1.4.2.5. Fotoestabilidad

Las cianinas, como la mayoria de colorantes polimetinicos, tienden a fotodegradarse al

combinarse la accion de la luz con la presencia de compuestos con propiedades redox,
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como pueden ser el oxigeno singlete (*0,), los perdxidos o los superéxidos. El proceso que
tiene lugar es una fotooxidacién, posterior a la absorcion de radiacion por parte del
colorante. En la mayoria de ocasiones, desde un estado triplete excitado del colorante (que
tiene un mayor tiempo de vida que el singlete) se produce una relajacién energética hasta el
estado fundamental del oxigeno. La fotodescomposicién es provocada por una reaccion
bimolecular. Se trata de una adicion 1,2- del oxigeno singlete en un doble enlace carbono-
carbono exociclico (de la cadena polimetinica) que tiene lugar incluso en ausencia luz,
aungue su presencia lo acelera. Cuanto mas larga es la cadena polimetinica, mas rapida es
la fotodescomposicion y por tanto, mas inestable es la molécula. La naturaleza
electrodonadora de los sustituyentes de los grupos terminales también influye en el proceso.

La baja fotoestabilidad es una de las mayores desventajas en cuanto a la aplicacion de
este tipo de colorantes (y de muchos otros), especialmente en el campo de los optodos,
donde juega un papel relevante en el tiempo de vida del sensor y es todavia mas critico, si
la medida implica una irradiacién continua del colorante. Sin embargo, existen diversas
estrategias para decelerar la fotodegradacion, que comprenden tanto modificaciones en los
colorantes, como en el medio. Una de ellas es la introduccién de sustituyentes
electroaceptores (como halégenos, grupos nitro o ciano) en los heterociclos terminales.
Ademas, hay que tener en cuenta, que segun el tipo de heterociclo que incluye la molécula,
ésta puede ser mas estable quimica y fotoquimicamente, como sucede en el caso de las
cianinas con grupos indol en las posiciones terminales de la cadena polimetinica. [93] Otra
posibilidad, como ya se ha apuntado en el apartado § 1.4.2.1, es la inclusion de parte de la
cadena polimetinica en un anillo. [102] Un ejemplo de ello son las norescuarocianinas, [119]
las norindocrococianinas [120] y las cetocianinas. En las primeras, el anillo central es un
tetraciclo, derivado del acido escuarico; las norindocrococianinas son derivadas del acido
croconico (ciclopentano) y las cetocianinas tienen un grupo ciclopentanona en la cadena
polimetinica.

En relacion a modificaciones en el medio, se puede mejorar la fotoestabilidad de las
cianinas mediante la adiciébn de compuestos con baja energia de ionizacién (p.e. complejos
de ditiolato de platino, cobalto o niquel) que reaccionan con el oxigeno responsable de la
fotodegradacion. Estos compuestos pueden introducirse afiadiendolos al medio,
enlazandolos al colorante o bien como contraiones del colorante. Son las denominadas
trampas de oxigeno (oxygen trap). [121,122] Otros aditivos que pueden actuar capturando
radicales que se generan durante el proceso de fotooxidacion son los derivados de 2,2,6,6-

tetrametilpiperidina, los denominados HALS (Hindered Amine Light Stabilizers).
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También existen trabajos en los que se demuestra la mejora de la fotoestabilidad de
colorantes cianinas disueltos en membranas de PVC plastificado mediante la adicién de
estabilizadores UV. [123] Entre éstos, figuran los absorbentes de luz UV, cominmente
empleados en la industria de los polimeros (Ciba® Chimassorb®, Tinuvin®). Son compuestos
derivados de benzofenonas y benzotriazoles, que exhiben una alta absorcién de radiacién
entre 295 y 400 nm y una absorcién nula en la region del visible (por encima de 400 nm).
Estos compuestos presentan, al ser irradiados, una transferencia de un protén, lo que lleva a
un estado mesomérico excitado que relaja al estado fundamental mediante una transicién no
radiante. EI mecanismo de proteccién de los absorbentes UV se ilustra en la Figura 1.11.
No obstante, su uso en optodos esta limitado debido a que deben emplearse en una gran
proporcion respecto a otros componentes de la membrana, alterando asi sus propiedades
fisico-quimicas.
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Figura 1.11. Equilibrios mesoméricos de absorbentes UV cuando reciben luz. a) Basados en
benzofenonas y en b) benzotriazoles. R, Ry, Ry=alquilo.

Por otro lado, algunos estudios demuestran que la inclusién de cianinas en la cavidad
de ciclodextrinas mejora la fotoestabilidad de los colorantes. [111,124,125] Las
ciclodextrinas son unidades de glucopiranosa enlazadas entre si mediante enlaces a (1-4).
Cuantas mas unidades, mayor es el didmetro de la cavidad donde pueden encajarse otras
moléculas, formando compuestos de inclusion estables. [126] Para el caso de las cianinas,
la formacion del complejo entre la cadena polimetinica y la ciclodextrina dificulta, en muchos
casos y por impedimentos estéricos, la transferencia de carga entre el colorante y el oxigeno
singlete responsable de la fotodegradacion; asimismo, se ha observado una disminucion en

la formacién del oxigeno singlete excitado, aumentando la fotoestabilidad del colorante.
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Por ultimo, una alternativa para aumentar el tiempo de vida de un optodo que contiene
un cromo(fluoro)ionéforo de fotoestabilidad limitada, es disminuir el tiempo de exposicion del
colorante a la radiacion mediante el uso de fuentes de luz pulsadas, en vez de continuas, o

la realizacién de medidas puntuales en vez de continuas.
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2. Objetivos

La presente tesis se enmarca en un proyecto multidisciplinar realizado en conjuncion
con el Departamento de Fisica Aplicada de la Universidad de Zaragoza y el Grupo de
Tecnologias Fotonicas I3A de la Universidad de Zaragoza, en el que se pretenden
desarrollar nuevos sensores 6pticos miniaturizados basados en fluorescencia. El empleo de
fluorescencia representa intrinsecamente una ventaja en términos de sensibilidad vy
minimizacion de interferencias, ya que existen muy pocas moléculas que sean
fluorescentes, y menos aun en la zona vis-NIR del espectro electromagnético. El trabajo
conjunto, realizado bajo el impulso del Grup de Sensors i Biosensors (GSB), tiene como
objetivo comun la obtencion de sensores robustos y versatiles, de pequefo tamafo y de facil
acoplamiento a fibras Opticas. Asimismo, los sensores deben ser de uso sencillo, de

respuesta reproducible y proporcionar una alta sensibilidad y selectividad.

Con el fin de alcanzar este objetivo global, los hitos a alcanzar a lo largo de la presente

tesis son los siguientes:

1. Disefio, sintesis y caracterizacidbn de nuevos colorantes cianina que presenten
absorciones a las longitudes de onda de emisién de laseres de diodo, asi como una intensa
emision de fluorescencia, para su uso como cromo(fluoro)ionéforos en membranas de PVC
plastificado. Desde un punto de vista estrictamente analitico, la zona del infrarrojo cercano
del espectro electromagnético es muy interesante ya que se caracteriza por ser una zona
relativamente libre de interferencias. La obtencion de moléculas con propiedades
espectroscopicas en esta zona es necesaria debido a su poca disponibilidad comercial.

Asimismo, las moléculas deben cumplir un conjunto de requisitos adicionales como que
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sean compatibles con la instrumentacion miniaturizada y suficientemente lipofilicas como

para ser solubles y estables en optodos.

2. Caracterizacion espectroscopica (absorbancia y fluorescencia) de los colorantes

cianina sintetizados como indicadores de pH en medio etanol.

3. Formulacion y optimizacion de membranas de PVC plastificado incorporando los

colorantes sintetizados como cromo(fluoro)ionoforos de pH.

4. Formulacion y optimizacién de optodos selectivos a iones por combinacion de un
iondforo selectivo a un determinado analito y un colorante cianina sintetizado como

fluoréiondforo de proton. Caracterizacion de su respuesta en instrumentacién convencional.

5. Construccion de una plataforma fluorosensora constituida por componentes 6pticos
discretos y miniaturizados. Activacion y validacién de su funcionamiento en condiciones de

flujo continuo utilizando membranas épticas de parametros seleccionados.

6. Construccién de una sonda de fluorescencia acoplada a la plataforma sensora que
permita realizar medidas in-situ y en discontinuo, con el objetivo de obtener un dispositivo
portatil y de membrana facilmente intercambiable. Activacion quimica y aplicacion de la

sonda fluorosensora con las membranas selectivas previamente optimizadas.
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3.  Experimental

3.1. REACTIVOS

3.1.1. Disoluciones

Para el estudio de los cromo(fluoro)ionéforos en disolucion, éstos se disolvieron en
etanol 96% (v/v) (Panreac, Barcelona, Espafia) a una concentracion aproximadamente 10°
M. En el caso de los cromo(fluoro)iono6foros ¢5 y ¢7 y para mejorar su solubilidad, se afiadié
un 10% de dimetilformamida (Panreac, Barcelona, Espafia) a la disolucion etandlica. El pH
de las disoluciones tamponadas y de las etandlicas de (cromo(fluoro)ionéforos se modificd
realizando pequefas adiciones de disoluciones concentradas de HCI (Panreac, Barcelona,
Espafia) y NaOH (Fluka, Buchs, Suiza) preparadas en agua bidestilada. Siempre se empleo
agua bidestilada para la preparacion de las disoluciones.

Disoluciones tampoén

Para modificar el pH de los optodos y obtener asi las curvas de calibrado de los
cromo(fluoro)ion6foros en el medio membrana, se preparé un tampén combinado. Este
consiste en una disolucién 4.0x10°>M de fosfato sédico dodecahidratado (Merck, Darmstadt,
Alemania), 4.5x10°M de tetraborato sodico decahidratado (Merck, Darmstadt, Alemania) y
14.7x10°M de citrato sédico anhidrido (Carlo Erba, Milan, ltalia), disueltos en agua
bidestilada.

Las disoluciones tampon empleadas en los estudios de los optodos selectivos a
potasio fueron: 0.05 M tris(hidroximetil)aminometano (Merck, Darmstadt, Alemania) ajustado
a pH=8 con &cido clorhidrico (Panreac, Barcelona, Espafia); y una disolucion 0.05 M de
acetato de magnesio (Merck, Darmstadt, Alemania) ajustada a distintos valores de pH
(pH=3, 4 y 5) mediante adicién de acido acético concentrado (Panreac, Barcelona, Espafa).

Los tampones empleados en los estudios de la sonda de fluorescencia desarrollada

para medidas de plomo fueron disoluciones de acetato de magnesio (Merck, Darmstadt,
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Alemania) a distintas concentraciones ajustadas a un determinado pH con &cido acético
concentrado (Panreac, Barcelona, Espaiia).

Patrones

Todos los reactivos empleados en la preparacion de patrones fueron de calidad para
andlisis (pa).

Para los calibrados de potasio se prepararon dos disoluciones madre a partir de las
gue se obtuvieron patrones a distintas concentraciones por dilucion directa: uno consistia en
una disoluciéon 0.1 M de cloruro potasico (Panreac, Barcelona, Espafia) en tampdn de
tris(hidroximetil)aminometano (Merck, Darmstadt, Alemania) 0.05 M ajustado a pH=8; y el
otro, en una disolucion 0.1 M de cloruro potasico (Panreac, Barcelona, Espafia) en tampon
de acetato de magnesio 0.05 M (Merck, Darmstadt, Alemania) ajustada a distintos pH
(pH=3, 4 y 5), segun el estudio.

Los patrones 1x10* M, 1x10° M y 1x10% M de plomo (I1) utilizados para preparar
disoluciones de concentraciones distintas y realizar el calibrado de la sonda de fluorescencia
fueron obtenidos mediante dilucién de una disolucién madre 5x10% M de nitrato de plomo (I1)
(Merck, Darmstadt, Alemania).

En las adiciones estandar realizadas para la determinacién de plomo en extractos
acéticos de suelos (muestras naturales) se afadieron volumenes conocidos de una
disolucion madre 0.1 M de nitrato de plomo (ll) (Merck, Darmstadt, Alemania) en tampoén de

acetato de magnesio 0.05 M (Merck, Darmstadt, Alemania) a pH=6.

3.1.2. Reactivos para sintesis de precursores y cro  mo(fluoro)ion6foros

Todos los reactivos empleados en la sintesis de precursores y cromo(fluoro)ionéforos

fueron de calidad para sintesis (ps).

3.1.3. Componentes de membrana

Los componentes empleados para la preparacion de las membranas 6pticas son de
Selectophore® (Fluka, Buchs, Suiza), excepto el tetrahidrofurano (Panreac, Barcelona,
Espafia) que se us6 como disolvente volatil de los cécteles sensores.

Polimero

La matriz de todas las membranas preparadas en el presente trabajo esta basada en
cloruro de polivinilo de alto peso molecular (PVC).

Plastificantes

Los plastificantes ensayados fueron sebacato de di-(2-etilhexilo), fosfato de tris(2-

etilhexilo) y fenilfosfonato de dioctilo.
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lonoforos

Para la determinacion de potasio, el ion6foro usado fue la valinomicina (lonéforo de
Potasio |, Potassium lonophore 1) y para la determinacion de plomo, el ionéforo de plomo
Lead ionophore Ill, ETH 5435 (N,N,N’,N'-Tetradodecil-3,6-dioxaoctanoditioamida).

Cromo(fluoré)foros

Los cromo(fluoro)iondforos selectivos a proton empleados en el presente trabajo
fueron sintetizados en los laboratorios del Grup de Sensors i Biosensors de la Universitat
Autonoma de Barcelona.

Aditivos ionicos

Como aditivo aniénico se empled el tetrakis(p-clorofenilborato) de potasio y como

aditivo catiénico, el bromuro de tetraoctilamonio.

3.2. INSTRUMENTACION PARA LA CARACTERIZACION DE PRECURSORES ,

CROMO(FLUORO)IONOFOROS Y OPTODOS

Espectroscopia

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) fueron registrados en el
Servei de Ressonancia Magneética Nuclear de la Universitat Autonoma de Barcelona. Los
espectros de proton de 250 MHz y de carbono de 62.5 MHz, asi como los espectros de
aumento sin distorsién por transferencia de polarizacién (Distorsionless Enhancement by
Polarization Transfer, DEPT) y correlacién *H/**C fueron registrados en un aparato Bruker
AC 250 a 298 K. Los desplazamientos se dan en & (ppm), utilizando como referencia interna
el propio disolvente residual no deuterado. Las abreviaturas empleadas para describir la
multiplicidad de las absorciones observadas son las siguientes: s (singlete), d (doblete), t
(triplete), q (cuadruplete), m (multiplete) y J para indicar la constante de acoplamiento.

Para la obtencién de los espectros en la region UV-vis-NIR, y para determinar la
longitud de onda del maximo de absorcién y la absortividad molar de las moléculas
sintetizadas, se usé un espectrofotbmetro de doble haz Shimadzu UV-vis-NIR -310PC
(Kyoto, Japdn).

El espectrofluorimetro empleado para las medidas de fluorescencia es el modelo LS50
de Perkin EImer (Norwalk, USA).

Espectrometria

Los espectros de masas fueron registrados en el Institut de Biologia Fonamental de la
Universitat Autonoma de Barcelona, empleando la técnica de desorcidn/ionizacion laser
asistida por la matriz (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization, MALDI). Todos los

espectros se realizaron sin matriz.
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El método de referencia utilizado para el andlisis de plomo de muestras naturales fue
la espectrometria de emision 6ptica de plasma inductivamente acoplado (ICP-OES) y se
realizo en el Servei d’Analisi Quimica de la Universitat Autbonoma de Barcelona.

Analisis elementales

Los andlisis elementales organicos (C, H, N, S) fueron realizados en el Servei d’Analisi
Quimica de la Universitat Autbnoma de Barcelona, en un instrumento EuroVector 3011.

Instrumentacion miniaturizada basada en medidas de fluorescencia

En el presente trabajo, se construyeron, en colaboracion con el Grupo de Tecnologias
Fotbnicas (GTF) de la Universidad de Zaragoza, dos tipos de dispositivos miniaturizados
diferentes que hacen uso de componentes Opticos discretos. Estos se activaron
guimicamente con optodos para su aplicacion en la determinacion de analitos i6nicos,
basandose en medidas de intensidad de fluorescencia. Se disefié y construyé una
plataforma sensora para realizar medidas en sistemas de flujo, y una sonda de fluorescencia
para realizar medidas in-situ y en discontinuo (batch). Ambos sistemas de medida se
describen a continuacion:

a) Plataforma sensora de fluorescencia

La plataforma sensora consiste en un soporte de aluminio de 6.0x10.0x3.5 cm, en el
gue una ventana de vidrio de 0.8x0.6 cm permite colocar una celda de flujo donde va
insertada la membrana sensora depositada en un portaobjetos de vidrio. En la estructura
base se incluye: un soporte para el extremo de una fibra Optica con una lente GRIN
responsable de conducir la luz de excitacion proveniente de un laser semiconductor
(Photonic Products, U.K.) modulado por un lock-in, que emite a 650 nm; un soporte para la
insercion de un filtro 6ptico (CVllaser, U.K.) centrado a 680 nm, con una densidad éptica de
bloqueo o blocking O. D. de 4, y de 10 nm de anchura a media altura (FWHM, Full Width at
Half Maximum) encargado de filtrar la luz emitida por el optodo; otros dos soportes para
incluir dos lentes (CVllaser, U.K.) para focalizar la luz y un preamplificador de
transimpedancia conectado a un fotodiodo de silicio PIN (Hamamatsu, Japan). La
electrénica se conecta a una fuente de 12 V. La sefial se amplifica con un amplificador lock-
in SR810 DSP (Stanford Research Systems, U.S.A.). Para proteger la plataforma sensora
de la luz ambiental, el sistema esta dotado de una tapa de aluminio ajustada a sus

dimensiones y de interior negro (Figura 3.1a).
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Figura 3.1 . a) Esquema de la plataforma fluorosensora; A, es la longitud de onda de excitacion

y A es la longitud de onda de la luz fluorescente emitida. b) Celda de flujo.

La celda de flujo se disefid en el Grup de Sensors i Biosensors (GSB) de la UAB. Es
una estructura de metacrilato de 4.0x1.1 cm que incluye una hendidura donde colocar la
membrana depositada en un portaobjetos, una entrada y una salida (cerradas mediante
racores) que llevan el flujo a una camara de 4 mm de didmetro (donde incide la luz), y una
junta toroidal de viton (Epidor, S.A) de 1.3 mm de diametro interno para asegurar la
estanqueidad cuando la celda se atornilla a la plataforma sensora (Figura 3.1b ).

b) Sonda de fluorescencia

La sonda de fluorescencia consiste en un cilindro hueco de metacrilato de 12.0x2.2 cm
de didmetro que encapsula dos fibras pegadas (empleando un adhesivo 6ptico UV-Curing
Norland NOA61) a una pieza de aluminio. Esta fue disefiada y construida tras un proceso de
optimizacion en el GTF. Las fibras estan colocadas a 45° para recoger la maxima intensidad
de fluorescencia. Las fibras que emplea son poliméricas, POF (Polymer Optical Fibre). La
fibra que lleva la luz desde el emisor es de baja apertura numérica (NA, Numerical Aperture)
para inyectar luz (PMUCD1002-22-E) mientras que la que recoge y transporta la luz emitida
hacia el detector es de alta NA (ESKA-PREMIER-GH4001). Sobre la pieza de aluminio, se
pega un portaobjetos de vidrio, el cual separa fisicamente el sistema 6Optico del quimico y en
el que se deposita la membrana sensora (Figura 3.2). Como sistema de deteccion se
emplea la plataforma sensora descrita anteriormente, adaptandola a la fibra de recogida de
luz. La fibra de inyeccion de luz se conecta a un laser semiconductor (Photonic Products,
U.K.) que emite a 650 nm y esta modulado por un lock-in SR810 DSP (Stanford Research
Systems, U.S.A)).
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Figura 3.2. Sonda de fluorescencia construida.

Miscelanea

En los estudios realizados con los cromo(fluoro)ionoéforos, tanto en disolucion como en
membrana, se determiné el pH mediante un electrodo combinado (Ingold 62-03) conectado
a un pH-metro Crisol-micro pH 2002.

Las membranas fueron depositadas mediante un aparato de rotacion controlada (spin-
coater) Rotofilm, rotacional casting, ICL.

Los puntos de fusion de precursores y cromo(fluoro)ionéforos se midieron en un

microscopio Kofler de platina calefactora de la firma Reichert y no estan corregidos.
3.3. PROCEDIMIENTOS SINTETICOS
3.3.1. Sintesis de los precursores

3.3.1.1. Obtencion de yoduro de 1-etil-2,3,3-trimetilindolenio, pl; de la
correspondiente sal de bromuro (plb) y de perclorato (plc)

CoHsl
/

N

B
-

p1

En un matraz esférico provisto de tapén hermético se disponen 4.40 g (27 mmol) de
2,3,3-trimetilindolenina (Aldrich, 98%) y 5 ml (9.70 g, 62 mmol) de yoduro de etilo (Aldrich,
ps). Se cierra el matraz herméticamente y se calienta a 100 °C durante 4 horas en un bafio
de agua hirviendo (100 °C), hasta que la muestra solidifica. Los cristales rojizos que

precipitan se filtran, separando el exceso de yoduro de etilo, se lavan con éter y se
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recristalizan en metanol. Se obtienen 8.20 g de producto (26 mmol, 96%) y se identifican
como yoduro de 1-etil-2,3,3-trimetilindolenio, p1.

Para obtener bromuro de 1-etil-2,3,3-trimetilindolenio, plb, y perclorato de 1-etil-2,3,3-
trimetilindolenio, plc, se disuelve el yoduro de 1-etil-2,3,3-trimetilindolenio, pl, en unos 20
ml de metanol, se afiaden unas gotas de trietilamina para obtener la forma bésica libre, se
purifica, y se vuelve a la sal afladiendo unas gotas de HBr en el caso de plb y de HCIO, en

el de plc.

Punto de fusion de pl: 225-228 °C

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.44 (t, J=7.4 Hz, 3H: CH3), 1.53 (s, 6H: 2 CHj), 2.82 (s,
3H: CHs), 4.49 (q, J=7.4 Hz, 2H: CH,), 7.61-7.64 (M, 2H: Haom), 7.82-7.85 (M, 1H: Hawom),
7.95-7.99 (M, 1H: Haom). “C-RMN (62.5 MHz, DMSO-dg): & 12.81 (CH3), 14.11 (CH3), 22.03
(2 CH3), 43.24 (CH2), 53.24 (C), 115.43 (CH, C-Ar), 123.67 (CH, C-Ar), 129.05 (CH, C-Ar),
129.48 (CH, C-Ar), 140.82 (C), 142.07 (C), 196.19 (C). DEPT vy correlacion *H/C

registrados (Anexo).

3.3.1.2. Obtencion de 2,3,3-trimetil-5-metoxindolenina, p2 [1]

NHNH,-HCI NHN =e\

H,CO
1) KOH CHiCOOH (jjl;
> 9T /
2) (CH3),CHCOCH, N

OCH, OCHj

p2

En un matraz erlenmeyer provisto de agitacion magnética, se suspenden 14.50 g (81
mmol) de hidrocloruro de p-metoxifenilhidrazina (Aldrich, 98%) en 50 ml de etanol absoluto.
Se afade bajo agitacion una disolucion de 4.60 g (82 mmol) de hidroxido de potasio en 30
ml de etanol absoluto. La disolucién se vuelve de color beige y el precipitado de cloruro
potasico se separa por filtracion al vacio en un matraz esférico, lavando varias veces la sal
con etanol absoluto. Seguidamente, se afiaden 13.3 ml (123 mmol) de 3-metil-2-butanona
(Aldrich, 99%) a la disolucion resultante y se refluye durante 3 horas. A continuacién, se
eliminan todos los componentes volatiles, evaporando a presion reducida. Al aceite
resultante se afladen 50 ml de acido acético glacial y esta mezcla se lleva a reflujo durante 5
horas. Posteriormente, el acido acético se evapora a presion reducida y al aceite resultante
se afiaden 100 ml de agua. Finalmente, se neutraliza la mezcla (hasta pH=7) con una

disolucion saturada de carbonato sodico. El producto se extrae en benceno (3x25 ml). Se
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seca la fase bencénica con sulfato sodico anhidro y se filtra por gravedad en un filtro de
pliegues. Se evapora el benceno a presion reducida y se destila al vacio el residuo aceitoso
de color negro. A 168-170 °C y a 0.05 mm Hg destila un liquido amarillo que a temperatura
ambiente solidifica. Se obtienen 9.43 g (50 mmol, 61%) del sélido amarillo identificado como

2,3,3-trimetil-5-metoxindolenina, p2.

'H-RMN (250 MHz, DMSO-de): 8 1.21 (s, 6H: 2 CHg), 2.15 (s, 3H: CHs), 3.75 (s, 3H: OCHa),
6.80 (dd, Js-=8.4 Hz, Js4=2.5 Hz, 1H: Hy), 7.03 (d, J46=2.5 Hz, 1H: Hy), 7.30 (d, J;6=8.4 Hz,
1H: H;). *C-RMN (62.5 MHz, DMSO-d¢): 8 14.98 (CHs3), 22.76 (2 CHs), 53.43 (C), 55.55
(CHs, CH30), 108.29 (CH, C4-Ar), 112.31 (CH, Ce-Ar), 119.59 (CH, C;-Ar), 147.29 (C),
147.67 (C), 157.52 (C), 185.32 (C). DEPT y correlacién *H/*3C registrados (Anexo).

3.3.1.3. Obtencion de 2,3,3-trimetil-5-nitroindolenina, p3

H,s0, ON
/ > /
N NaNO, N

p3
En un vaso de reaccion de 250 ml, sumergido en un bafio de hielo con NaCl, y provisto

de agitacion magnética y termdémetro, se dispone una disolucién de 6.50 g (40 mmol) de
2,3,3-trimetilindolenina, (Aldrich, 98%) en 50 ml de &cido sulfarico 96%. Manteniendo la
temperatura entre -5 °C y 0 °C, se adiciona gota a gota una disolucién, también en bafio de
hielo, de 3.40 g (40 mmol) de nitrato de sodio disuelto en 50 ml de acido sulfdrico 96%. Tras
acabar la adicién, se mantiene la agitacién durante 30 minutos més. La disolucion resultante
se diluye con aproximadamente 100 g de hielo. A continuacion se afiade cuidadosamente
hidréxido de sodio hasta que el pH es 10. Aparece un precipitado marrén que se filtra al
vacio y se lava varias veces con agua. Se extrae el producto de las aguas madres con
acetato de etilo (4x25 ml). Se seca con sulfato sédico anhidro y se filtra por gravedad
mediante filtro de pliegues. Se evapora el acetato de etilo a presion reducida y se une el
residuo marrén obtenido al procedente de la filtracion. Finalmente, se recristaliza este
precipitado en una mezcla (1:1) de cloruro de metileno/hexano. Se obtienen 5.80 g (28

mmol, 71%) de 2,3,3-trimetil-5-nitroindolenina, p3.
Punto de fusion de p3: 127-130 °C

'H-RMN (250 MHz, DMSO-de): & 1.32 (s, 6H: 2 CH), 2.30 (s, 3H: CHy), 7.63 (d, J;6=8.5 Hz,
1H: H5), 8.22 (dd, J5-=8.5 Hz, Js4=2.3, 1H: Hg), 8.40 (d, J46=2.3 Hz, 1H: H,) (Anexo A).
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3.3.1.4. Obtencion de 5-acetilamino-2,3,3-trimetilindolenina, p4 [2]

Y) /
N N

03 l (CH4C0),0
//
N

HsCOCHN w

p4

En un matraz esférico provisto de agitacion magnética y de refrigerante de reflujo, se
disponen 5.22 g (26 mmol) de 2,3,3-trimetil-5-nitroindolenina, p3, 34.12 g (151 mmol) de
cloruro de estafio (Il) dihidratado (Sigma-Aldrich, 98%) y 160 ml de acido clorhidrico 37%. La
mezcla se refluye durante 2 horas. Una vez ha alcanzado temperatura ambiente, se filtra el
precipitado beige obtenido y se seca al vacio. Este se disuelve en la minima cantidad de
agua (unos 50 ml) y la disolucién marrén obtenida se neutraliza afiadiendo unos 150 ml de
una disolucién de hidréxido de sodio 1M. El precipitado beige identificado como 5-amino-
2,3,3-trimetilindolenina, se filtra al vacio, se seca y se recristaliza en hexano; se obtienen
2.80 g (16 mmol, 62%).

Punto de fusién de 5-amino-2,3,3-trimetilindolenina: 192 °C
'H-RMN (250MHz, CDCl3) & 1.41 (s, 6H), 2.25 (s, 3H), 3.52 (s ancho, 3H), 6.53-7.20 (m,
3H), 10.1 (s, 1H) (Anexo).

Se disponen 2.80 g de 5-amino-2,3,3-trimetilindolenina en un matraz esférico con 30
ml de dioxano (Fluka, 98%) y 10.00 g (114 mmol) de anhidrido acético (Sigma-Aldrich, 98%).
Se calienta la mezcla durante 2 horas en un bafio de agua hirviendo. Seguidamente, se
evaporan los componentes volatiles. Al aceite marrén resultante se le afiaden unos 25 ml de
benceno (Sigma-Aldrich, 99%) y se extraen con 15 ml de agua. La fase bencénica se seca
con sulfato sédico anhidro, el cual es filtrado posteriormente por gravedad con un filtro de
pliegues. Se evapora el benceno a presion reducida y se obtienen 2.70 g (12 mmol, 48%) de

un aceite marrén, identificado como 5-acetilamino-2,3,3-trimetilindolenina, p4.
'H-RMN (250 MHz, CDCl3): & 1.39 (s, 6H: 2 CHj), 2.16 (s, 3H: CHs), 2.49 (s, 3H:

NHCOCH,), 7.14 (dd, Js-=8.8 Hz, J54=2.2 Hz, 1H: Hj), 7.50 (s ancho, 1H: NHCOCHj), 7.65 (
d, Ju6=2.2 Hz, 1H: Hy), 7.92 (d, J;6=8.8 Hz, 1H: H;). *C-RMN (62.5 MHz, DMSO-ds): & 14.02

63



Capitulo 3: EXPERIMENTAL

(2 CHs3), 22.85 (CHjg), 30.80 (CH3, NHCOCH;3), 47.30 (C), 53.43 (C), 97.59 (C), 119.24 (CH,
C-Ar), 128.81 (C, C-Ar), 131.62 (C-Ar), 167.08 (C), 168.04 (C), 168.19 (C). DEPT registrado

(Anexo).

3.3.1.5. Obtencion de yoduro de 5-acetilamino-1-etil-2,3,3-trimetilindolenio,

pS
H3COCHN CoHel H;COCHN
T~ 7
N N o

p4 pS
Se sigue la metodologia descrita en el apartado § 3.3.1.1 partiendo de 2.70 g del

aceite marron identificado como 5-acetilamino-2,3,3-trimetilindolenina, p4, 5 ml (62 mmol) de
yoduro de etilo (Aldrich, ps) y 10 ml de acetonitrilo (Panreac Quimica, 99%). La reaccion se
completa a las 10 horas cuando la mezcla oscurece. Cuando alcanza la temperatura
ambiente se reserva en la nevera durante 12 horas. Posteriormente, se filtran los cristales
de color granate que precipitan y se lavan varias veces con acetona (Panreac, 98%).
Posteriormente, se disuelven en la minima cantidad de metanol y se obtiene un precipitado
por adicion de éter. Se obtienen 3.52 g (9 mmol, 79%) de cristales de color granate

identificados como yoduro de 5-acetilamino-1-etil-2,3,3-trimetilindolenio, p5.

Punto de fusion de p5: 296—300 °C (descomposicion).

'H-RMN (250 MHz, DMSO-de): & 1.43/1.50 (t, J=7.2 Hz/s, 9H: CH4/2 CH3), 2.09 (s, 3H:
CHa), 2.79 (s, 3H: NHCOCH,), 4.45 (q, J=7.2 Hz, 2H: CH,), 7.65 (d, J=8.7 Hz, 1H: Haom),
7.90 (d, J=8.7 Hz, 1H: Haom), 8.03 (s, 1H: H,). *C-RMN (62.5 MHz, DMSO-d¢): & 12.86
(CH3), 13.88 (CH; NHCOCHj3), 22.23 (2 CHs), 24.20 (CHjs), 43.24 (CH,), 54.12 (C), 113.78
(CH, C4-Ar), 115.92 (CH, C-Ar), 119.26 (CH, C-Ar), 135.78 (C), 140.66 (C), 142.89 (C),
168.91 (C), 194.05 (C). DEPT y correlacion "H/*>C registrados (Anexo).

3.3.1.6. Obtencién de yoduro de 1-etil-5-hidroxi-2,3,3-trimetilindolenio, p6

HO
HyCO HBr
) —_— Y/
N N

p2 l CzH5|
HO
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En un matraz esférico provisto de agitacion magnética y de refrigerante de reflujo, se
afiaden 5.97 g de 2,3,3-trimetil-5-metoxindolenina, p2, y 10 ml de acido bromhidrico
(Panreac Quimica, 48%). Se refluye la mezcla durante 6 horas. Para comprobar que la
reaccion se completa, se toma una muestra y se intenta disolver en una disoluciéon acuosa
de hidréxido sddico al 5%. La reaccion se considera acabada cuando la muestra se disuelve
totalmente. El exceso de &cido bromhidrico se elimina evaporando a presion reducida. La
sal resultante se disuelve en la minima cantidad de agua, se neutraliza con una disolucién
de hidrogenocarbonato de sodio (Sigma-Aldrich, 99.5%) y se extrae con éter (3x25 ml). A
continuacion, se seca la fase organica con sulfato sodico anhidro y se filtra por gravedad en
un filtro de pliegues. El éter se evapora a presion reducida y se obtienen 3.81 g (22 mmol,
68%) de un precipitado marrén de 5-hidroxi-2,3,3-trimetilindolenina. Se afiaden 1.74 g (10
mmol) de 5-hidroxi-2,3,3-trimetilindolenina y se mezclan con 3 ml (37 mmol) de yoduro de
etilo (Aldrich, ps) y con 5 ml de acetonitrilo en un matraz esférico. Se cierra herméticamente
y se calienta el matraz en un bafio de agua hirviendo (100 °C) durante 4 horas. Cuando la
mezcla alcanza la temperatura ambiente, se evaporan los componentes volatiles a presion
reducida. Los cristales marrones de yoduro de 5-hidroxi-2,3,3-trimetilindolenio, p6, se

recristalizan en metanol. Se obtienen 2.24 g (7 mmol, 68%).

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.41 (t, J=7.3 Hz, 3H: CHj), 1.48 (s, 6H: 2 CHy), 2.76
(s, 3H: CHs), 4.42 (q, J=7.3 Hz, 2H: CH,), 6.94 (dd, Js;=8.8 Hz, Js,=2.1 Hz, 1H: He), 7.14 (d,
Ju6=2.1 Hz, 1H: H,), 7.76 (d, J;6=8.8 Hz, 1H: H;), 10.24 (s, 1H: OH). *C-RMN (62.5 MHz,
DMSO-de): & 12.97 (CHs), 13.79 (CHs), 22.20 (2CHs), 43.13 (CH,), 53.75 (C), 110.67 (CH,
C,-Ar), 115.34 (CH, Ce-Ar), 116.46 (CH, C;-Ar), 132.78 (C), 144.25 (C), 159.13 (C), 191.93
(C). DEPT y correlacion "H/*>C registrados (Anexo).

3.3.1.7. Obtencién de 5-butil-2,3,3-trimetilindolenina, p7

NHNH,-HCI NHN =\)\
nBu

HN02 KOH
SnClz ) (CHa) 2c:|-|c30C|-|3
lcmcoori
/
N

p7
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Se afiaden, durante 15 minutos, 4.80 g (69 mmol) de nitrito sédico en 20 ml de agua en
un vaso de reaccion provisto de agitacion magnética y sobre un bafio de hielo, donde se ha
preparado una suspensiéon de 10.00 g (65 mmol) de 4-butilanilina (Aldrich, 97%) y 80 ml de
acido clorhidrico 6M (Sigma-Aldrich). Se mantiene la agitacion durante 30 minutos mas en el
bafio de hielo y se afiaden lentamente 44.50 g (193 mmol) de cloruro de estafio (Il)
dihidratado (Sigma-Aldrich, 98%) en 80 ml de HCI 6M. La suspension obtenida se agita a 0
°C durante 4 horas. A continuacion, se filtra el sélido resultante y se disuelve en una mezcla
de 100 ml de KOH al 40% y 100 ml de acetato de etilo (Panreac, 98%). Se separa la fase
organica y se extrae el producto de la fase acuosa con acetato de etilo (3x100 ml). Se juntan
las fracciones orgénicas y se agitan con 50 ml de HCI al 10% hasta que se forma un sélido
incoloro en la fase organica. El producto se filtra y se recristaliza en etanol para dar 9.43 g
(47 mmol, 72%) de hidrocloruro de p-butilfenilhidrazina.

En un matraz erlenmeyer provisto de agitacion magnética se suspenden 8.43 g (42
mmol) de hidrocloruro de p-butilfenilhidrazina en 25 ml de etanol absoluto. A continuacion se
afiade una disolucion de 2.30 g de KOH en 15 ml de etanol absoluto. El precipitado de
cloruro potasico se separa por filtracion al vacio directamente en un matraz esférico, lavando
varias veces la sal con etanol absoluto. Seguidamente, se afiaden 6.7 ml (62 mmol) de 3-
metil-2-butanona (Aldrich, 99%) a la disolucion amarronada resultante y se refluye la mezcla
durante 3 horas. A continuacion, se eliminan todos los componentes volatiles a presion
reducida. Se afiaden 25 ml de &cido acético glacial al aceite resultante y la mezcla se
mantiene a reflujo durante 5 horas. Se evapora el &cido acético y se afiaden 50 ml de agua.
Finalmente, se neutraliza la mezcla (hasta pH=7) afiadiendo una disolucién saturada de
carbonato sédico. Se extrae el producto de la disolucién resultante con benceno (3x25 ml),
se seca la fase bencénica con sulfato sddico anhidro y se filtra por gravedad en un filtro de
pliegues. El benceno se evapora a presion reducida y el aceite resultante se destila también
a presion reducida a 175-177°C (0.05 mm Hg). Se obtienen 4.52 g (21 mmol, 50%) de un

liquido rojizo identificado como 5-butil-2,3,3-trimetilindolenina, p7.

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 0.88 (t, J=7.3 Hz, 3H: (CH,)sCH,), 1.20 (s, 6H: 2
CH3), 1.30 (M, 2H: CH,(CH,),CHs), 1.54 (m, 2H: CH,(CH,),CH3), 2.17 (s, 3H: CHy), 2.58 (t,
J=7.7 Hz, 2H: CH,(CH,),CH3), 7.05 (dd, Js-=7.6 Hz, Js4=1.7 Hz, 1H: He), 7.19 (d, Js¢=1.7
Hz, 1H: Ha), 7.29 (d, J;6=7.6 Hz, 1H: H;). *C-RMN (62.5 MHz, DMSO-d¢): & 13.90 (CHs
(CH);CHg), 15.04 (CHs), 22.00 (CH, CHy(CH,),CHs), 22.79 (2 CHs), 33.72 (CH,,
CH,(CH,)>CHs), 35.08 (CH,, CH,(CH,),CHs), 53.07 (C), 118.94 (CH, C;-Ar), 121.58 (CH, C,-

66



Capitulo 3: EXPERIMENTAL

Ar), 127.21 (CH, Cs-Ar), 139.17 (C), 146.11 (C), 151.82 (C), 186.65 (C). DEPT y correlacién
'H/3C registrados (Anexo).

3.3.1.8. Obtencion de yoduro de 3-etil-2-metilnafto[1,2-d]tiazolio, p8

S S
O N/>\+ TsOEt @ic O N>é\
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°)

p8
En un matraz esférico sumergido en un bafio de silicona con control de temperatura se
afiaden 0.20 g (1 mmol) de 3-etil-2-metilnafto[1,2-d]tiazol (Aldrich, ps) y 0.60 g (3 mmol) de
tosilato de etilo (Aldrich, ps). La mezcla se mantiene durante 12 horas a 180 °C. Una vez ha
alcanzado la temperatura ambiente, se disuelve el crudo de reaccién en etanol. Se afiade
una disolucion de 0.30 g (2 mmol) de yoduro sédico (Aldrich, ps) en etanol y se deja bajo
agitacién durante 1 hora. Se filtran los cristales de color amarillento identificados como

yoduro de 3-etil-2-metilnafto[1,2-d] tiazolio, p8.

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.68 (t, J=7.0 Hz, 3H: CHa), 3.31 (s, 3H: CHy), 5.15
(g, J=7.0 Hz, 2H: CH,), 7.85-7.99 (absorcion compleja, 2H: Hgaom), 8.30-8.43 (absorcion
compleja, 3H: Haom), 8.76 (d, J=8.4 Hz, 1H: Haom). *C-RMN (62.5 MHz, DMSO-dg): & 13.50
(CH,), 17.43 (CHa), 48.30 (CH,), 120.23 (CH. C-Ar), 121.64 (CH, C-Ar), 122.19 (C), 128.09
(CH, C-Ar), 129.30 (CH, C-Ar), 129.56 (CH, C-Ar), 129.82 (CH, C-Ar), 130.32(C), 133.63 (C),
136.39 (C), 174.52 (C). DEPT y correlacion 'H/**C registrados (Anexo).

3.3.1.9. Obtencion de 2,5-bis(dimetilaminometilen)ciclopentanona, p9

_OCH, 0
(CH3),NCH

N

Hs

NCHy) 2 N(CHg),

1,5-diazabiciclo[4.3.0]non-5-eno

P9
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A un matraz esférico de 50 ml sumergido en un bafio de silicona (con control de
temperatura), provisto de agitacidbn magnética y de una columna de destilacion fraccionada
se acopla, en la parte superior de ésta, una trampa Dean-Stark y, a continuacion, un
refrigerante. Se introduce un termometro a la salida del montaje de manera que la
temperatura de los vapores de la columna de destilacion pueda ser medida. Se disponen
8.50 g (100 mmol) de ciclopentanona (Aldrich, 99%), 31.69 g (250 mmol) de 1,1-
dimetoxitrimetilamina (Aldrich, 94%) y 0.2 ml de 1,5-diazabiciclo[4,3,0]non-5-eno (Aldrich)
como catalizador en 30 ml de dimetilformamida (Aldrich, ps) en el matraz esférico Se
incrementa gradualmente la temperatura del bafio de silicona de 160 °C a 190 °C. Durante
10 horas se destilan 16 ml de metanol. El residuo rojo que queda en el matraz esférico se
disuelve en 20 ml de acetona y se calienta hasta ebullicibn. Cuando la disolucion esta a
temperatura ambiente, se reserva en la nevera durante 2 horas. Los cristales rojizos de 2,5-
bis(dimetilaminometileno) ciclopentanona se secan al vacio. Se obtienen 9.71 g (50 mmol,
50%).

Punto de fusion de p9: 137-138 °C

'H-RMN (250 MHz, CDCls): & 2.84 (s, 4H: 2 CH,), 3.01 (s, 12H: 2 CHg), 7.10 (s, 2H: 2
CH). *C-RMN (62.5 MHz, DMSO-de): 8 23.98 (CH,), 41.76 (2 CH3), 105.65 (C), 142.54 (CH),
192.15 (C). DEPT registrado (Anexo).

3.3.1.10. Obtencion de 2-metil-3-(4-sulfonatobutil)benzotiazolio, p10

SO, S
V4 o/
N N
C4HgSO5
p10

Se sigue la metodologia descrita en el apartado § 3.3.1.1, partiendo de 3.0 g (20 mmol)
de 2-metilbenzotiazol (Aldrich, GC 99%) y 5.40 g (40 mmol) de butanosultona (Fluka) como
agente alquilante. Se mantiene la reaccion durante 3 horas a 100 °C, obteniéndose 4.9 g
(17.2 mmol, 86%) de 2-metil-3-(4-sulfonatobutil)benzotiazolio, p10.

Punto de fusion de p10: 276.4-276.8 °C.

'"H-RMN (250MHz, D,0): & 1.77 (m, 2H), 1.96 (m, 2H), 2.81 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.01 (s,
3H), 4.58 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.56 - 7.95 (absorbancia compleja, 4H) (Anexo).
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3.3.1.11. Obtencion de cloruro de N-/5-anilino-3-cloro-2,4-(propano-1,3-diil)-
2,4-pentadien-1-ilideno/ anilinio, p11 [3]

1) POCl;
DMFA

0 2) PhNH, cl
C,HsOH

3) Hy0 o
s PRHN 2" NHPh

Cl

p11

Se disponen 39 ml de N,N-dimetilformamida (DMFA, Aldrich ACS, 99.8%) en un
matraz esférico de tres bocas provisto de embudo de adicion, termdémetro y agitador
magnético y sobre un bafio de acetona y didxido de carbono a 0 °C. Se afiaden lentamente
33 ml (54.28 g, 350 mmol) de cloruro de fosforilo (Panreac, ps) a través del embudo de
adicién. Se prepara una disolucién de 7.50 g (76 mmol) de ciclohexanona, (Merck, ps) en 15
ml de diclorometano (Panreac, ps) y se aflade mediante el embudo de adicién. Se calienta la
mezcla en un bafio a 100 °C durante una hora, manteniendo agitacion. A continuacion, se
vuelve a enfriar la mezcla a 0 °C y se aflade gota a gota una disolucién de 27 ml de anilina
(Panreac, 99.5% ACS) en 27 ml de etanol a través del embudo de adicidn, controlando que
la reaccion no hierva. Seguidamente, se vierte la mezcla de reaccion sobre 300 ml de agua
destilada a la que se han afiadido 30 ml de &cido clorhidrico concentrado y se ha enfriado a
0 °C. La mezcla resultante se deja unas 12 horas en la nevera y los cristales obtenidos se
filtran al vacio, se lavan con agua, con éter y finalmente se secan al vacio. La purificacion
del producto se lleva a cabo disolviéndolo en 100 ml de etanol hirviendo, y afiadiendo,
posteriormente 1 ml de &cido clorhidrico al 37%. Los cristales se filtran al vacio. Se obtienen
21.60 g (60.5 mmol, 80%) de producto identificado como cloruro de N-[5-anilino-3-cloro-2,4-

(propano-1,3-diil)-2,4-pentadien-1-ilideno] anilinio, p11.
Punto de fusion de p11: 225-228 °C  (Lit.: 222 °C).

VIS-NIR (metanol) : A=520.5 nm, €=7.6x10* I-mol*.cm™ (Lit.: A=520 nm, €=7.4x10*

l-mol*.cm™).
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3.3.1.12. Obtencién de cloruro de N-/5-anilino-3-cloro-2,4-(etano-1,3-diil)-
2,4-pentadien-1-ilideno/ anilinio, p12, y derivados, p13, p14 y p15

0 Cl

1) POCl3, DMFA

2) H,0, NaClO,4 (HC)N © = = N(CHy),

clof .
1

2 HyN le CH;COOH

p12: X4=H; X,=H

p13: X4=CI; X,=H

p14: X4=CF3; X,=H

p15: X4=H; X,=ClI

Se disponen 39 ml de N,N-dimetilformamida (DMFA, Aldrich ACS, 99.8%) en un
matraz esférico de tres bocas provisto de embudo de adicién, termometro y agitador
magneético, y sobre un bafio de acetona y diéxido de carbono a 0 °C. Se afiaden lentamente
33 ml (54.28 g, 350 mmol) de cloruro de fosforilo (Panreac, ps) a través del embudo de
adicion). Se prepara una disoluciéon de 6.38 g (76 mmol) de ciclopentanona, (Aldrich) en 15
ml de diclorometano y se afiade ésta al matraz mediante el embudo de adicién. La mezcla
se calienta en un bafio a 100 °C durante una hora, manteniendo agitacion; se enfria y se
afiaden 20 ml de una disolucion de perclorato sodico (Sigma-Aldrich, 98%) en agua 0.1 M. A
continuacioén, se vuelve a enfriar a 0 °C y se afiade gota a gota una disolucién de 27 ml de
anilina (Panreac, 99.5% ACS) en 27 ml de etanol a través del embudo de adicién, cuidando
gue la reaccién no hierva. Seguidamente, se vierte la mezcla de reaccion a 300 ml de agua
destilada a la que se han afiadido 30 ml de acido acético concentrado y se ha enfriado a 0
°C. La mezcla resultante se deja unas 12 horas en la nevera y los cristales obtenidos se
filtran al vacio, se lavan con agua, con éter y finalmente se secan al vacio. La purificacion
del producto se lleva a cabo disolviéndolo en 100 ml de etanol hirviendo, y afadiendo,
posteriormente 1 ml de acido clorhidrico al 37%. Los cristales se filtran al vacio. Se obtienen
26.17 g (64 mmol, 84%) y son identificados como N-[5-anilino-3-cloro-2,4-(etano-1,3-diil)-
2,4-pentadien-1-ilideno] anilinio, p12.
En la obtencion de pl3, se siguié el mismo procedimiento que para la sintesis de p12,

empleando 3-cloroanilina (Aldrich, 99%) en vez de anilina; para pl4, 3-(trifluorometil)anilina
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(Aldrich, 99%) y para pl5, 4-cloroanilina (Aldrich, 98%). Partiendo cada vez de 6.38 g (76
mmol) de ciclopentanona, (Aldrich, 99%) se obtuvieron de cada uno: 29.41 g de pl3 (62
mmol, 81%); 31.06 g de p14 (57 mmol, 75%) y 28.69 g de p15 (60 mmol, 79%).

VIS-NIR (etanol): p12: A= 435.0 nm, £=5.5x10" I-mol*-cm™; p13: A= 419.5 nm,
£=6.1x10* I-mol*-cm™; p14: A= 416.0 nm, €=4.9x10* I-mol*-cm™; p15: A= 429.5 nm,

£=6.0x10* I-mol™*-cm™.

3.3.2. Sintesis de los cromo(fluoro)ionéforos
3.3.2.1. Obtencion de croconinas

Obtencion de 3-[(3,3-dimetil-5-metoxi-2-indolinil)-2-metilen]-5-[(3,3-dimetil-5-

metoxi-2-indoliniliden)metil]ciclopentan-1,2,4-triona, c1 (3d en [4])

0
H,CO 0 0 H3CO.
2 BuOH/benceno
/ + _—
N
HO OH

p2 ¢
Se disponen 0.19 g (1 mmol) de 2,3,3-trimetil-5-metoxindolenina, p2, 0.07 g (0.5 mmol)

de &cido crocénico (Aldrich, 98%), 6 ml de benceno (Sigma-Aldrich, 99%), 14 ml de butanol
(BuOH, Panreac, 99,5%) y 0.05 g (0.3 mmol) de &cido 4-toluensulfénico 1-hidrato (Panreac,

PS) como catalizador en un matraz esférico, que esta sumergido en un bafio de silicona,
provisto de agitacibon magnética y acoplado a una trampa Dean-Stark y ésta a un
refrigerante de reflujo. Se lleva la mezcla a ebullicion y se controla la reaccion mediante la
realizacion de espectros UV-vis-NIR en etanol y acidificando con una gota de HCI. El primer
control se efectia al cabo de 10 minutos de que la mezcla hierve y empieza a destilar el
azedbtropo. Se observa la aparicibn de un pico mayoritario sobre los 570 nm,
correspondiente al producto de monoadiciéon, y otro de minoritario a 794 nm, que
corresponde al cromo(fluoro)ionéforo. La mezcla se deja destilando unas 4 horas, hasta que
se observa la desaparicion casi completa del pico a 570 nm. Se evapora la mezcla a presion
reducida. Se lavan los cristales negros resultantes con unos 10 ml de éter y se recristalizan
con metanol. Se obtienen 0.09 g (0.2 mmol, 36%) de producto. Se identifican como 3-[(3,3-
dimetil-5-metoxi-2-indolinil)-2-metilen]-5-[(3,3-dimetil-5-metoxi-2-indoliniliden)metil]ciclopen-

tan-1,2,4-triona, cl.
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'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.48 (s, 6H: 2 CHs), 3.80 (s, 3H: OCHj3), 5.88 (s
ancho, 1H: CH), 6.93 (dd, J¢,7=8.9 Hz, Js4=2.0 Hz, 1H: Hg), 7.25 (d, J46=2.0 Hz, 1H: H4),
7.44 (d ancho, J;6=8.9 Hz, 1H: H;). ®*C-RMN (62.5 MHz, DMSO-dg): & 25.53 (CH3), 50.26
(C), 55.97 (CH3, OCHjs), 94.39 (CH), 109.89 (CH, C-Ar), 113.98 (CH, 2 C-Ar), 123.76 (C),
134.76 (C), 142.92 (C), 144.21 (C), 157.89 (C), 159.62 (C), 185.34 (C). DEPT registrado
(Anexo).

MALDI m/z 541 (M" + C4Hg, 100), 542 (M" + C4Hq + H, 35), 484 (M", 14).

Andlisis elemental : Calculado para CyH,sN,Os: C, 71.88; H, 5.82; N, 5.78.
Experimental: C, 69.44; H, 5.39; N, 5.73.

Obtencion de 3-[(3,3-dimetil-5-nitro-2-indolinil)-2-metilen]-5-[(3,3-dimetil-5-nitro-
2-indoliniliden)metil]ciclopentan-1,2,4-triona, c2 (3e en [4])

o]
ON 0 0 O,N
2 BuOH/benceno
/ + —_—
N
HO OH

Se sigue la metodologia descrita en el apartado anterior para c1, partiendo de 0.35 g

(1.7 mmol) de 2,3,3-trimetil-5-nitroindolenina, p3, 0.13 g (0.9 mmol) de &cido croconico
(Aldrich, 98%), 0.05 g (0.3 mmol) de &cido 4-toluensulfonico 1-hidrato (Panreac, PS), 8 ml de
benceno y 17 ml de butanol. La banda correspondiente al producto de monoadicién esta
localizada a 470 nm y la del cromo(fluoro)iono6foro a 793 nm. El tiempo de reaccion es de 2
horas. Se obtienen 0.32 g (0.6 mmol, 70%) de cristales negros, identificados como 3-[(3,3-
dimetil-5-nitro-2-indolinil)-2-metilen]-5-[(3,3-dimetil-5-nitro-2-indoliniliden)metil]ciclopentan-
1,2,4-triona, c2.

'"H-RMN (250 MHz, DMSO-d¢): 8 1.58 (s, 6H: 2 CH3), 6.15 (s, 1H: CH), 7.75 (d, J;6=8.9
Hz, 1H: H;), 8.32 (dd, Js7=8.9 Hz, Js4,=2.1 Hz, 1H: H¢), 8.55 (d, J46=2.1 Hz, 1H: H4) (Anexo
A).

MALDI m/z 627 (M* + 2 C4Hg - H, 100), 628 (M* + 2 C,H,, 34), 514 (M*, 17), 755 (no
asignado, 9).

Andlisis elemental: Calculado para C,;H,,N4O;: C, 63.03; H, 4.31; N, 10.89.
Experimental: C, 62.80; H, 4.48; N, 10.39.
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Obtencién de 3-[(5-acetilamino-3,3-dimetil-2-indolinil)-2-metilen]-5-[(5-

acetilamino-3,3-dimetil-2-indoliniliden)metil]ciclopentan-1,2,4-triona, c3 (3f en [4])
0
HsCOCHN o o H3COCHN
2 BuOH/benceno
/ + -
N
HO OH
p4

Se sigue la metodologia descrita para cl, partiendo de 2.60 g (12 mmol) de 5-

acetilamino-2,3,3-trimetilindolenina, p4, 0.87 g (6 mmol) de &cido crocénico (Aldrich, 98%),
0.05 g (0.3 mmol) de acido 4-toluensulfénico 1-hidrato (Panreac, PS), 12 ml de benceno y 28
ml de butanol. La banda correspondiente al producto de monoadicién esta localizada a 580
nm y la del cromo(fluoro)ionéforo a 799 nm. El tiempo de reaccion es de 45 minutos. En ese
momento, la disolucidn negra resultante se reserva en la nevera durante 2 horas. A
continuacion, se induce la precipitacion del cromo(fluoro)ion6foro mediante adicion de éter.
Se obtienen 1.13 g (2 mmol, 35%) de cristales negros, que se identifican como 3-[(5-
acetilamino-3,3-dimetil-2-indolinil)-2-metilen]-5-[(5-acetilamino-3,3-dimetil-2-

indoliniliden)metil]ciclopentan-1,2,4-triona, c3.

'"H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.47 (S, 6H: 2 CH3), 2.05 (s, 3H: 2 NHCOCH,), 5.92
(s, 1H: CH), 7.42-7.51 (absorbancia compleja, 2H: Haom), 7.79 (S, 1H: Haom), 10.10 (s, 1H:
NHCOCHs3). DEPT registrado (Anexo).

MALDI m/z 651 (M* + 2 C4Hg- H, 100), 652 (M" + 2 C,4Hy, 36), 480 (no asignado, 19),
609 (no asignado, 6), 465 (no asignado, 6), 538 (no asignado, 5), 765 (no asignado, 4).

Analisis elemental : Calculado para Cj3H3oN4Os: C, 69.13; H, 5.61; N, 10.40.
Experimental: C, 63.71; H, 5.45; N, 9.39.
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Obtencién de 3-[(5-acetilamino-3,3-dimetil-2-indoliniliden)metil]-5-[(3,3-dimetil-5-

metoxi-2-indolinil)-2-metilen]ciclopentan-1,2,4-triona, c4

0 Q 0
HsCOCHN o o H,COCHN
BuOH/benceno + H,0
2 . _BuOH/benceno
/ | NN o
N s\
HO OH o°
p4 H,CO
)— P?

Se sigue la metodologia descrita para cl, partiendo de 0.22 g (1 mmol) de 5-
acetilamino-2,3,3-trimetilindolenina, p4, 0.14 g (1 mmol) de acido crocénico (Aldrich, 98%),
0.05 g (0.3 mmol) de &cido 4-toluensulfénico 1-hidrato (Panreac, PS), 8 ml de bencenoy 17
ml de butanol. Cuando aparece la banda correspondiente al producto de monoadicion
(A=580 nm) se adicionan 0.19 g (1 mmol) de 2,3,3-trimetil-5-metoxindolenina, p2. La
reaccion se controla mediante espectrofotometria, considerando que la banda
correspondiente al cromo(fluoro)iono6foro esta localizada a A=799 nm. EIl tiempo de reaccién
es de 45 minutos. La precipitacion del cromo(fluoro)ionéforo se induce por adicién de éter al
crudo de reaccion. Se obtienen 0.18 g (0.4 mmol, 35%) de cristales negros, que se
identifican como 3-[(5-acetilamino-3,3-dimetil-2-indoliniliden)metil]-5-[(3,3-dimetil-5-metoxi-2-

indolinil)-2-metilen]ciclopentan-1,2,4-triona, c4.

'"H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.48 (s, 12H: 4 CHj3), 2.05 (s, 3H: NHCOCHs,), 3.80
(s, 3H: OCHs,), 5.91 (s ancho, 2H: 2 CH), 6.91-6.96 (m, 2H: Haom), 7.24 (S, 2H: Haom), 7.46-
7.50 (M, 2H: Hgom) (Anexo).

MALDI m/z 597 (M" + 2Na + K, 100), 598 (M" + 2Na + K + H, 46), 624 (no asignado,
16), 625 (no asignado, 10), 439 (no asighado, 6).

Analisis elemental : Calculado para CsHxgN3Os: C, 70.44; H, 5.71; N, 8.21.
Experimental: C, 67.28; H, 5.91; N, 5.80.
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Obtencion de 3-[(5-butil-3,3-dimetil-2-indolinil)-2-metilen]-5-[(5-butil-3,3-dimetil-
2-indoliniliden) metilciclopentan-1,2,4-triona, c5 (3b en [4])

o]
C4H9 O O C4H9
2 BuOH/benceno
/ + —_—
N
HO OH

p7 c5

Se sigue la metodologia descrita para cl1, partiendo de 0.21 g (1 mmol) de 5-butil-
2,3,3-trimetilindolenina, p7, 0.07 g (0.05 mmol) de acido crocénico (Aldrich, 98%), 0.05 g
(0.3 mmol) de acido 4-toluensulfénico 1-hidrato (Panreac, ps), 6 ml de benceno y 14 ml de
butanol. La banda correspondiente al producto de monoadicién esta localizada en la regiéon
del visible y la del cromo(fluoro)ionéforo ¢5 en A=775 nm. El tiempo de reaccion es de 10
minutos. La precipitacion del cromo(fluoro)ionéforo se induce por adicion de éter al crudo de
reaccion. Este se evapora a presion reducida hasta sequedad y se lavan los cristales con
éter de petréleo. Se obtienen 0.17 g (0.3 mmol, 63%) de cristales negros que se identifican
como  3-[(5-butil-3,3-dimetil-2-indolinil)-2-metilen]-5-[(5-butil-3,3-dimetil-2-indoliniliden) metil]

ciclopentan-1,2,4-triona, c5.

'"H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 0.91(t, J=7.3 Hz, 3H: CH,(CH,),CHs), 1.25-1.41 (m,
2H: CH,(CH,),CHj3), 1.47 (s, 6H: 2 CH3), 1.52-1.64 (m, 2H: CH,(CH,).CHs), 2.62 (t, J=7.7 Hz,
2H: CH,(CHy),CHj3), 5.92 (s, 1H: CH), 7.19 (d, J= 7.5 Hz, 1H: Haom), 7.35-7.40 (absorbancia
compleja, 2H: Haom) (Anexo).

MALDI m/z 536 (M*, 100), 537 (M" + H, 62).

Analisis elemental : Calculado para CssHioN.Os: C, 78.33; H, 7.51; N, 5.22.
Experimental: C, 77.99; H, 7.65; N, 5.06.

Obtencion de 3-[(3,3-dimetil-2-indolinil)-2-metilen]-5-[(3,3-dimetil-2-indoliniliden)

metil]ciclopentan-1,2,4-triona, c6 (3a en [4])

0
o) 0
BuOH/benceno
2 / + —_—
N
HO OH

c6
Se sigue la metodologia descrita para cl, partiendo de 0.16 g (1 mmol) de 2,3,3-

trimetilindolenina (Aldrich, 98%), 0.07 g (0.05 mmol) de &cido crocdénico (Aldrich, 98%), 0.05
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g (0.3 mmol) de &cido 4-toluensulfonico 1-hidrato (Panreac, ps), 6 ml de benceno y 14 ml de
butanol. La banda correspondiente al producto de monoadicién esta localizada en la region
del visible y la del cromo(fluoro)ionéforo c6 en A=759 nm. El tiempo de reaccién es de 1
hora. La precipitacion del cromo(fluoro)ion6foro se induce por adicién de éter al crudo de
reaccion. Se obtienen 0.16 g (0.4 mmol, 75%) de cristales negros; se identifican como 3-
[(3,3-dimetil-2-indolinil)-2-metilen]-5-[(3,3-dimetil-2-indoliniliden)metilciclopentan-1,2,4-triona,
C6.

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.50 (s, 6H: 2 CHj3), 5.97 (s, 1H: CH), 7.21-7.56
(absorbancia compleja, 4H: Haom). “*C-RMN (62.5 MHz, DMSO-dg): & 25.51 (CHs), 50.11
(C), 93.21 (CH), 113.57 (CH, C-Ar), 123.21 (CH, C-Ar), 125.13 (CH, C-Ar), 128.75 (CH, C-
Ar), 140.83 (C), 141.02 (C), 145.27 (C), 145.66 (C), 176.34 (C), 184.93 (C). DEPT registrado
(Anexo).

MALDI m/z 424 (M*, 100), 447 (M* + Na, 99), 463 (no asignado, 88), 448 (M" + Na + H,
75), 425 (M* + H, 67), 280 (no asignado, 67), 296 (no asignado, 66), 537 (no asignado, 32),
351 (no asignado, 26).

Analisis elemental : Calculado para Cy/Hx4N,Os: C, 76.40; H, 5.70; N, 6.60.
Experimental: C, 74.90; H, 5.70; N, 6.30.

Obtencion de 3-[(1,1,2-trimetil-1H-benz[elindolinil)-2-metilen]-5-[(1,1,2-trimetil-
1H-benz[e]indoliniliden)metil]ciclopentan-1,2,4-triona, c7 (3c en [4])

0
BuOH/benceno
—_—

HO OH

Se sigue la metodologia descrita para cl1, partiendo de 0.21 g (1 mmol) de 1,1,2-
trimetil-1H-benz[elindol (ACROS, 96%), 0.07 g (0.05 mmol) de acido croconico (Aldrich,
98%), 0.05 g (0.3 mmol) de &cido 4-toluensulfénico 1-hidrato (Panreac, PS), 6 ml de
benceno y 14 ml de butanol. La banda correspondiente al producto de monoadicién esta
localizada en la regién del visible y la del cromo(fluoro)ionéforo ¢7 en A=802 nm. El tiempo

de reaccion es de 1 hora. Se obtienen 0.17 g (0.3 mmol, 65%) de cristales negros; se
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identifican como 3-[(1,1,2-trimetil-1H-benz[e]indolinil)-2-metilen]-5-[(1,1,2-trimetil-1H-benz[e]

indoliniliden)metil]ciclopentan-1,2,4-triona, c7.

'H-RMN (250 MHz, DMSO-d¢): & 1.50 (s, 6H: 2 CHj), 5.97 (s, 1H: CH), 7.21-7.59
(absorbancia compleja, 6H: Haom) (Anexo).

MALDI m/z 637 (M" + 2C4H,, 100), 195 (C14H13N, 86), 638 (M* + 2C,H, - H, 44), 851
(no asignado, 28).

Analisis elemental : Calculado para CssHygN,Os: C, 80.13; H, 5.38; N, 5.34.
Experimental: C, 75.53; H, 5.38; N, 4.31.

3.3.2.2. Obtencién de cetocianinas

Obtencion de 2-[(5-acetilamino-1-etil-3,3-dimetil-2-indoliniliden)etiliden]-5-[(1-
etilnafto [1,2-d] tiazolin-2-iliden)etiliden]ciclopentanona, k1

S
>_ 0]
‘O PN)é " \/N/\é/\ pir ( N(CHs),
>

CH JoNH
p8 p9

H,COCHN

Fi§3 N, (CH),NH

NHCOCHS

En un matraz esférico provisto de agitacion magnética, refrigerante de reflujo y bafio
de silicona, se disponen 0.36 g (1 mmol) de yoduro de 3-etil-2-metilnafto[1,2-d]tiazolio, p8,
0.19 g (1 mmol) de 2,5-bis(dimetilaminometilen)ciclopentanona, p9, y 10 ml de piridina
(Sigma-Aldrich, 99%). La mezcla se refluye durante 3 horas y la reaccion se sigue mediante
espectrofotometria de UV-vis-NIR. Cuando aparece el pico en la regién del visible

correspondiente al producto de monoadicion, se afiaden 0.37 g (1 mmol) de yoduro de 5-
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acetilamino-1-etil-2,3,3-trimetilindolenio, p5. Se observa la desaparicion de un pico en la
region del visible y la formacion de un pico en la region NIR, alrededor de los 750 nm. Se
evapora la mezcla a presion reducida hasta sequedad. Para separar el posible
cromo(fluoro)ionéforo simétrico de la mezcla, se afiaden unos 30 ml de metanol y, mientras
se agita, se lleva a ebullicion. Finalmente, se filtran los cristales en caliente. Se obtienen
0.14 g (0.2 mmol, 24%) de cristales negros, 2-[(5-acetilamino-1-etil-3,3-dimetil-2-

indoliniliden)etiliden]-5-[(1-etilnafto [1,2-d] tiazolin-2-iliden)etiliden]ciclopentanona, k1.

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): 8 1.16 (t, J=6.8 Hz, 3H: CHj), 1.53/1.58 (s/t, J=7.0 Hz,
9H: 2 CH3/CHs), 2.01 (s, 3H: NHCOCHs3), 2.67 (s, 4H: 2 CH,), 3.77 (m, 2H: CH,), 4.43 (m,
2H: CH,), 5.34 (d, J=13.3 Hz, 1H: CH), 5.63 (d, J=12.4 Hz, 1H: CH), 6.28-8.33 (absorbancia
compleja, 10H: Haom Y CH), 7.02 (d, J=12.4 Hz, 1H: CH), 9.81 (s, 1H: NHCOCH;) (Anexo).

MALDI m/z 575 (M*, 100), 576 (M" + H, 61), 592 (no asignado, 25), 591 (no asignado,
14).

Andlisis elemental : Calculado para CzsH37SN3O,: C, 75.10; H, 6.48; S, 5.57; N, 7.30.
Experimental: C, 71.48; H, 6.00; S, 5.27; N, 6.44.

Obtencion de  2-[(1-etil-3,3-dimetil-2-indoliniliden)etiliden]-5-[(1-etilnafto[1,2-

d]tiazolin-2-iliden)etiliden]ciclopentanona, k2 (5ha en [5])

0

S 0 S
O Ng/_+ \N/\é/\ L O WN(CHQZ
(T " e

)

(CH3),NH
p8 p9

Se sigue la sintesis descrita en k1 hasta obtener el producto de monoadicion

(intermedio con pico en la region del visible). A continuacién, se afiaden a la mezcla 0.32 g
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(1 mmol) de yoduro de 1-etil-2,3,3-trimetilindolenio, pl. Se observa la desaparicion del pico
en la regién del visible y la formacion de un pico en la regién del NIR, alrededor de 740 nm.
Se evapora la mezcla a presion reducida hasta sequedad. Para separar el posible
cromo(fluoro)ionéforo simétrico de la mezcla, se afiaden unos 30 ml de metanol y, mientras
se agita, se lleva a ebullicion. Finalmente, se filtran los cristales en caliente. Se obtienen
0.11 g (0.2 mmol, 22%) de cristales negros, 2-[(1-etil-3,3-dimetil-2-indoliniliden)etiliden]-5-[(1-

etilnafto[1,2-d]tiazolin-2-iliden)etiliden]ciclopentanona, k2.

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.17 (t, J=7.0 Hz, 3H: CHj), 1.55/1.58 (s/t, J=7.4 Hz,
9H: 2 CH3/CHzy), 2.68 (s, 4H: 2 CH,), 3.80 (m, 2H: CH,), 4.43 (m, 2H: CH,), 5.38 (d, J=13.0
Hz, 1H: CH), 5.64 (d, J=12.4 Hz, 1H: CH), 6.87-8.31 (absorbancia compleja, 10H: Hgaom),
7.05 (d, J=12.4 Hz, 1H: CH), 7.45 (d, J=13.0 Hz, 1H:CH) (Anexo).

MALDI m/z 518 (M*, 100), 519 (M" + H, 51), 520 (no asignado, 20), 516 (no asignado,
20), 517 (no asignado, 18).

Andlisis elemental : Calculado para Cs;4H3,SN,O: C, 78.73; H, 6.61; S, 6.18; N, 5.40.
Experimental: C, 68.30; H, 5.91; S, 5.28; N, 4.40.

Obtencién de 2-[(1-etil-5-hidroxi-3,3-dimetil-2-indoliniliden)etiliden]-5-[(1-
etilnafto[1,2-d]tiazolin-2-iliden)etiliden]ciclopentanona, k3 (5hb en [5])

S 0 0
O PN)Q £ N \ Y IQ h .

p8 p9

(CH3),NH

HO

NOe [Ny (CHyNH
")

k3

Se sigue la sintesis descrita en k1 hasta obtener el producto de monoadicion
(intermedio con pico en la region del visible). A continuacion se afiaden a la mezcla 0.33 g (1

mmol) de yoduro de 1-etil-5-hidroxi-2,3,3-trimetilindolenio, p6. Se observa la desaparicion
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del pico en la region del visible y la formacion de un pico en la region del NIR, alrededor de
760 nm. Se evapora la mezcla a presion reducida hasta sequedad. Para separar el posible
cromo(fluoro)ionéforo simétrico de la mezcla, se afiaden unos 30 ml de metanol y, mientras
se agita, se lleva a ebullicion. Finalmente, en caliente, se filtran los cristales. Se obtienen
0.20 g (0.4 mmol, 36%) de cristales verdosos de 2-[(1-etil-5-hidroxi-3,3-dimetil-2-

indoliniliden)etiliden]-5-[(1-etilnafto[1,2-d]tiazolin-2- iliden)etiliden]ciclopentanona, k3.

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): 8 1.14 (t, J=7.0 Hz, 3H: CHj), 1.52/1.58 (s/t, J=7.0 Hz,
9H: 2 CH3/CHs), 2.65 (s, 4H: 2 CHy), 3.73 (q, J=7.1 Hz, 2H: CH,), 4.41 (g, J=7.0 Hz, 2H:
CH,), 5.27 (d, J=12.9 Hz, 1H: CH), 5.62 (d, J=12.2 Hz, 1H: CH), 6.59-8.30 (absorbancia
compleja, 10H: 9Haom Yy CH), 7.00 (d, J=12.2 Hz, 1H: CH), 9.03 (s, 1H: OH). *C-RMN (62.5
MHz, DMSO-dg): 8 11.05 (CHa), 13.52 (2CHj3), 23.89 (CH,), 24.37 (CH,), 28.27 (CHa), 36.79
(C), 38.85 (CH,), 46.54 (CH,), 89.46 (CH), 91.92 (CH), 107.77 (CH), 110.23 (CH), 113.96
(CH), 119.88 (CH), 120.45 (CH), 120.78 (CH), 121.29 (CH), 123.44 (C), 126.99 (C), 127.83
(CH), 128.25 (CH), 129.83 (CH), 130.58 (CH), 131.15 (C), 133.53 (C), 135.80 (C), 136.94
(C), 140.50 (C), 141.25 (C), 152.64 (C), 154.99 (C), 161.97 (C), 176.75 (C). DEPT registrado
(Anexo).

MALDI m/z 534 (M*, 100), 535 (M* + H, 85), 537 (no asignado, 30), 532 (no asignado,
21), 533 (no asignado, 17), 510 (no asignado, 8), 558 (no asignado, 7).

Analisis elemental : Calculado para C34H34SN,O,: C, 76.37; H, 6.41; S, 6.00; N, 5.24.
Experimental: C, 70.91; H, 5.34; S, 5.89; N, 4.35.

Obtencion de 2,5-bis[(1-etil-3,3-dimetil-2-indoliniliden)etiliden]ciclopentano-
na, k4 (5aa en [6])

0
~ ~ __pir
Oy ey 4
2 (CH,),NH ) )

p1 p9 kd

En un matraz esférico provisto de refrigerante de reflujo y agitacibn magnética, se
anaden 0.63 g (2 mmol) de yoduro de 1-etil-2,3,3-trimetilindolenio, p1, 0.19 g (1 mmol) de
2,5-bis(dimetilaminometilen)ciclopentanona, p9, y 10 ml de piridina. La mezcla se refluye
durante 1 hora. El seguimiento de la reaccién se hace mediante espectrofotometria de UV-

vis-NIR. A medida que la reaccion avanza, se observa la desaparicion del pico
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correspondiente a p9 (Amsx=433 nm) y la aparicién de un pico en la region NIR, sobre los 720
nm. Se deja enfriar la mezcla a temperatura ambiente y se afiaden 100 ml de agua. El sélido
obtenido se filtra y se recristaliza con metanol. Se obtienen 0.35 g (0.73 mmol, 73%) de
cristales negros identificados como 2,5-bis[(1-etil-3,3-dimetil-2-indoliniliden)etiliden]ciclopen-

tanona, k4.

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): 8 1.19 (t, J=6.9 Hz, 3H: CHj), 1.56 (s, 6H: 2 CH,), 2.66
(s, 2H: CH,), 3.77 (q, J=6.9 Hz, 2H: CH,), 5.35 (d, J=13.1 Hz, 1H: CH), 6.81-6.90
(absorbancia compleja, 2H: Haom), 7.14-7.26 (absorbancia compleja, 2H: Hgom), 7.50 (d,
J=13.1 Hz, 1H: CH). *C-RMN (62.5 MHz, DMSO-d¢): & 11.09 (CHs), 23.27 (CH,), 28.24
(2CHs), 36.67 (CH,), 42.13 (C), 46.16 (C), 92.94 (CH), 107.34 (CH), 120.75 (CH, C-Ar),
122.02 (CH, C-Ar), 127.54 (CH, C-Ar), 128.09 (CH, C-Ar), 131.83 (C), 139.11 (C), 143.49
(C), 161.45 (C). DEPT registrado (Anexo).

MALDI m/z 478 (M*, 100), 479 (M* + H, 57), 476 (no asignado, 23), 477 (no asignado,
23), 174, (no asignado, 7), 173 (no asignado, 7).

Andlisis elemental : Calculado para Cs3HsgN,O: C, 82.80; H, 8.00; N, 5.85.
Experimental: C, 82.21; H, 7.92; N, 5.80.

Obtencién de 2,5-bis[(5-acetilamino-1-etil-3,3-dimetil-2-indoliniliden)etili-

den]ciclopentanona, k5 (5cc en [6])

H § H
e LI O S P g
OO g 0

i
/ 2 (CHa),NH
p5 p9 K5

Se sigue la metodologia descrita en el apartado anterior para k4, partiendo de 0.74 g
(2 mmol) de yoduro de 5-acetilamino-1-etil-2,3,3-trimetilindolenio, p5, 0.19 g (1 mmol) de
2,5-bis(dimetilaminometilen)ciclopentanona, p9 y 10 ml de piridina. El tiempo de reaccion es
de 1 hora. El pico de absorbancia correspondiente al cromo(fluoro)ionéforo esta alrededor
de 740 nm. Se obtienen 0.43 g (0.72 mmol, 75%) de cristales rojizos, identificados como 2,5-
bis[(5-acetilamino-1-etil-3,3-dimetil-2-indoliniliden)etiliden] ciclopentanona, k5.

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): 8 1.16 (t, J=7.0 Hz, 3H: CHj), 1.53 (s, 6H: 2 CH,), 2.01
(s, 3H: NHCOCHg), 2.64 (s, 2H: CH,), 3.77 (q, J=7.0 Hz, 2H: CH_), 5.35 (d, J=13.1 Hz, 1H:
CH), 6.84 (d, J;6=8.5 Hz, 1H: H7), 7.33 (dd, Js,=8.5 Hz, Js4=1.8 Hz, 1H: Hg), 7.45 (d, J=13.1
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Hz, 1H: CH), 7.53 (d, J46=1.8 Hz, 1H: H,), 9.82 (s, 1H: NHCOCH;). DEPT registrado
(Anexo).

MALDI m/z 591 (M" - H, 100), 592 (M", 46), 615 (no asignado, 42), 679 (no asignado,
21), 231 (no asignado, 14).

Andlisis elemental : Calculado para Cs/HiN4Os: C, 74.97; H, 7.48; N, 9.45.
Experimental: C, 69.27; H, 7.92; N, 8.66.

3.3.2.3. Obtencién de cianinas-anilinas: cal, ca2, ca3, ca4, cab, cab, ca7
y ca8 [3,7] (3aA, 3bA, 3cA, 3bC, 3eB, 3bB, 3bD y 3bE
respectivamente en [8])

X3

CchOONa
X2 N_ / /
n=2, 3 CH2 )

pl/pl0 p11/p12/p13/pl4/pl5

X cl X3

1
+/ /
EE—— : :N AN NH Xo
Yo
R n=2,3 \CH2 |,

call/ca2/ca3/cad/cab/cab/calca8

Tabla 1. Estructura quimica de los cromo(fluoro)ionéforos cianina-anilina sintetizados

colorante = X1 X2 X3 Y R
cal S H H * (CH2)4803_
ca2 S H H | CH,CHj;
ca3 C(CHs)» H H Br CH,CHs3;
n=2
ca4d S H Cl Br CH,CHs3;
cab C(CH3)2 H H C|O4 CH,CHj;
ca6 S H H Br CH,CHs3;
ca’ S H CF; Br CH,CHs3;
ca8 S Cl H Br CH,CH3

*sin contraion

En un matraz esférico provisto de agitacion magnética y de refrigerante de reflujo,
sumergido en un bafio de silicona, se disponen 2 mmol de la correspondiente sal del
heterociclo cuaternizado (p10 para la obtencién de cal; yoduro de 3-etil-2-metilbenzotiazolio

(Aldrich) para la obtencion de ca2, ca4, ca6, ca7 y ca8; y pl para la obtenciéon de ca3 y
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cab) con 2 mmol de la sal pentametinica (p11 para la obtencion de cal, ca2 y ca3; pl2 para
la obtencion de ca5 y ca6; pl3 para la obtencion de ca4; pl4 para la obtencion de ca7 y
pl5 para la obtencién de ca8) y 200 mg de acetato sddico anhidro en 30 ml de etanol
absoluto. Se calienta la mezcla durante 10 minutos y posteriormente se enfria y mantiene a -
10 °C durante un dia. Los cristales obtenidos se filtran y se lavan con éter. Se recristalizan
con metanol. En el caso de ca3, ca4, ca6, ca7 y ca8 los cristales se disuelven en 20 ml de
etanol y se basifica la disolucion afiadiendo unas gotas de trietilamina. Esta reaccion se
sigue por espectrofotometria UV-vis. El disolvente se evapora a presién reducida y el crudo
de reaccion se extrae con éter (3x25 ml). EI cromo(fluoro)ion6foro simétrico se filtra y el éter
se evapora a presion reducida. El crudo de reacciéon se disuelve en 30 ml de metanol y se
afiaden unas gotas de acido bromhidrico, hasta que la mezcla es de color azul intenso. La
disolucion resultante se diluye con éter (1:5) y se enfria y mantiene durante 12 horas a -10

°C. Los cristales se filtran y se recristalizan con metanol.

Identificacion de los cromo(fluoro)ionéforos:
a) 2-[4’-cloro-6’-N-anilino-3’,5'-(propano-1",3"-diil)-1',3",5-hexatrien-1'-il]-3-(4-

sulfonatobutil)-benzotiazolio, cal: 628 mg (1.2 mmol, 61%)

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.74-1.95 (m, 8H: "NCH,CH,CH,CH,SOg,
CCH,CH,CH,C), 2.65 (t, J=5.5 Hz, 2H: CCH,CH,CH,C), 2.73 (t, J 5.8 Hz, 2H:
CCH,CH,CH,C), 4.75 (t, J=7.4 Hz, 2H: *NCH,CH,CH,CH,SOj3), 7.01-7.11 (m, 2H:
‘N=C(S)CHCHC, NHCgHs), 7.29-7.40 (m, 4H: NHCgHs), 7.64 (t, J=8.0 Hz, 1H:
SCCHCHCHCHCN"), 7.75 (t, J=8.0 Hz, 1 H: SCCHCHCHCHCN"), 7.92 (d, J=13.0 Hz, 1H,
"N=C(S)CHCHC), 8.14-8.24 (m, 3H: SCCHCHCHCHCN", CHNHPh), 9.60 (d, J=13.3 Hz, 1H:
NHPh) (Anexo).

FABMS m/z 515.0 (M", 100), 517.1 (32).

Analisis elemental : Calculado para C,sH,,CIN,O3S,: C, 60.6; H, 5.3; N, 5.4; S, 12.45.
Experimental: C, 59.0; H, 5.2; N, 5.3; S, 12.1.

b) Yoduro de 2-[4'-cloro-6’-N-anilino-3’,5-(propano-1",3"-diil)-1’,3’,5’-hexatrien-1'-il]-3-
etilbenzotiazolio, ca2: 556 mg (1.0 mmol, 52%).

'H-RMN (250 MHz, DMSO-ds): & 1.40 (t, J=7.1 Hz, 3H: *NCH,CH,), 1.86 (quinteto, 2H:

CCH,CH,CH,C), 2.66 (t, J= 6.5 Hz, 2H: CCH,CH.,CH,C), 2.71 (t, J=6.5 Hz, 2H:
CCH,CH,CH,C), 4.77 (g, J=7.0 Hz, 2H: *NCH,CHs), 6.99 (d, J=12.8 Hz, 1H:
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*N=C(S)CHCHC), 7.07 (t, J=7.5 Hz, 1H: NHCgHs), 7.30-7.41 (m, 4H: NHCgHs), 7.65 (t, J=7.5
Hz, 1H: SCCHCHCHCHCN"), 7.77 (t, J=7.5 Hz, 1H: SCCHCHCHCHCN"), 7.94 (d, J=12.8
Hz, 1H: "N=C(S)CHCHC), 8.11 (d, J=8.5 Hz, 1H: SCCHCHCHCHCN"), 8.21 (d, J=7.3 Hz,
1H: SCCHCHCHCHCN"), 8.25 (s, 1H: CHNHPh), 9.63 (d, J=12.5 Hz, 1H: NHPh) (Anexo).
FABMS m/z 407.0 (M"- H, 100), 409.0 (33).
Andlisis elemental : Calculado para C,4H.4CIIN,S: C, 53.9; H, 4.5; N, 5.2; S, 6.0.
Experimental: C, 53.35; H, 4.4; N, 5.15; S, 5.8.

¢) Bromuro de 2-[4'-cloro-6’-N-anilino-3’,5’-(propano-1",3"-diil)-1’,3',5’-hexatrien-1'-il]-
1-etil-3,3-dimetilindolenio, ca3: 267 mg (0.49 mmol, 32%).

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): 8 1.37 (t, J=7.3 Hz, 3H: "NCH,CHz), 1.71 (s, 6H: CMe,),
1.88 (quinteto, J=5.8 Hz, 2H: CCH,CH,CH,C), 2.72 (m, 4H, CCH,CH,CH,C), 4.41 (q, J=7.0
Hz, 2H: *"NCH,CHj3), 6.54 (d, J=15.0 Hz, 1H: "N=C(Me),CHCHC), 7.18 (t, J=6.3 Hz, 1H,
NHCeHs), 7.43 (t, J=5.0 Hz, 1H: (Me),CCHCHCHCHCN"), 7.45 (m, 4H: NHC¢Hs), 7.53 (t,
J=7.8 Hz, 1H: (Me),CCHCHCHCHCN"), 7.64 (d, J=7.5 Hz, 1H: (Me),CCHCHCHCHCN"),
7.74 (d, J=7.0 Hz, 1H: (Me),CCHCHCHCHCN"), 8.23 (s, 1H: CHNHPh), 8.43 (d, J=15.0 Hz,
1H, "N=C(Me),CHCHC), 10.27 (s ancho, NHPh) (Anexo).

FABMS m/z 417.1 (M"- H, 100), 419.1 (30).

Andlisis elemental : Calculado para C,/H3BrN,Cl: C, 59.5; H, 5.55; N, 5.1.
Experimental: C, 63.1; H, 6.0; N, 5.5.

d) Bromuro de 2-[4’-cloro-6’-N-(3""-cloroanilino)-3’,5’-(etano-1",3"-diil)-1',3’,5-

hexatrien-1'-il]-3-etilbenzotiazolio, ca4: 319 mg (0.63 mmol, 31%).

'"H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.41 (t, J=7.3 Hz, 3H: *NCH,CH), 2.89 (t, J=8.3 Hz,
2H: CCH,CH,C), 2.95 (t, J=8.7 Hz, 2H: CCH,CH,C), 4.79 (q, J=7.3 Hz, 2H: "NCH,CH3), 6.89
(d, J=15.0 Hz, 1H: "N=C(S)CHCHC), 7.00 (d, J=8.3 Hz, 1H: NHC¢H,CI), 7.15 (d, J=3.3 Hz,
1H: NHCgH,CI), 7.31 (d, J=7.8 Hz, 1H: SCCHCHCHCHCN"), 7.38 (s, 1H: NHC¢H,CI), 7.51 {(t,
J=7.8 Hz, 1H: NHCgH,CI), 7.67 (t, J=8.0 Hz, 1H: SCCHCHCHCHCN"), 7.70 (t, J=8.0 Hz, 1H:
SCCHCHCHCHCN®), 7.86 (d, J=15.0 Hz, 1H: *N=C(S)CHCHC), 8.13 (d, J=8.5 Hz, 1H:
CHNHCgH,CI), 8.27 (d, J=8.0 Hz, 1H: SCCHCHCHCHCN), 9.45 (d, J=12.5 Hz, 1H:
NHC¢H4CI) (Anexo).

FABMS m/z 427.0 (M"- H, 100), 429.0 (35), 431.0 (10).
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Andlisis elemental : Calculado para C,3H»;ClIL,BrN,S: C, 54.35; H, 4.2; N, 5.5; S, 6.3.
Experimental: C, 49.1; H, 3.75; N, 4.9; S, 5.3.

e) Perclorato de 2-[4’-cloro-6’-N-anilino-3’,5’-(etano-1",3"-diil)-1",3’,5’-hexatrien-1"-il]-1-

etil-3,3-dimetilindolenio, ca5: 840 mg (1.7 mmol, 60%).

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.45 (t, J=7.4 Hz, 3H: "NCH,CHs), 1.69 (s, 6 H:
CMe,), 2.97 (m, 4H: CCH,CH,C), 4.50 (q, J=7.4 Hz, 2H: "NCH,CHz), 6.30 (d, J=14.5 Hz, 1H:
‘N=C(Me),CHCHC), 7.16 (t, J=6.8 Hz, 1H: NHCeHs), 7.39-7.45 (m, 2H:
Me,CCHCHCHCHCN"), 7.62-7.65 (m, 4H: NHCgH;), 7.83-7.86 (m, 2H: *N=C(Me),CHCHC,
Me,CCHCHCHCHCN"), 7.95-7.99 (m, 2H: CHNHPh, Me,CCHCHCHCHCN"), 10.38 (s
ancho,l H: NHPh) (Anexo).

FABMS m/z 403.1 (M"- H, 100), 405,1 (33).

Andlisis elemental : Calculado para C,gH»sCI:N,O4: C, 68.65; H, 8.1; N, 4.0.
Experimental: C, 57.1; H, 6.0; N, 5.0.

f) Bromuro de 2-[4'-cloro-6’-N-anilino-3’,5-(etano-1",3"-diil)-1’,3’,5’-hexatrien-1'-il]-3-

etilbenzotiazolio, ca6: 410 mg (1.0 mmol, 43%).

'"H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.39 (t, J=7.5 Hz, 3H: *NCH,CHs), 2.90 (t, J=8.5 Hz,
2H: CCH,CH,C), 2.96 (t, J=8.5 Hz, 2H: CCH,CH,C), 4.73 (g, J=7.5 Hz, 2H: "NCH,CHj3), 6.80
(d, J=15.0 Hz, 1H: "N=C(S)CHCHC), 7.04 (t, J=7.1 Hz, 1H: NHC¢Hs), 7.30-7.39 (m, 4H:
NHC¢Hs), 7.61-7.68 (m, 2H: SCCHCHCHCHCN"), 7.73-7.76 (m, 1H: "N=C(S)CHCHC), 7.80
(d, J=3.3 Hz, 1H: CHNHPh), 8.08 (d, J=8.0 Hz, 1H: SCCHCHCHCHCN"), 8.22 (d, J=7.3 Hz,
1H: SCCHCHCHCHCN), 9.61 (d, J=12.4 Hz, 1H: NHPh) (Anexo).

FABMS m/z 392.9 (M"- H, 100), 395.0 (33).

Analisis elemental : Calculado para CxHx,CLBrN,S: C, 58.3; H, 4.7; N, 5.9; S, 6.
Experimental: C, 51.8; H, 4.1; N, 5.1; S, 5.8.

g) Bromuro de 2-[4'-cloro-6’-N-(3""-trifluorometilanilino)-3’,5-(etano-1",2"-diil)-1’,3’,5'-

hexatrien-1'-il]-3-etilbenzotiazolio, ca7: 499 mg (0.92 mmol, 46%).
'"H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.42 (t, J=7.1 Hz, 3H: *NCH,CHs), 2.90 (t, J=7.0 Hz,

2H: CCH,CH,C), 2.96 (t, J=7.0 Hz, 2H: CCH,CH,C), 4.78 (q, J=7.1 Hz, 2H: "NCH,CH3), 6.92
(d, J=14.8 Hz, 1H: *N=C(S)CHCHC), 7.29 (d, J=7.0 Hz, 1H: NHCsH,CFs), 7.50-7.84 (m, 7H:
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*N=C(S)CHCHC, CHNHC¢H,CF3, NHC¢H,CF3, SCCHCHCHCHCN"), 8.14 (d, J=8.5 Hz, 1H:
SCCHCHCHCHCN"), 8.27 (d, J=8.3 Hz, 1H: SCCHCHCHCHCN"), 9.51 (d, J=12.3 Hz, 1H:
NHC¢H4CF3) (Anexo).

FABMS m/z 461.0 (M"- H, 100), 463.0 (33).

Andlisis elemental : Calculado para C,4H,1F3CIBrN,S: C, 53.2; H, 3.9; N, 5.2; S, 5.9.
Experimental: C, 46.5; H, 3.4; N, 4.5; S, 4.9.

h) Bromuro de 2-[4’-cloro-6’-N-(4""-cloroanilino)-3’,5'-(etano-1",2"-diil)-1",3',5'-

hexatrien-1'-il]-3-etilbenzotiazolio, ca8: 457 mg (0.90 mmol, 45%).

'"H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.39 (t, J=7.0 Hz, 3H: *NCH,CH), 2.83 (t, J=6.0 Hz,
2H: CCH,CH,C), 2.92 (t, J=6.0 Hz, 2H: CCH,CH,C), 4.70 (g, J=7.0 Hz, 2H: "NCH,CH3), 6.75
(d, J=15.0 Hz, 1H: "N=C(S)CHCHC), 7.24 (d, J=9.0 Hz, 2H: NHC¢H,CI), 7.28 (d, J=9.0 Hz,
2H: NHCeH.CI), 7.47 (d, J=11.5 Hz, 1H: CHNHCeH.CI), 7.61 (t, J=7.5 Hz, 1H:
SCCHCHCHCHCN"), 7.67 (d, J=15.0 Hz, 1H: +N=C(S)CHCHC), 7.71 (t, J=8.0 Hz, 1H:
SCCHCHCHCHCN"), 8.05 (d, J=8.0 Hz, 1H: SCCHCHCHCHCN"), 8.20 (d, J=8.0 Hz, 1H:
SCCHCHCHCHCN"), 9.49 (d, J=11.5 Hz, 1H: NHCH,CI) (Anexo).

FABMS m/z 427.0 (M"- H, 100), 429.0 (35), 431.0 (10).

Andlisis elemental : Calculado para C,sH»CLBrN,S: C, 54.35; H, 4.2; N, 5.5; S, 6.3.
Experimental: C, 51.9; H, 4.0; N, 5.2; S, 6.0.

3.3.2.4. Obtencion de un cromo(fluoro)ionoforo norcianina-anilina, cloruro

de 2-[4’-cloro-6’-N-anilino-3’,5’-(propano-1-,3"-diil)-1’,3’,5’-hexatrien-
1'-il]-3,3-dimetil-1H-benz[e]indolio, ncal (5fA en [8])

Se disponen 419 mg (2 mmol) de 1,1,2-trimetil-1H-benz[elindol (ACROS, 96%) y 714
mg (2 mmol) de pl1l en 30 ml de metanol en un matraz esférico provisto de agitacion
magnética y de refrigerante de reflujo y sumergido en un bafio de silicona. La mezcla se
refluye durante 10 minutos. La reaccion se sigue por espectrofotometria de UV-vis. Cuando

la banda correspondiente a la sal pentametinica desaparece, se enfria la mezcla y se
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mantiene a -10 °C durante un dia. Los cristales se filtran y se recristalizan con metanol. Se

obtienen 466 mg (1 mmol, 49%) de ncal.

'H-RMN (250 MHz, DMSO-dg): & 1.77 (s, 6H: (CHs),), 1.86 (quinteto, J=5.6 Hz, 2H:
CCHCH,CH,C), 2.69 (m, 4H: CCH,CH,CH,C), 6.57 (d, J= 15.0 Hz, 1H:
*N=C(Me),CCHCHC), 7.10 (t, J=6.0 Hz, 1H: NHC¢Hs), 7.37 (s, 4H: NHC¢Hs), 7.56 (t, J=7.5
Hz, 1H: CCHCHCHCHC), 7.66 (d, J=7.8 Hz, 1H: CCHCHCNH®), 8.04-8.10 (m, 3H:
CHNHPh, CCHCHCHCHC), 8.24 (d, J=8.5 Hz, 1H: CCHCHCNH"), 8.62 (d, J= 15.0 Hz, 1H:
*N=C(Me),CCHCHC), 9.85 (s ancho, NHPh) (Anexo).

FABMS m/z 439.0 (M*,100), 441.0 (30).

Andlisis elemental : Calculado para C,oH,sClLN,: C, 73.3; H, 5.9; N, 5.9. Experimental:
C,72.4;H,6.1; N, 5.8.

3.4. METODOLOGIAS PARA LA OBTENCION DE LOS ESPECTROS DE ABSORCION

3.4.1. Caracterizacion de los cromo(fluoro)ionéforo s en disolucion

etandlica

3.4.1.1. Determinacion del coeficiente de extincion molar y de la longitud

de onda del maximo de absorcion

Se registra el espectro de absorbancia entre 400 y 1000 nm de una disolucién 1x10° M
del cromo(fluoro)ionéforo en medio acido usando un espectrofotémetro de doble haz. A
continuacion, se realiza el espectro en medio basico, siguiendo el mismo procedimiento. Se
obtiene el coeficiente de extincibn molar, €, a partir del valor de maxima absorbancia para
cada medio, conociendo exactamente la concentracion del cromo(fluoro)ion6foro en

disolucion, y aplicando la ley de Lambert-Beer (Ecuacion 1).

3.4.1.2. Estudio del comportamiento acido-base en disolucién etandlica

En primer lugar, se prepara una disolucion 1x10°M del cromo(fluoro)ionéforo a
estudiar en 100 ml de etanol. Se realiza la correccién del blanco empleando etanol y se
trasvasa aproximadamente la mitad de esta disoluciéon a un vaso de precipitados provisto de
agitacion magnética, donde se introduce un electrodo de vidrio combinado para monitorizar
el pH. A continuacién, se varia el pH de la disolucion mediante la adicion de pequefios

volumenes (del orden de microlitros) de una disolucién concentrada de HCl o de NaOH. Se
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registra el espectro de absorbancia a cada uno de los valores de pH (una vez su valor se ha
estabilizado), tomando unos 3 ml de la disolucion de cromo(fluoro)ionoforo e
introduciéndolos en la cubeta del espectrofotdbmetro. Los espectros se realizan tras cada
modificacion de pH, partiendo de valores de pH neutros hacia valores de pH &cidos
(llegando aproximadamente a 3 en cetocianinas y cianinas-anilinas, y a 1.5 en croconinas).
De cada espectro, se obtiene la longitud de onda del m&ximo de absorcién y la intensidad de
absorcion. A continuacion, se basifica la disolucién hasta el valor de pH neutro inicial, para
verificar la reversibilidad del proceso. Con otra alicuota de la disolucién, se obtienen los
espectros de absorbancia desde un pH neutro a un pH basico (aproximadamente de 8.5 en
cetocianinas, de 12 en croconinas y de 13 en cianinas-anilinas) y se estudia la reversibilidad
del mismo modo.

Las curvas de respuesta se obtienen representando la absorbancia a la longitud de
onda del maximo en funcién del pH, siendo éstas hormalmente sigmoidales. Los valores de
la constante de acidez de los indicadores corresponden al punto de inflexion de estas
curvas. Para determinar este punto, se calcula el valor de la segunda derivada de la funcion

de respuesta. Asi, el valor del pK, se obtiene a partir de la expresion:

Ka - ‘A"a |

=—————[pH"d-pH"a)+ pH"a
‘A"dﬂA"d\ (20)

donde pH"a y A"a corresponden al valor de pH y de absorbancia de la segunda
derivada para el Gltimo punto positivo y pH”d y A”d a los valores de pH y de absorbancia de
la segunda derivada para el primer punto negativo.

A partir de los espectros de absorbancia se determina la reversibilidad. El proceso se
considera reversible cuando la forma de la banda de absorcién, el valor de la longitud de
onda del maximo y el valor de la absorbancia de un cromo(fluoro)ionéforo a un determinado

pH, antes y después de un ciclo de pH, son iguales.

3.4.2. Caracterizacion de los cromo(fluoro)ion6foro s en membranas de
PVC plastificado

3.4.2.1. Protocolo de preparacion de membranas

Las membranas Opticas selectivas a iones que se estudiaron en este trabajo se
obtienen a partir de la mezcla de los diferentes elementos que las componen que
denominamos coctel sensor. Primeramente, se determina la cantidad de cada
cromo(fluoro)ionéforo que es necesario pesar para obtener un nivel minimo de sefal de 0.2

u.a. Esta se calcula a partir del valor de la absortividad molar en medio acido a la longitud de

88



Capitulo 3: EXPERIMENTAL

onda del maximo de absorbancia en disolucién, para un camino éptico de 4 um (grosor de
las dos membranas que se usan en cada estudio) y teniendo en cuenta que se preparan
unos 0.25 g de membrana. Las membranas selectivas a proton tienen la siguiente
composicion (porcentaje en peso): 0.5% de cromo(fluoro)ionéforo (indicador de pH), 0.5%
de aditivo idnico (anidnico en el caso de las cetocianinas y las cianinas-anilinas, tetrakis(p-
clorofenilborato) de potasio (KTpCIPB); cationico en el caso de las croconinas, bromuro de
tetraoctilamonio), 31% de PVC y 68% del plastificante (fosfato de tris(2-etilhexilo) (TOPh) en
cetocianinas, y sebacato de di-(2-etilhexilo (DOS) en croconinas y cianinas-anilinas). Todos
los componentes de la membrana se pesan y disuelven en 1.5 ml de THF. Posteriormente,
el coctel sensor se reserva en la nevera, protegido de la luz, para su conservacion.

Se obtienen membranas de 2 um de grosor depositando 100 pl del coctel sobre un
portaobjetos de vidrio que se hace girar a 3000 rpm durante un minuto empleando un

dispositivo de rotacion controlada (o spin-coater).

3.4.2.2. Montaje experimental

El montaje experimental consta de un sistema de gestién de fluidos con un sistema
supresor o atrapador de burbujas compuesto por una unidad de impulsién; una celda de flujo
disefiada en el grupo de investigacion (GSB); un espectrofotometro UV-vis-NIR de doble haz
y un sistema de adquisicién de datos via un ordenador. En los casos en los que se registran
espectros en funcién del pH, se emple6 también un electrodo de pH combinado conectado a

un pHmetro (Figura 3.3).

celda de flujo

AN

—

PC espectrofotobmetro  atrapador de bomba t pHmetro
burbujas

Figura 3.3. Esquema del montaje experimental para medidas de absorbancia de optodos en

flujo continuo (w es residuo y t, disoluciéon tampén).

La celda de flujo es de metacrilato, de configuracion convencional, y permite la
insercion de dos membranas Opticas, depositadas sobre portaobjetos de vidrio. Para
mantener la estanqueidad, se ayuda de dos finas capas de goma opaca a la radiacion, que,

a su vez, definen la ventana optica de la celda.
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La unidad de impulsion consiste en una bomba peristéltica (Gilson Minipuls 3). El
atrapador de burbujas es un bloque de metacrilato con entrada y salida de flujo, que retiene
las posibles burbujas provenientes de la disolucion. Todas las conducciones del sistema de
gestion de fluidos se efectian mediante tubos de teflon de 0.8 mm de diametro interno y se
integran en el sistema mediante conectores de PVC. La estanqueidad de las conexiones se

asegura mediante juntas toroidales de viton (Epidor, S.A.).

3.4.2.3. Determinacion de la longitud de onda del maximo de absorcion

Para establecer la longitud de onda del maximo de absorcién, se hace circular una
disolucién tamponada &cida (pH=3 para cetocianinas y (nor)cianinas-anilinas; y pH=1.5 para
croconinas) durante 5 minutos a través de la celda de flujo. Una vez se alcanza el estado
estacionario de la sefial, se registra el espectro de 400 a 1000 nm y se toma la longitud de
onda del méximo. Analogamente, se determina la longitud de onda del maximo de absorcién
en medio béasico (pH=8.5 para cetocianinas, pH=13 para (nor)cianinas-anilinas, y pH= 12

para croconinas).

3.4.2.4. Estudio del comportamiento acido-base

Se sigue la respuesta a pH en un sistema de flujo en continuo. Los espectros de la
membrana son registrados para cada pH una vez se alcanza el estado estacionario de la
sefal (aprox. 5 min). Se varia el pH de la disolucion de 3 a 8.5 en cetocianinas; de 1.5 a 12
en croconinas y de 6 a 13 en (nor)cianinas-anilinas, adicionando pequefios volumenes de
disoluciones concentradas de HCI y NaOH y se monitoriza el pH continuamente con un
electrodo de vidrio. Se realiza el célculo de los valores de pKawen de cada
cromo(fluoro)ionéforo ajustando los valores de la curva de calibrado experimental en la
ecuacion general de un optodo de pH, [9]

a, =t ({1-9) 21)
o Kaye, O

donde a es el coeficiente de disociacion del cromo(fluoro)ionéforo; es decir, a= (As -
A)/(As - Ag). A es la sefal a un pH determinado, A, es la sefial de la forma totalmente

disociada (méaximo pH), y As es el maximo sefial de la forma totalmente protonada (minimo
pH).

3.4.2.5. Estudios de fotoestabilidad

Se estudia la fotodescomposicion de los cromo(fluoro)ion6foros bajo dos condiciones

experimentales distintas. La primera consiste en exponer las membranas, previamente
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acondicionadas con una disolucién tampoén acida (pH=3) o béasica (pH=8), a la longitud de
onda del méximo de absorbancia de la forma acida y de la basica respectivamente utilizando
el haz de luz de un espectrofotémetro.

La segunda consiste en exponer las membranas en seco a la luz de una lampara
halégena (500 W), situada a 150 cm de distancia. Se sigue la modificacion del espectro de
absorcion de la membrana. La temperatura durante los experimentos es de 23 + 2 °C.

En ambos casos, se registra el espectro de absorbancia en intervalos de pocos
minutos durante 2 horas. Se calcula el tiempo de vida media (ty,) de los
cromo(fluoro)ionéforos asumiendo una ecuacién de velocidad de descomposicion de primer

orden, y normalizando la absorbancia en el t = 0 al 100% de sefial.

3.4.2.6. Estudios de exudacién de la membrana

El estudio de la exudacién se realiza registrando el maximo de absorbancia de la forma
acida o de la basica cada pocos minutos, mientras la membrana, protegida de la luz, esta en
continuo contacto con una disolucién tampdn que circula en el sistema durante 2 horas. Los
experimentos se llevan a término en medio acido (pH=3) y béasico (pH=8). Finalmente, se
registra el espectro de la disolucion tampdn que ha circulado, contenida en un vaso de

precipitados de 5 ml, para comprobar la posible presencia del cromo(fluoro)ionéforo.

3.4.2.7. Estudio del tiempo de respuesta

Para determinar el tiempo de respuesta de las membranas se realizan registros en
continuo de la absorbancia en funcion del tiempo fijando una longitud de onda (normalmente
la del maximo de absorbancia). En primer lugar, se acondiciona la membrana con una
disolucion tampdén que protona o desprotona completamente el cromoionoéforo y, a
continuacion, se va variando el pH en intervalos de una unidad adicionando pequefios
volumenes de una disolucion concentrada de HClI o NaOH. De esta forma, se obtienen
sefales escalonadas que permiten establecer el tiempo en el que la respuesta llega al
estado estacionario. Para determinar el tiempo de respuesta se aplica un ajuste exponencial
a cada escaldn (Figura 3.4) y se calcula como el tiempo en el que la sefial llegar al 90% de

su valor total. Si la funcion exponencial es la siguiente:
A=A, +be™" (22)
donde A, es la absorbancia en el estado estacionario, b es la variacion de absorbancia
en un escalén, t es el tiempo en segundos, d es el tiempo inicial en segundos, ¢ es una

constante y A es la absorbancia a un tiempo determinado. Segun esta expresion, se cumple

que para un tiempo inicial (t=0) la respuesta es A=Aytb, y cuando llega al estado
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estacionario (t=w), la respuesta es A=A,. Para calcular el tiempo en llegar al 90% de la
respuesta en el que A=Aq+0.1b, se substituye este valor en la ecuacién (22) y se obtiene el

_In0.1

tiempo de respuesta en segundos como: try,,, = —d
c

(23)

0415

0410

Aot
0405
0400

03% 90%

039 A

absorbancia

038

031 VvV %

Ao d
037

T T
200 260 300 35 400 450 500 550

tiempo (s)

Figura 3.4. Ajuste exponencial y pardmetros para calcular el tiempo de respuesta.

3.5. METODOLOGIAS PARA LA OBTENCION DE LOS ESPECTROS DE EMISION DE

FLUORESCENCIA

3.5.1. Caracterizacion de los cromo(fluoro)ionéforo s en disolucion

etandlica

3.5.1.1. Determinacion de la longitud de onda de los maximos de

excitacion y emision y del rendimiento cuantico de fluorescencia

Para determinar la longitud de onda de emisién de fluorescencia maxima de los
cromo(fluoro)ionéforos sintetizados en este trabajo en disolucidn etandlica, se registran los
espectros de emisién de disoluciones 10° M en etanol 96% de los cromo(fluoro)ionéforos a
las que se ha afiadido unas gotas de HCI concentrado o de NaOH concentrado para
asegurar la presencia de una sola especie, la &cida o la basica respectivamente. La longitud
de onda de excitacion utilizada en cada caso es, en primera aproximacion, la
correspondiente al madximo de absorbancia en disolucion, determinado anteriormente. Los
espectros de emisién se registraron entre Ag.+5 nm y 800 nm. Finalmente, mediante la
longitud de onda de emision, se registra el espectro de excitacion y se verifica la longitud de

onda del maximo.
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Se calculan los rendimientos cuanticos de fluorescencia (®;) de cetocianinas en
disolucion etandlica respecto a antraceno [10] (Aldrich, 99%) en etanol (®=0.27+0.03,
Aexc=365 nm) empleando el método de las medidas 6pticamente diluidas. [11] Este sigue la
ecuacion (24): [12]

O = Oy (FIF) (As/A)E/E) (24)

donde & es el rendimiento cuantico del estandar (antraceno); F, el area integrada del
espectro de emision de fluorescencia, en cuantos; A, la absorbancia representativa de la
disolucion empleada y E, la intensidad de la radiacion de excitacion, en cuantos-s®. El
subindice “st” se refiere al material estandar y donde no se indica subindice se refiere a la
sustancia de rendimiento cuantico desconocido. Las disoluciones empleadas para el célculo
del rendimiento cuantico son desoxigenadas, burbujeando argén durante 10 minutos, como
paso previo al registro de los espectros de absorbancia y de fluorescencia. Los maximos de
absorbancia de las disoluciones de los cromo(fluoro)ionéforos y del antraceno, no deben
exceder el valor de 0.05 (disoluciones en etanol 96% entre 5x10” y 10°M) para asegurar las
premisas de la ecuacion (24). Los espectros de emision de fluorescencia son corregidos
multiplicAndolos por un factor, obtenido midiendo la potencia de la lampara de emision del
fluorimetro con un sensor de luz Advantest (Tokio, Japon) conectado a un medidor de

potencia éptica Advantest (Tokio, Japon).

3.5.1.2. Estudio del comportamiento &cido-base en etanol

Se sigue el mismo procedimiento descrito en el apartado § 3.4.1.2, pero esta vez

realizando espectros de emisién de fluorescencia en un espectrofluorimetro.

3.5.2. Caracterizacion de los cromo(fluoro)ion6foro s en membranas de
PVC plastificado

3.5.2.1. Protocolo de preparacion de membranas

Los cécteles sensores empleados para los estudios de fluorescencia de los
cromo(fluoro)iondéforos sintetizados en membranas de PVC plastificado se prepararan como

se describe en el apartado § 3.4.2.1.

3.5.2.2. Montaje experimental

Para realizar medidas de fluorescencia de los optodos, se depositan unos 2 pl de
coctel sensor en un portaobjetos de vidrio de dimensiones aproximadas de 1x3 cm y se

expanden simulando una técnica serigréfica (screen-printing) con la ayuda de otro
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portaobjetos. Asi se obtienen membranas homogéneas de 1.2+0.2 um de grosor (medidas
por interferometria IR). Se introduce el portaobjetos en una cubeta de cuarzo y se posiciona
con la ayuda de un tapén de teflon, especialmente disefiado para sostener la membrana a

45° del detector y la fuente, tal y como se muestra en la Figura 3.5.

Fuente i Detector

optodo portaobjetos
de vidrio

Figura 3.5. Esquema de la disposicién de las membranas en las medidas de fluorescencia en

la cubeta emplazada en el espectrofluorimetro.

Para evaluar la respuesta de la membrana a pH, se rellena la cubeta con una
disolucion tampon a un pH determinado. La disolucion se va renovando a cada valor de pH y

se toma la medida una vez alcanzado el equilibrio (aprox. 2 minutos).

3.5.2.3. Determinacién de la longitud de onda del maximo de excitacion y

emision de fluorescencia.

Se registran los espectros de emision de fluorescencia en el montaje experimental
descrito en el apartado anterior 8§ 3.5.2.2, tanto de la forma acida de los
cromo(fluoro)iono6foros (afiadiendo a la cubeta una disolucion de tampén combinado
ajustado a pH=1.5 en croconinas, pH=3 en cetocianinas y pH=6 en (nor)cianinas-anilinas),
como de la forma bésica (disolucién tampoén ajustado a pH=12 en croconinas, pH=8.5 en
cetocianinas y pH=13 en (nor)cianinas-anilinas). La longitud de onda de excitacion es, en
cada caso, la correspondiente a la longitud méxima de absorcién del cromo(fluoro)ionéforo

en membrana.

3.5.2.4. Estudio del comportamiento acido-base

Se utiliza el montaje experimental descrito en el apartado § 3.5.2.2. Se rellena la
cubeta con una disolucién tampon a un determinado pH inicial y se toma el espectro a los
dos minutos de acondicionar la membrana. Se renueva el contenido de la cubeta con la
disolucion tampodn ajustada a distintos pH mediante adiciones de HCl y NaOH concentrados.
El pH de la solucion (entre 1.5y 12 en croconinas; entre 3y 8.5 en cetocianinas y entre 6 y
13 en (nor)cianinas-anilinas) se determina mediante un electrodo de pH combinado

conectado a un pHmetro y se van tomado los distintos espectros de emision. Los espectros
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de emisién de fluorescencia se registraron irradiando a la longitud de onda del maximo de
absorbancia de la forma &cida o de la basica. Se representa el valor de intensidad en el

méximo de emision frente al pH para construir la curva de calibracion.

3.5.3. Caracterizacion de membranas selectivas a po  tasio y plomo (Il) en

los dispositivos miniaturizados de fluorescencia de sarrollados

3.5.3.1. Protocolo de preparacion de membranas

El procedimiento que se sigue para la preparacién de las membranas selectivas a los
iones potasio y plomo (lI) es el mismo que el descrito en el apartado § 3.4.2.1, pero
incorpora un ionéforo como elemento de selectivizacion de la respuesta al ion de interés. Se
ensayan distintas composiciones de membrana (aditivos, ion6foros y plastificantes) en

varias proporciones para optimizar la respuesta a cada aplicacion concreta.

3.5.3.2. Estudios preliminares de los optodos en absorbancia

Previamente a la caracterizacion de la respuesta de los sistemas de fluorescencia
desarrollados para la deteccién de potasio y plomo (ll) utilizando optodos, se lleva a cabo la
caracterizacion de las membranas en modo de absorbancia. Para ello se emplea el montaje
experimental descrito en el apartado § 3.4.2.2. Para cada composicion de membrana se
realizan curvas de calibrado, haciendo circular por la celda de flujo disoluciones patrén del
analito de interés. Durante el proceso se optimiza la concentracion y el pH de tampdn para
establecer el intervalo de trabajo, y se determinan algunos paradmetros de calidad analitica
como sensibilidad, limite de deteccion y tiempo de respuesta. Solo aquellos optodos en los
gque se observa una respuesta correcta al analito son posteriormente empleados para activar

guimicamente los sistemas miniaturizados de fluorescencia.

3.5.3.3. Caracterizacion de las membranas en la plataforma sensora de
fluorescencia, mediante la técnica de analisis por inyeccion en flujo
(FIA).

Para la caracterizacion de los dispositivos selectivos de fluorescencia desarrollados, se
utiliza la técnica de analisis por inyeccion en flujo para aprovechar las caracteristicas de
sencillez, facil automatizacion y ahorro de disoluciones cuando se pretende obtener registros
con retorno a la linea base. La técnica FIA se basa en la inyeccion de un volumen conocido
de patron o muestra en el seno de una disolucién portadora que circula en direccién al

detector. De esta manera, el detector que lee de forma continua, establece una linea base
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gue se ve alterada por los cambios producidos por el analito presente en el patrén o la
muestra. El tipo de sefal que se obtiene es un pico y la sefial medida, proporcional a la
concentracion de analito en la disolucion, es la altura de pico. La curva de calibracién se
obtiene de la representacion de la altura de pico en funcion de la concentracién de analito.
La plataforma sensora de fluorescencia desarrollada en el presente trabajo (apartado §
3.2) se emplea como sistema de deteccion miniaturizado en un sistema de flujo bicanal
sencillo (la muestra, una vez inyectada en el canal portador, se acondiciona con la solucién
tampdn del canal auxiliar). Sus componentes son una bomba peristaltica (Gilson Minipuls 3),
equipada con tubos de Tygon y tubos de PTFE de 0.8 de didmetro interior y una valvula de
inyeccion (Hamilton, modelo MVP) con un volumen determinado de inyeccién de muestra o

disolucion patrén (Figura 3.6).

K+/Ph2+

H,0

Bomba
=

tampon !

) L o F—w

Figura 3.6. Esquema del sistema bicanal de inyeccion en flujo. D es la plataforma sensora de

fluorescencia y w, desecho.

La muestra o patron, en su viaje hacia el detector, sufre una cierta dispersién en
contacto con las disoluciones portadora y acondicionadora. Esta dispersibn se mantiene
constante si no se modifican las condiciones experimentales. Los parametros
hidrodinamicos del sistema FIA como el volumen de inyeccion y el caudal se deben
optimizar en funcién de las caracteristicas del problema analitico planteado. No obstante, en
primer lugar, se han realizado curvas de calibracibn en un sistema de flujo continuo
monocanal sin inyeccion, donde la valvula inyectora se ha substituido por una valvula de
seleccién (Hamilton, modelo MVP), para seleccionar el pH del tampdn a utilizar como
disolucion acondicionadora de pH (acetato de magnesio 0.05 M).

1. Optimizacion de los parametros hidrodindmicos de | sistema FIA

- Volumen de inyeccion

A un caudal fijjado en 8 ml-min?, se inyectaron distintos volimenes (500, 1000, 1500,
3000 y 5000 pl) de un patrén de una concentracién conocida (1x10? M K*; 5x10° M Pb?").
Se escogiod el volumen de inyeccién que daba lugar a una sefial suficientemente intensa en

el menor tiempo de andlisis (de retorno a la linea base).
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- Caudal
Se inyecta el volumen seleccionado como 6ptimo de un patron de concentracion
conocida (1x10% M K*; 5x10° M Pb®") y se varia el caudal total, el de entrada al detector (4,
6, 8 y 10 ml-min™). De nuevo, se elige aquel caudal que permite obtener la mejor relacion
intensidad de sefial/tiempo de analisis.
2. Parametros de calidad analitica del dispositivo de fluorescencia desarrollado
- Curvas de calibracién
Una vez fijadas las condiciones experimentales para cada aplicacion (de potasio y de
plomo (1)), se realizaron curvas de calibracion utilizando disoluciones patron del analito. Las
concentraciones preparadas para potasio cubren el rango 1x107-5x10M y para plomo (I1)
son 1x107-1x10"M. La curva se obtiene de la representacion de la altura de pico (en mV)
frente el logaritmo de la concentracion de analito.
- Repetitividad
Empleando un mismo optodo, se inyecta el mismo patron (5x10“*M de cloruro de
potasio; 5x10“M de nitrato de plomo (Il)) 20 veces consecutivas en el canal portador. La
repetitividad del resultado se expresa mediante la desviacion estandar relativa (RSD) de las
medidas realizadas.
- Reproducibilidad
Para estudiar la reproducibilidad se determina la sensibilidad (como pendiente de la
zona lineal de la curva de calibracién) de una misma membrana durante cinco calibrados. El
resultado se expresa mediante la desviacion estandar relativa (RSD) de las medidas
realizadas.
- Estudio de interferencias
Se evalla la selectividad del optodo de potasio en el sistema de medida optimizado
frente los cationes mas comunes encontrados en agua potable de red de distribucion (calcio,
sodio y amonio) puesto que el sensor va a ser aplicado en ese tipo de muestra. Se sigue el
método de las disoluciones mixtas o de interferencia fija (FIM), que consiste en evaluar la
respuesta de diversos patrones del analito, preparados en un fondo constante de i6n
interferente. Las curvas de calibraciébn resultantes muestran dos zonas claramente
diferenciadas. Una zona plana en la que el sensor responde a la concentracion de
interferente y una zona lineal en la que el sensor responde a la concentracion de analito.
Se realizan calibrados con disoluciones que contienen una concentracion fija de ion
interferente variando la concentracién de potasio. Se preparan disoluciones 1x107%, 5x107,
1x1073, 5x10*, 1x10™, 5x10°, 1x10°, 1x10° y 1x10" M K" a partir de una disolucién madre

5x10 M de cloruro potasico enrasadas con disoluciones de las correspondientes sales de
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nitrato de los posibles iones interferentes (1x10° M en el caso del ion amonio y 1x10" M
para el resto de iones: Ca*, Na* y Cu?). Los coeficientes de selectividad se calculan por
analogia a los electrodos selectivos de iones, teniendo en cuenta la concentracion obtenida
al extrapolar las dos zonas de respuesta obtenidas y la concentracion del ion interferente. La

ecuacion utilizada es la siguiente:
log K¢y =log ((K'V[I*T*) (25)

donde J** es el ion interferente y z, su carga.

De forma analoga al optodo de potasio, se evalla la selectividad del optodo de plomo
en el sistema de medida optimizado frente a los iones Cd**, A”**, zn*, Ca®*, K*, Na*, Cu** y
NH,". Las disoluciones patron 1x10™* M, 1x10° My 1x10% M de Pb* son preparadas a partir
de una disolucion madre 0.1 M de nitrato de plomo (ll). Las concentraciones de las
disoluciones de interferente son: 1x10* M de nitrato de cadmio; 1x10° M de nitrato de
aluminio nonahidratado; 1x10° M de nitrato de zinc hexahidratado; 1x10° M de nitrato de
calcio tetrahidratado; 1x10° M de nitrato de sodio; 1x10° M de nitrato de cobre (I1); 1x10° M
de nitrato de amonio.

- Aplicacion al analisis de muestras reales de potasio y plomo (11)

Para demostrar la viabilidad de utilizar el sistema desarrollado para el analisis de
potasio en una aplicacion real, se prepara una muestra de agua de red de distribucion
dopada con 102 M de cloruro potasico. Por dilucién de esta disolucién con agua de red, se
obtienen disoluciones de distinta concentracion 1x10° M, 5x10° M, 1x10™> M, 2x10° M, 5x10
> M, 2x10™* M, 1x10™* M, 1x10° My 1x102 M K*, las cuales son analizadas aleatoriamente en
el sistema FIA desarrollado, tras realizar una curva de calibracidén con disoluciones patron de
K*. Cada muestra es inyectada por triplicado y se limpia el sistema con agua bidestilada
durante 5 minutos entre muestras. Se determina la concentracion de potasio de las
muestras por interpolacién del resultado en la recta de calibrado.

Por otro lado, el sistema desarrollado para el analisis de plomo también se aplica a la
determinacion de éste ion metalico en extractos acéticos de suelos contaminados. Las
muestras de suelos son tomadas en los alrededores de una fundicibn minera en Torreén
(Coahuila, México). El procedimiento de muestreo seguido es una adaptacion de un
estandar de la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (American Society for Testing
and Materials, ASTM). [13] Cada muestra, georeferenciada mediante un GPS (NAV-WGS84
datum), es recogida en un marco de madera de 15x15 cm y luego homogeneizada. Las
fracciones representativas se obtienen por el proceso estandarizado de cuarteo (Coning and
Quartering) de la Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unidos (Environmental

Protection Agency, EPA). [14] Los extractos se preparan mezclando 1 g de muestra de suelo
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con 40 ml de acido acético 0.11M, preparado a partir de acido acético glacial (Panreac, QP,
Barcelona, Espafia), y luego agitando durante 16 horas a 45 rpm en un agitador rotativo (test
tube rotator, Labinco Laboratory Instruments, Holanda, modelo LD-79). A continuacion, la
mezcla es centrifugada con una centrifuga (Orto Alresa, modelo Digicen) y filtrada mediante
un filtro de 8 um. El extracto &cido resultante es diluido 1:1 con una disolucién tampoén 0.05
M de acetato de magnesio a pH=6. Estas muestras se inyectan por triplicado en el sistema
FIA tras realizar una curva de calibracion utilizando disoluciones patrén. Entre muestras y
tras el calibrado, se limpia el sistema con agua bidestilada durante 5 minutos. Las
concentraciones de plomo (Il) se calculan interpolando la altura de pico en la zona lineal de

la curva de calibracion.

3.5.3.4. Evaluacion de la respuesta analitica de la membrana selectiva de

plomo en la sonda de fluorescencia y su aplicacion.

Se activa la sonda de fluorescencia depositando 5 pl del coctel optimizado del optodo
selectivo a Pb** en la superficie de la zona sensora simulando una técnica serigrafica y se
evallan los pardmetros analiticos de calidad a partir de las curvas de calibracion.

- Calibracion de la sonda de fluorescencia

Se sumerge la sonda de fluorescencia en 25 ml de tampon de acetato de magnesio
0.05 M a pH=6.0. Se varia la concentracion de plomo en el intervalo 1x10°-1x10% M
mediante adiciones de disoluciones patrén 1x10™, 1x10°, 1x10? y 1x10" M de Pb(NO;),
bajo agitacion continua. Se toma la intensidad de fluorescencia (en mV) tras cada adicion,
esperando aproximadamente unos 2 minutos para asegurar obtener la sefial en equilibrio
entre la disolucion y el optodo. La curva de calibracién se obtiene de la representacion de la
intensidad frente al logaritmo de la concentracién de Pb?".

- Aplicacion al analisis de muestras naturales

Se determina el contenido de plomo de extractos acéticos preparados como se
describe en el apartado § 3.5.3.3 por el método de la adicion estandar. Se sumerge la sonda
de fluorescencia en 25 ml de muestra de concentracién desconocida y se mide la intensidad
de fluorescencia (en V) al realizar adiciones de pequefios volimenes de una disolucion
madre 0.1 M de Pb(NO:s), preparada en un fondo de disolucién tampén 0.05 M de acetato de
magnesio a pH=6.0 bajo agitacion continua. Las concentraciones de plomo de cada muestra
se calculan por extrapolacién de la recta de calibrado obtenida a partir de los datos
experimentales representando la sefial frente al logaritmo de la concentracién de plomo

afnadida.
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Capitulo 4

4.  Resultados y discusion

En el presente trabajo se propone el uso de sensores Opticos en el campo
medioambiental, biomédico o industrial como alternativa o complemento de la
instrumentacion analitica clasica utilizada, que, a pesar de su fiabilidad, presenta algunos
inconvenientes en cuanto a alto coste, mantenimiento, tamafo, elevado consumo de
reactivos y la necesidad de personal especializado para su utilizacion. Asimismo, las
técnicas Opticas se han visto beneficiadas, en los ultimos afios, del gran desarrollo que ha
experimentado la industria de las telecomunicaciones, que ha permitido, en el ambito de la
instrumentacion oOptica, la aparicion de dispositivos miniaturizados, como son emisores,
detectores o estructuras de confinamiento y guiado de luz. Estos componentes posibilitan la
construccion de dispositivos fiables, robustos, de pequefias dimensiones, de bajo coste y de
facil manipulacion y que, ademas, debido a sus caracteristicas instrumentales, pueden
utilizarse para medidas in-situ fuera de los laboratorios analiticos.

Aunque la mayoria de las medidas analiticas realizadas con instrumentacion Optica
clasica estan basadas en absorbancia o transmision de luz, su aplicacion en el campo de los
sensores presenta ciertos problemas. Por un lado, la miniaturizacion de los sensores implica
una reduccion drastica del camino 6ptico, lo que intrinsecamente conlleva una reduccion de
la sensibilidad. Un aumento del grosor de las membranas no solventa este problema, ya
gue, la cinética de transferencia de masa entre la disolucién que contiene el analito y la
matriz sensora se ralentiza y los tiempos de respuesta se incrementan. Por otro lado, la
radiacion que atraviesa la muestra puede sufrir dispersion o absorcidén inespecifica
provocadas por la matriz. No obstante, el grupo de investigacion desarroll6 una novedosa
configuracion de sensor que consigue la resolucion de los problemas de sensibilidad que
presentan los dispositivos miniaturizados basados en medidas de absorbancia. El nuevo

concepto de sensor quedd plasmado experimentalmente en una microconfiguracion plana
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optoelectrénica en la que la transmision de luz se verifica a través de la membrana, en la
direccidon transversal a la direccién de difusiébn de los analitos entre la disolucion y la
membrana. Dependiendo de la longitud de la zona de guia cortada entre las guias de
entrada y salida, queda fijjado un camino Optico, que es independiente del grosor de la
membrana. Su concrecion experimental permitié desarrollar un nuevo tipo de transductor
optico integrado que demostré su idoneidad como plataforma verséatil para la obtencién de
sensores Opticos basados en medidas de absorbancia.

El uso de técnicas basadas en medidas de fluorescencia puede ser también una
solucion viable para mejorar la sensibilidad de sensores con transduccion Optica, debido a la
mayor relacion sefial/ruido y a la posibilidad de evitar interferencias de la matriz al
discriminar entre dos longitudes de onda (Aexcitacion Y Aemision)- Sin embargo, a menudo, el bajo
nivel de sefial de fluorescencia generado obliga a utilizar fuentes de radiacién de alta
intensidad y detectores muy sensibles pero costosos como los fotomultiplicadores.

El presente trabajo tiene como meta desarrollar sensores miniaturizados de
fluorescencia sensibles y selectivos a un determinado analito y que operen en la zona del
visible lejano y el NIR. Para la consecucion de este objetivo se hizo necesario abrir dos
lineas de investigacion. Una, enfocada al desarrollo de instrumentacion éptica miniaturizada
y otra, a la obtencion de membranas sensibles y selectivas a iones compatible con esa
instrumentacion. En este Ultimo ambito, y dado que se pretende utilizar fuentes
miniaturizadas de bajo coste (laseres de diodo emitiendo en la zona del visible lejano y NIR),
y especialmente fotodiodos de limitada sensibilidad, se hace necesario el uso de
fluoroionoforos con altos coeficientes de absortividad molar y alto rendimiento cuantico.
Debido a la escasa disponibilidad comercial de fluoroionéforos que cumplan con las
caracteristicas requeridas para ser aplicados en optodos y sensores miniaturizados, en
primer lugar se disefiaron y sintetizaron una serie de indicadores acidocrémicos con
absorciones intensas comprendidas en ese intervalo de longitudes de onda. El apartado §
4.1 recoge tanto los factores que se tuvieron en cuenta en el disefio de los compuestos
cianina, como los procedimientos sintéticos generales seguidos para su obtencién. La
descripcion detallada de la sintesis de cada cromo(fluoro)ion6foro y de sus respectivos
precursores, asi como su caracterizacion organica, se detalla en el capitulo 3, apartado §
3.3. Por un lado, y aprovechando la experiencia y los resultados obtenidos anteriormente en
el Grup de Sensors i Biosensors de la Universitat Autonoma de Barcelona, se sintetizaron
nuevos cromo(fluoro)ionéforos del tipo norindocrococianina y cetocianina. Estas dos clases
de indicadores ya demostraron tener excelentes propiedades &cido-base [1,2] y ser

compatibles con instrumentacion miniaturizada, [3] pero ademas, la sencillez del
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procedimiento sintético para su preparacion y la facilidad de modulacion de su longitud de
onda de méxima absorcién y de su constante de acidez nos condujeron a la sintesis de
nuevos cromo(fluoro)ionéforos con otras longitudes de onda de méxima absorcién mediante
cambios estructurales, principalmente en los sustituyentes de los grupos terminales.

Por otro lado, se decidi6 sintetizar nuevos fluoroionéforos selectivos de proton del tipo
hemicianina o cianina-anilina. Estos son ampliamente empleados en éareas cientificas y
tecnolégicas como colorantes textiles y laser, sensibilizadores fotograficos, celdas
fotoelectroquimicas, sondas de fluorescencia en biomembranas e iniciadores de pares
ionicos. Ademas, son también usados como moléculas anfifilicas en estudios de dptica no
lineal y en electrénica molecular para el desarrollo de membranas de Langmuir-Blodgett,
debido al gran desplazamiento de carga que experimentan cuando son irradiados con luz.
[4-8] Sin embargo, hasta el momento, la mayoria de los colorantes hemicianina sintetizados
absorben entre 300 y 600 nm, son poco solubles en los plastificantes comuinmente
empleados para la preparacion de membranas de PVC (ya que fueron sintetizados para ser
solubles en agua) [9] y practicamente no han sido empleados en el desarrollo de sensores
Opticos con aplicaciones analiticas. Mediante sencillos métodos sintéticos, se introdujeron
nuevos grupos terminales en la estructura bésica de estos compuestos con el objetivo de
optimizar su aplicacion en optodos. Asi pues, se modificé la longitud maxima de absorcidn,
su solubilidad en medios organicos y las constantes de acidez. En el apartado § 4.2 se
presenta su caracterizacibn espectroscopica (espectros de absorcién) utilizando
instrumentacion convencional con la finalidad de poder realizar, posteriormente, medidas
basadas en fluorescencia. Primeramente, se caracterizé la respuesta a proton de los
cromo(fluoro)ion6foros en disolucion etandlica y en membranas poliméricas de PVC
plastificado. Se optimizé la composicion de los optodos, seleccionando el plastificante y
aditivo ionico, y optimizando la cantidad y proporcién de los componentes con el fin de
obtener una respuesta altamente sensible y reversible a protén. A continuacion, se
emplearon como cromo(fluoro)foros aquellas moléculas que presentaron mejores
caracteristicas de respuesta a protdn, que exhibian fluorescencia (caracterizacion
presentada mas adelante, en el apartado § 4.3) y que su longitud de onda maxima se
ajustaba mas a la de emisién de los laseres de diodo emitiendo a 650 y 670 nm. Por otro
lado, para desarrollar optodos selectivos de iones, se formularon, optimizaron y estudiaron
nuevas membranas, que incluian un iondforo selectivo a un determinado analito, en
combinacion con las hemicianinas que ofrecian mejores resultados. Primeramente se
desarroll6 una membrana selectiva a potasio como modelo y, posteriormente, una selectiva

a plomo (ll), empleando ion6foros comerciales. Se ensayaron distintas aplicaciones y se
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demostr6 la viabilidad de la utilizacion de las moléculas sintetizadas como
cromo(fluoro)ion6foros en membranas selectivas a estos iones.

En el apartado 8 4.3, se presentan los resultados obtenidos en cuanto a la
caracterizacion de la emisién de fluorescencia de algunas de las moléculas sintetizadas,
tanto en disolucion etandlica, como en optodos de PVC utilizando instrumentacion
convencional. Con la finalidad de elegir el fluoroion6foro de protén idéneo para el desarrollo
de un fluorosensor, se verificaron inicialmente las caracteristicas fluorescentes de distintos
cromo(fluoro)iondéforos, tanto sintetizados anteriormente en el grupo de investigacion, como
los que se presentan en esta memoria.

Finalmente, se desarrollaron dos prototipos de sistemas Opticos miniaturizados para
realizar medidas de fluorescencia en colaboracién con el Grupo de Fisica Aplicada de la
Universidad de Zaragoza. Su respuesta se validé mediante la utilizacién de las membranas
selectivas de iones, previamente caracterizadas utilizando instrumentacién convencional.
Los resultados se presentan en el apartado 8§ 4.4. El primer dispositivo construido consiste
en una plataforma fluorosensora, que hace uso de fibras épticas y de componentes opticos
miniaturizados y discretos, disefiada para su utilizacion en sistemas en flujo. En concreto, se
optimizaron las condiciones experimentales de un sistema de andlisis por inyeccion en flujo
(FIA) y se determinaron algunos parametros analiticos de calidad como repetitividad,
reproducibilidad y posibles interferencias. Como aplicaciéon final se utilizd la plataforma
miniaturizada de fluorescencia para la determinacién de potasio en muestras dopadas de
agua potable de red de distribucion. Los resultados obtenidos demostraron la validez y la
aplicabilidad, tanto de la instrumentacion desarrollada, como de los optodos formulados y
cromo(fluoro)ionoforos sintetizados en el presente trabajo.

El segundo prototipo de dispositivo de fluorescencia miniaturizado fue desarrollado en
colaboracion con el Grupo de Tecnologias Fotonicas I13A de la Universidad de Zaragoza.
Este consiste en una sonda fluorosensora para realizar medidas en discontinuo.
Basicamente estd formada por dos fibras Opticas de polimero (POFs), acopladas a la
plataforma fluorosensora anteriormente descrita, donde se encuentra el sistema de
deteccién. La disposicién de las fibras de inyeccién y de recogida de luz fue optimizada
mediante un programa de simulacion. En este caso, se validé su respuesta depositando en
el extremo de la sonda un optodo selectivo a plomo (1) previamente optimizado. Finalmente,
se aplicé la sonda fluorosensora en la determinacién de plomo (lI) en extractos de suelos
contaminados, mediante la técnica de adicién estandar. Los resultados demostraron que la

instrumentacion desarrollada es apta para aplicaciones medioambientales, asi como la
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versatilidad de los cromo(fluoré)foros sintetizados para distintas aplicaciones en funcion de

la formulacion del optodo.
4.1. DISENO Y SINTESIS DE LOS CROMO(FLUORO)IONOFOROS
4.1.1. Disefio

4.1.1.1. Norindocrococianinas

Las norindocrococianinas son un tipo de norcianinas que contienen un grupo crocénico
central. Se distinguen de las heptametincianinas, sintetizadas anteriormente en el grupo de
investigacion, en que no estan cuaternizadas en el nitrégeno de los grupos terminales. En el
disefio de las heptametincianinas, se considerd, principalmente, la longitud de la cadena
polimetinica, ya que es el factor que determina fundamentalmente la longitud de onda de
maxima absorcion. Cada grupo vinilico adicional representa un desplazamiento batocrémico
de 100 nm. Se estim6 que una cadena polimetinica formada por siete atomos de carbono
permitiria obtener maximos de absorcion, en caso de moléculas simétricas, centrados
alrededor de los 700 nm. Para conseguir alcanzar longitudes de onda del maximo cercanas
a los 780 nm, se incorporaron distintos grupos heterociclicos terminales. Se escogieron
derivados del benzotiazol y de indolenina, para conferir mayor estabilidad a la molécula.

Basandonos en esta experiencia previa, [10] el objetivo fue mejorar la solubilidad,
estabilidad y especialmente la basicidad de los colorantes, sin variar esencialmente la
longitud de onda del méximo de absorcion. Por este motivo, se decidi6 sintetizar
nortricarbocianinas, con la misma estructura, dejando el nitrégeno del heterociclo (la
indolenina en este caso) sin cuaternizar e incluyendo tres de los carbonos polimetinicos en
un anillo de seis atomos de carbono, encontrandose el hidrogeno central sustituido por un
atomo de cloro. El hecho de poseer aminas terciarias en los grupos heterociclicos, con
protones acidos, hacia pensar en un nuevo equilibrio acido-base, con una constante de
acidez distinta. Los buenos resultados obtenidos [11] llevaron a la sintesis de otros
colorantes con nuevos grupos centrales, como el derivado del acido crocénico. [1] Este esta
formado por dos grupos carbonilos (electroaceptores) y un grupo oxido (electrodonador),
[12] los cuales producen un gran desplazamiento batocrémico de la longitud de onda del
maximo de absorcidén. Por esta razon, se redujo la longitud de la cadena polimetinica a
Unicamente cinco grupos vinilicos.

En la presente tesis se obtuvieron nuevos compuestos pertenecientes a este tipo de
cianinas, las norindocrococianinas. Se introdujeron seis grupos heterociclicos basados en

indoleninas con diferente sustitucion para obtener colorantes simétricos y asimétricos. De
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esta forma, se puede estudiar el efecto que los sustituyentes tienen en las propiedades
acido-base, en la solubilidad, la absorciéon reradiacion y la emision de fluorescencia. La
estructura quimica general de los colorantes norindocrococianina sintetizados puede verse

en la Figura 4.1 .

Figura 4.1. Estructura general de las norindocrococianinas sintetizadas.

4.1.1.2. Cetocianinas

Las cetocianinas son colorantes polimetinicos, en los que los tres &tomos de carbono
centrales de la cadena heptametinica (de nuevo se esperaban longitudes de onda méaximas
alrededor de los 700 nm) forman parte de un anillo de ciclopentanona central. Las
cetocianinas no poseen carga, por lo que se las puede considerar un tipo de merocianinas.
La presencia del grupo ceto-endlico y la ausencia de hidrogenos acidos (nitrégenos
heterociclicos cuaternizados) indican un equilibrio &cido-base distinto al de las
norindocrococianinas. Este hecho, unido al conocimiento de las excelentes propiedades de
las cetocianinas como colorantes (altos coeficientes de absortividad molar, emisién de
fluorescencia), impulsé la sintesis y estudio de colorantes de esta familia. La protonacion y
desprotonacion en el oxigeno del sistema aminodienonico se preveia a pH &cidos v,
consiguientemente, se esperaba obtener una serie de colorantes con valores de pK, &acidos.
Se sintetizaron cetocianinas simétricas y asimétricas, [13] y con este fin, se escogieron
derivados de benzotiazol y de indolenina sustituidos por distintos grupos funcionales como

grupos heterociclicos terminales. Su estructura general se indica en la Figura 4.2 .

Xa

X3

Figura 4.2. Estructura general de las cetocianinas sintetizadas.

4.1.1.3. (Nor)cianinas-anilinas

Las (nor)cianinas-anilinas son un tipo de hexametin-hemicianinas, de estructura similar

a otros colorantes previamente descritos en la literatura, [14,15] pero en los que, de igual
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modo que las heptametincianinas, tres de los &tomos de carbono de la cadena polimetinica
estan incluidos en un anillo ciclohexanico (o ciclopenténico), el hidrégeno central del cual
esta sustituido por un atomo de cloro. Aunque para su sintesis nos basamos en la
experiencia obtenida en las heptametincianinas, las (nor)cianinas-anilinas, presentan
importantes diferencias estructurales. La cadena polimetinica es de seis atomos de carbono,
en vez de siete, ya que se buscaban colorantes con absorciones maximas cercanas a los
650 nm o a los 670 nm. Ademdas, son cianinas asimétricas: un extremo de la cadena
polimetinica esta sustituida por un heterociclo, y el otro por un grupo anilina. Se sintetizaron
dos tipos de hexametin-hemicianinas con distinta sustitucion en el nitrégeno heterociclico:
los colorantes cianinas-anilinas, con un nitrégeno heterociclico cuaternizado, y los
colorantes norcianinas-anilinas, con un hidrégeno en esa posicion. Se esperaba asi obtener
compuestos con distinta basicidad. En el caso de las cianinas-anilinas cuaternizadas, el
hidrégeno més acido es el enlazado al nitrégeno anilinico, mientras que en las norcianinas-
anilinas, éste es el enlazado al nitrégeno del heterociclo. La cuaternizacion se llevo a cabo
con cadenas de distinta longitud y funcionalidad, para evitar de este modo la exudacion y
estabilizar el colorante en membranas poliméricas plastificadas. Con el objetivo de evaluar el
efecto del tamafo del anillo central en la fotoestabilidad de los colorantes, se sintetizaron, a
su vez, dos tipos de cianinas-anilinas: unas incluian un clorociclopentano en la posicién
central, y las otras, un clorociclohexano. En cuanto a los grupos terminales, en la obtencién
de las (nor)cianinas-anilinas se emplearon derivados de la anilina (con distinta sustitucién) y
derivados de benzotiazol y de indolenina como heterociclos, para modular las longitudes de
onda de absorcion, la solubilidad en medio organico y la basicidad (valores de pK, cercanos
a la neutralidad), asi como para conseguir moléculas fluorescentes, aunque el rendimiento
cuantico de fluorescencia es un parametro poco predecible para la mayoria de las moléculas
organicas.

La estructura de los colorantes (nor)cianinas-anilinas sintetizados se indica en la

Figura 4.3.

Figura 4.3. Estructura de las hexametin-hemicianinas sintetizadas. R=alquilo para las cianinas-

anilinas y R=H para las norcianinas-anilinas.

107



Capitulo 4: Resultados y Discusion

4.1.2. Sintesis

4.1.2.1. Norindocrococianinas

Considerando la experiencia adquirida en nuestro grupo de investigacion en relacion a
la sintesis de compuestos que solo difieren de las norindocrococianinas en el grupo central,
se decidio aplicar el mismo procedimiento sintético que se siguié en la obtencion de las
escuarinas (grupo central derivado del acido escuérico). [16] Las sintesis descritas
consistian en reacciones de condensacion entre el acido croconico y diferentes grupos
terminales cuaternizados (Figura 4.4). [17] La reaccién se llevo a cabo en una mezcla (1:1)
benceno:butanol, en la que el rendimiento fue maximo. Como catalizador y para activar el
grupo metilo de la indolenina, se empled acido p-toluensulfénico. El agua producida en la
reaccion se elimin6 mediante una trampa Dean-Stark. Las estructuras de las

norindocrococianinas sintetizadas se muestran en la Tabla 4.1.

a)

b)

X2 0 Xo 0 0
X4 X
0] 0 1
BuOH/benceno | + HO
N SN
HO OH

X3

Figura 4.4. Sintesis general de las norindocrococianinas a) simétricas y b) asimétricas.
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Tabla 4.1. Nombre identificativo, estructura quimica y rendimientos de reaccién obtenidos de

las norindocrococianinas sintetizadas.

Colorante X1 X5 X3 Xa Rendimiento (%)
cl OCHg3; H H OCH; 36
c2 NO, H H NO, 70
c3 NCHOCH; H H NCHOCH; 35
c4 NCHOCH; H H OCH; 35
c5 C4Ho H H C4Hg 63
c6 H H H H 75
c7 -(CH),- -(CH),- 65

4.1.2.2. Cetocianinas

En la literatura se encuentran pocos ejemplos de sintesis de cetoheptametincianinas.
Se describe la obtencién de cetocianinas con grupos terminales aciclicos o heterociclicos sin
sustituyentes mediante la condensacion de cetonas ciclicas y aldehidos heterociclicos o
aciclicos. [18-20] Los aldehidos heterociclicos son preparados por formilacién de Vilsmeier-
Haak de las sales cuaternarias de los correspondientes heterociclos. Llevar a cabo este
procedimiento a partir de heterociclos sustituidos, lo cual es interesante para la obtencién de
colorantes que puedan ser unidos covalentemente en matrices poliméricas, no es simple.
Por este motivo, en nuestro grupo de investigacidbn se propuso la sintesis directa de
cetocianinas mediante la condensacion entre dos equivalentes de benzotiazol o indolenina
sustituidos y el grupo central 2,5-bis(dimetilaminometilen)ciclopentanona en piridina, para la
obtencion de cetocianinas simétricas (Figura 4.5a). La sintesis del derivado de
ciclopentanona es sencilla y fue publicada anteriormente por Slominskii et al. [22]
Andlogamente, para la sintesis de cetocianinas asimétricas se procedié a la adicion
consecutiva de los distintos heterociclos terminales, sin necesidad de aislar el producto
intermedio de monoadicion (Figura 4.5b ). [2]

Las cetocianinas sintetizadas se muestran en la Tabla 4.2.
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O S +\ [ / pir O S /
‘ .o“éx e N\T &A\éﬁ”\

(CHz),NH

Figura 4.5. Sintesis general de las cetocianinas a) simétricas y b) asimétricas, en piridina (pir).

Tabla 4.2. Nombre identificativo, estructura quimica y rendimientos obtenidos de las

cetocianinas sintetizadas, simétricas y asimétricas.

Colorante X1 Xs Rendimiento (%)
k1 H NHCOCH; 24
k2 H H 22
k3 H OH 36
k4 H H 73
k5 NHCOCH; H 75

4.1.2.3. (Nor)cianinas-anilinas

Las cianinas-anilinas se sintetizaron refluyendo una disolucion equimolar de la
correspondiente sal cuaternaria de la base heterociclica, que contiene un grupo metilo
activado, con una sal pentametinica en etanol absoluto como solvente y en presencia de
acetato sodico anhidro, mediante el procedimiento de Makin et al. (Figura 4.6). [21]

Las sintesis de los precursores, tanto de los heterociclos cuaternizados como de las

distintas sales pentametinicas estan descritas en el apartado § 3.3.1.
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Debido a que los colorantes podrian contener como impureza la molécula simétrica, el
producto de la reaccién se cambi6 a su forma neutra afiadiendo trietilamina, se filtré, y se

convirtié de nuevo a la sal cuaternaria afiadiendo un acido fuerte.

3

X3 X X
©\7)X1\ “x i: H ¢ S, if . CH3COONa ©jx1 % f s
Y '\Q/ : cr+v 2 v NWNH -
R CHy)p R CHyJp,
n=2, 3

n=2, 3

Figura 4.6. Sintesis general de las cianinas-anilinas.

La norcianina-anilina se sintetizd, siguiendo el mismo método, refluyendo una
disolucién equimolar de benzoindolenina con la sal pentametinica cloruro de N-[5-anilino-3-
cloro-2,4-(pentadien-1-iliden]anilinio en metanol (Figura 4.7 ). En este caso, la purificacion se

llevé a cabo mediante una recristalizacion en metanol, con un rendimiento global del 49%.

H Cl
l P S IR

Cr

Figura 4.7. Sintesis de la norcianina-anilina.

Tabla 4.3. Nombre identificativo, estructura quimica y rendimientos de las cianinas-anilinas
sintetizadas.

Colorante Xo  Xj Y R Rendimiento (%)

n=3

cal S H H *  (CH,)4SO3 61

ca2 S H H I CH,CH; 52

ca3 C(CH3), H H Br CH,CH; 32
n=2

cad S H CI Br CH,CH; 31

cab C(CH3), H H CIO; CH,CH; 60

cab S H H Br CH,CH; 43

ca’ S H CF; Br CH,CH; 46

ca8 S Cl H Br CH,CH; 45

*sin contraion
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4.2. CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE LOS CROMO (FLUORO)IONOFOROS EN

ABSORBANCIA

Los tres tipos de colorantes (norindocrococianinas, cetocianinas y cianinas-anilinas)
sintetizados en el presente trabajo se caracterizaron espectroscopicamente considerando su
futura aplicacion como cromo(fluoro)ion6foros en membranas Opticas selectivas a iones.
Como se ha comentado en la introduccion, las caracteristicas que un cromo(fluoro)ion6foro
ha de cumplir para ser considerado un buen indicador &cido-base son: que las formas &cida
y basica presenten espectros de absorcién diferentes con longitudes de onda de los
méximos lo mas separados posible; las longitudes de onda de los maximos estén lo mas
separados posible y, por Gltimo, que sean reversibles.

Para su estudio, previamente a la caracterizacion en fluorescencia, se realizaron
medidas en absorbancia de los colorantes en disolucion y en membranas de PVC
platificado. Debido a la baja solubilidad de las cianinas en agua, su caracterizacion en
disolucion se realizé en un medio alcoholico. Se registraron los espectros UV-vis de los
colorantes, tanto en su forma acida, como en la basica, determinandose las longitudes de
onda del méaximo de absorcion, asi como los coeficientes de absortividad molar en
disolucion. Realizando calibrados sucesivos variando el pH se pudo estudiar el
comportamiento acido-base, la reversibilidad y determinar el pK,. La reversibilidad fue
evaluada comparando los valores de absorcion obtenidos al mismo pH a la longitud de onda
del maximo de absorcion después de repetidos ciclos de acidificacion/gasificacion de los

colorantes.

4.2.1. Estudios del comportamiento acido-base en di  solucion etandlica

Los estudios dirigidos a determinar la longitud de onda del maximo de absorcion de los
colorantes y su coeficiente de absortividad molar se realizaron en soluciones etandlicas de
concentraciones muy bajas, 10°M, del colorante. En estas condiciones, ideales para un
adecuado cumplimiento de ley de Lambert-Beer, se asegura ademas que en disolucién solo
exista el colorante en su forma monomérica. A altas concentraciones, se observan
desviaciones de la ley de Lambert-Beer y alteraciones en los espectros de absorcion,
atribuidas a la formacion de agregados de moléculas de colorante para formar dimeros o
polimeros.

El célculo de pK, en etanol sirve para identificar el equilibrio acido-base de los
colorantes y obtener una aproximacion razonable de los valores esperables en las

membranas de PVC plastificado. Su determinacion se realizé a partir del registro de la
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absorbancia a la longitud de onda del maximo de absorcién en funcién del pH. El valor de la
constante de acidez corresponde al valor del pH en el punto de inflexion de la curva
sigmoidal obtenida. Aunque habitualmente las medidas de pH se realizan en medios
acuosos, los valores de pK, obtenidos en este trabajo son Utiles a efectos comparativos y

siempre referidos a disoluciones etandlicas.

4.2.1.1. Norindocrococianinas

A partir de los espectros de absorbancia de las norindocrococianinas, en medio acido y
basico (Figura 4.8), se obtuvieron los valores de la longitud de onda del maximo de
absorcion de la forma acida y la bésica y sus coeficientes de absortividad molar, reflejados
enla Tabla 4.4.

0.35

pH=2.5 /\

0.30 1

0.25 ~

0.20 1

0.15 4

absorbancia

0.10 ~

0.05 +

0.00 ~

-0.05 T T T T T
400 500 600 700 800 900 1000

longitud de onda (nm)

Figura 4.8. Espectros de absorbancia tipicos de las norindocrococianinas en disolucién
etandlica. En linea discontinua, la banda correspondiente a la forma acida y en continua, la forma

basica, de c4.

La forma de los espectros de las norindocrococianinas es tipica de los colorantes
polimetinicos; la banda a longitudes de onda superiores es la mas intensa, representando,
presumiblemente, la transicion 00 en un proceso de vibracion. La banda de absorcion de
la forma basica, a longitudes de onda mas cortas, es mas ancha y poco definida.

Tal y como se pretendia, las bandas de absorcién en medio etandlico de la forma acida
de los colorantes sintetizados se encuentran muy cercanas a los 780 nm, entre 750 y 800
nm. Comparando las longitudes de onda méximas de las norindocrococianinas sintetizadas
con sustituyentes en los grupos heterociclos terminales, respecto a la norindocrococianina
€6 (sin sustituyentes en esas posiciones) se puede observar que cualquier sustitucion en los

grupos terminales provoca un desplazamiento batocrémico de la longitud de onda, tanto en
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medio &cido como en bésico. Segun la literatura, [23] se esperan desplazamientos mas
batocrémicos para los sustituyentes electroatrayentes y conjugados, lo cual se corrobora
comparando la longitud de onda de c7 (con un anillo conjugado en la indolenina) respecto a
c6 (no sustituida): el desplazamiento batocrémico es el mayor de la serie, de 43 nm. El
grupo electroatrayente nitro (presente en c2) provoca también un desplazamiento a
longitudes de onda mas largas, de 34 nm. No obstante, también se observan cambios de
esta magnitud en los grupos electrodonadores, como es el caso del grupo metoxi (c1 y c4) o
amido (c3 y c4). Por otro lado, el grupo alquilo (c5) es el que provoca cambios menores,

desplazando también el maximo de absorbancia hacia longitudes de onda mayores.

Tabla 4.4. Longitudes de onda de los maximos de absorcién (A) en disolucién etandlica, en
medio &cido y en medio bésico, coeficientes de absortividad molar (¢) y pK, de las

norindocrococianinas sintetizadas.

Colorante Forma acida Forma basica oK,
A (hm) € (cm®™mol™l) A(hm) & (cm™-mol™l)
cl 793.5 5.84x10* 638.5 1.79x10* 6.5+0.1
c2 783.0 1.49x10°  630.0 3.32x10* 9.6+0.2
c3 798.5 4.43x10* 639.5 1.44x10* 9.4+0.2
c4 792.2 3.25x10* 634.1 1.10x10* 8.9+0.3
c5 775.0 1.71x10° 6425 4.86x10" 9.1+0.1
c6 759.0 1.51x10°  626.0 3.85x10* 9.7+0.1
c7 802.0 9.70x10* 653.5 2.04x10* 8.6+0.2

La longitud de onda maxima para la forma basica de las norindocrococianinas se
encuentra entre 630 y 650 nm, en la region del visible lejano del espectro electromagnético.
Los coeficientes de absortividad molar de las bandas de absorcion en ambos medios oscilan
entre 3.3x10*y 1.7x10° cm™-mol™.l. Los procesos de absorcién que presentan estos valores
de coeficientes de absortividad molar son considerados de alta intensidad y son debidos a
transiciones electrénicas de probabilidad elevada. Este hecho es relevante a la hora de
integrar los cromo(fluoro)ionéforos en dispositivos miniaturizados, donde se pretende que la
superficie sensora sea cada vez mas reducida. Debido a que las cantidades de colorante
han de verse también reducidas, es la alta absortividad molar la que asegura una sefial

generada en niveles de intensidad adecuados.
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Las norindocrococianinas sintetizadas muestran valores de pK, entre neutros y
ligeramente béasicos, entre 6.5y 9.7. A lo largo de un calibrado (Figura 4.9a), a medida que
el pH de la disolucion aumenta, el pico localizado alrededor de los 780 nm correspondiente a
la forma &cida va disminuyendo de intensidad. Simultaneamente, aparece otro pico
alrededor de 630-650 nm. Por otro lado, independientemente del pH de la disolucion, todos
los espectros realizados presentan un Gnico punto en comun (punto isosbéstico), lo que es
indicativo de un solo equilibrio entre dos especies. [24] Como se puede observar en la
Figura 4.9b, la curva de calibrado obtenida representando la absorbancia de la longitud de
onda del maximo respecto al pH es sigmoidal y la reversibilidad, tras realizar un ciclo de pH,
es del 95-98%, dependiendo del colorante. La variacion del espectro en funcién del pH en
etanol de todas las norindocrococianinas estudiadas sigue el mismo modelo que en el caso
del colorante c2. Estos resultados concuerdan con el equilibrio &cido-base propuesto
(Figura 4.10), donde en medio basico el proton indolico se pierde para dar la forma basica
del colorante; esta forma presenta menos deslocalizacion electrénica que la forma acida,
apareciendo por lo tanto su banda de absorcién a longitudes de onda mas cortas.

a) b)

15 1.6

1.4 1

1.2 A

1.0 A

0.8
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0.4

absorbancia a 783 nm

0.2 A

0.0
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longitud de onda (nm) pH

Figura 4.9. a) Espectros de absorcion de la norindocrococianina c2 en funciéon del pH en

disolucién etanélica 1.1x10™° M. b) Curva de calibrado de pH correspondiente y reversibilidad (m).

Figura 4.10. Equilibrio &cido-base propuesto para las norindocrococianinas.
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Considerando los resultados de la caracterizacion en disolucion etandlica de las
norindocrococianinas sintetizadas en el presente trabajo como cromo(fluoro)ionéforos de
proton, se puede generalizar que éstas, en su forma &cida, exhiben méximos de
absorbancia alrededor de los 780 nm, ofrecen un buen comportamiento acido-base, buena
reversibilidad en el proceso, altos coeficientes de absortividad molar y curvas de calibrado
sigmoidales, que se ajustan al comportamiento tedrico esperado.

Desde el punto de vista de la deteccion analitica basada en medidas de absorbancia,
la region donde aparecen los picos de la forma basica es menos interesante que la zona
NIR, puesto que muchas otras especies absorben en esa zona del visible pudiendo dar mas
interferencias. Por otro lado, el coeficiente de absortividad molar de la forma basica es
inferior al de la &cida, por lo que utilizar esa longitud de onda de trabajo daria lugar a

sensores menos sensibles.

4.2.1.2. Cetocianinas

A partir de los espectros de absorcién de las cetocianinas, en medio &cido y bésico
(Figura 4.11), se determinaron los valores de las longitudes de onda de los maximos de
absorcion en cada medio y sus coeficientes de absortividad molar, reflejados en la Tabla
4.5.
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Figura 4.11. Espectros de absorcién tipicos de una cetocianina en disolucion etandlica. En
linea discontinua, la banda correspondiente a la especie acida y en continua, a la basica, de la

cetocianina k1.

Como en el caso de las norindocrococianinas, la forma de los espectros de las
cetocianinas es tipica de los colorantes polimetinicos. La banda a longitudes de onda mas
largas, en el infrarrojo cercano, es la mas intensa. La banda correspondiente a la forma

bésica, a longitudes de onda mas cortas, en la zona del visible, es mas ancha y presenta
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una espalda vibracional, presumiblemente, debida a procesos de agregacion del colorante
en su forma bésica. La agregacion de este tipo de compuestos fue estudiada con
anterioridad en el grupo de investigacion. [2]

La banda de absorcion de la forma acida en medio etandlico de las cetocianinas
sintetizadas se encuentra localizada entre 717 y 763 nm, lo que las hace aptas para su
futura aplicacion en sensores utilizando como fuente de radiacion un laser a 780 nm.

Los coeficientes de absortividad molar de ambas formas son altos (mas que en el caso
de las norindocrococianinas) y oscilan entre 9.0x10* y 2.8x10° cm™-mol™*.I. La banda de
absorcion correspondiente a la forma basica se encuentra localizada a longitudes de onda
inferiores que en el caso de las norindocrococianinas, entre 566 y 611 nm, lo cual se explica
por el acortamiento mas drastico de la cadena electrénica conjugada de las cetocianinas en

su forma basica.

Tabla 4.5. Longitudes de onda de los maximos de absorcion (A), en medio acido y en medio
bésico, coeficientes de absortividad molar (€) y pK, de las cetocianinas sintetizadas en disolucion

etandlica.

Forma acida Forma basica
Colorante pKa
A (hm) € (cm™moltl) A(hm) & (cm™moltl)
k1 754.0 8.98x10* 598.1 4.10x10* 3.6+0.2
k2 743.0 1.37x10° 600.4 7.68x10* 3.8+0.2
k3 763.0 1.76x10° 610.7 6.83x10* 4.2+0.1
k4 717.0 2.52x10° 566.0 8.07x10* 3.0+0.3
k5 742.0 2.79x10° 583.0 6.96x10" 3.6+0.1

La relacién entre la estructura de las cetocianinas y sus propiedades épticas también
fue evaluada. Con este objetivo, se sintetizaron colorantes con dos tipos de heterociclos
cuaternizados: benzotiazol e indolenina con distintos grupos sustituyentes. Tanto la
sustitucién en el heterociclo terminal (k5), como el uso de benzotiazol (k1, k2 y k3)
conllevaron un desplazamiento batocrémico de la longitud de onda del maximo de absorcion
respecto al uso de indolenina no sustituida (k4). [26-28] Estos nucleos heterociclicos se
combinaron para obtener cetocianinas asimétricas (k1, k2 y k3) y simétricas (k4 y k5).

Las cetocianinas son &cidos ligeramente fuertes en disolucion etandlica, con valores
de pK, entre 3.5y 4.2. Asi, a valores de pH &cidos, alrededor de 2, solo existe una Unica

banda entre 400 y 1000 nm, préxima a 750 nm. A medida que el pH de la disolucion
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aumenta, se observa la disminucién de esta banda, al mismo tiempo que aparece un pico
alrededor de 600 nm. Su punto isosbéstico es Unico y claro (Figura 4.12a). A valores de pH
inferiores a 2 no se observa ningin cambio en la intensidad de la banda acida, y a valores
superiores a 6 tampoco cambia la intensidad de la banda béasica. Debido a este hecho y su
tendencia a descomponer a pH extremos (0 a agregar pH basicos), la mayoria de los
estudios se realizaron entre pH=3 y pH=8.5. [28]

Los resultados concuerdan con el equilibrio acido-base propuesto (Figura 4.13), en el
gue el proton del grupo enol (presente en la forma acida del colorante) se pierde en medio
basico, formandose el grupo cetdnico y acortandose asi la longitud de la cadena de dobles
enlaces conjugados. La deslocalizacion baja el nivel energético del orbital T y le confiere un
caracter menos antienlazante. Al disminuir la diferencia energética entre los dos niveles, la
longitud de onda de la transicidbn aumenta [29] por este motivo la banda de la forma acida
aparece a longitudes de onda mayores.

Se observé que la funcionalizacién de los heterociclos terminales no afecta al esquema
propuesto para el equilibrio acido-base, no obteniéndose grandes variaciones en el pK, de
los colorantes sustituidos. En el caso de la cetocianina k3, pese a los cambios electrénicos
gue el grupo hidroxi del heterociclo experimenta al variar el pH, el espectro no se ve
afectado con la aparicion de nuevas bandas, por lo tanto, su comportamiento acido-base es

idéntico a las otras cetocianinas.

a) b)
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Figura 4.12. a) Espectros de absorbancia de la cetocianina k1 en funcion del pH en disolucion

etandlica 1.0x10°M. b) Curva de calibrado de pH correspondiente y reversibilidad (m).
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Figura 4.13. Equilibrio acido-base propuesto para las cetocianinas.

Como se puede observar en la Figura 4.12b, la curva de calibrado obtenida
representando la absorbancia de la longitud de onda del maximo de absorcién respecto a la
variacién del pH es sigmoidal. La reversibilidad después de un ciclo de pH es del 99%. Sin
embargo, cuando los colorantes son expuestos a disoluciones de pH extremos (tanto acidos
como basicos), se observa una disminucién en la intensidad de la banda NIR, mientras
aparece una hueva banda en la region UV-vis, seguramente debida a procesos de
agregacion. La variacion del espectro en funcién del pH en etanol de todas las cetocianinas
estudiadas sigue el mismo modelo que en el caso del colorante k1.

Las cetocianinas sintetizadas, en su forma &acida, exhiben méaximos de absorcién
alrededor de los 750 nm en disolucion etandlica; siguen un buen comportamiento acido-
base, reversible y reproducible; presentan coeficientes de absortividad molar altos y curvas
de calibrado sigmoidales, que se ajustan al comportamiento teérico esperado. Por lo tanto,
son buenas candidatas a ser posteriormente empleadas como cromo(fluoro)ionéforos en

optodos.

4.2.1.3. (Nor)cianinas-anilinas

A partir de los espectros de absorcién de las (nor)cianinas-anilinas en disolucion
etandlica, en medio 4cido y basico (Figura 4.14 ), se determinaron los valores de longitud de
onda del méximo de absorcion y sus coeficientes de absortividad molar, resumidos en la
Tabla 4.6. En todos los casos se observo la aparicion de una banda en la region del visible
lejano del espectro electromagnético cerca de 650 y 670 nm, la cual fue atribuida a la forma
acida del colorante y que presenta altos coeficientes de absortividad molar, entre 3.5x10* y
9.3x10* cm™-mol™:l. En comparacién con las norindocrococianinas y las cetocianinas, las
bandas son menos intensas y estdn desplazadas hipsocromicamente aproximadamente
unos 100 nm. La banda correspondiente a la forma bésica aparece, en todos los casos, a
longitudes de onda mas cortas, alrededor de los 500 nm y es menos intensa, con

coeficientes de absortividad molar entre 1.9x10* y 6.7x10* cm™-mol™-1.
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Si se comparan las posiciones de las bandas de la forma acida de las cianinas-anilinas
con su estructura, se puede observar que el anillo central de cinco atomos de carbono
provoca un desplazamiento batocromico de unos 25 nm aproximadamente respecto a los
colorantes de idéntica estructura, pero con un anillo de seis atomos de carbono en la misma
posicién (comparando el colorante ca2 con ca6, y ca3 con ca5). Por otro lado, la sustitucion
en la anilina con 4&tomos electroatrayentes causa un pequefio desplazamiento hipsocromico
(ca4, ca7 y ca8) respecto al valor base del colorante ca6 (sin sustitucion en la anilina).

Los dos tipos de colorantes hemicianina sintetizados (cianinas-anilinas y norcianinas-
anilina) siguen distintos equilibrios acido-base (Figura 4.15 y Figura 4.16 , respectivamente).
En el caso de la norcianina-anilina, ncal, el hidrégeno mas acido es el enlazado al nitrégeno
inddlico, mientras que en las cianinas-anilinas, éste es el enlazado al nitrégeno anilinico. Los
equilibrios acido-base propuestos son consistentes con los valores de pK, obtenidos (Tabla
4.6). Los colorantes cianina-anilina pierden el proton enlazado al nitrégeno de la anilina a
valores de pH cercanos a la neutralidad, dando valores de pK, entre 5.4 y 8.2. En cambio, el
colorante norcianina-anilina, ncal, se desprotona por el hidrégeno mas &acido de la
indolenina, a valores de pH inferiores, dando un pK, de 4.4. En ambas situaciones, la
deslocalizacion de la carga positiva se pierde, resultando en un desplazamiento de la banda

a longitudes de onda inferiores.

1.0

absorbancia

400 450 500 550 600 650 700 750

longitud de onda (nm)

Figura 4.14. Espectros de absorbancia tipicos de las (nor)cianinas-anilinas en disolucién
etandlica. En linea discontinua, la banda correspondiente a la especie acida y en continua, a la
bésica, de la cianina-anilina ca2.

120



Capitulo 4: Resultados y Discusion

Tabla 4.6. Longitudes de onda de los maximos de absorcion (A\) en medio acido y en medio
basico, coeficientes de absortividad molar (¢) y pK, de las (nor)cianinas-anilinas sintetizadas en

disolucién etandlica.

Forma acida Forma basica
Colorante pKa
A (hm) € (cm™*-moltl) A(nm) & (cm™-mol™l)

cal 636.0 8.50x10* 501.0 5.40x10* 8.2+40.1
ca2 635.0 9.30x10* 501.0 5.50x10* 6.5+0.2
ca3 650.0 3.50x10* 487.0 6.70x10* 6.1+0.1
cad 639.0 7.80x10% 526.0 5.70x10% 6.6+0.1
cab 673.0 3.90x10* 494.0 1.90x10* 5.4+0.3
cab 662.0 7.10x10* 516.0 4.20x10* 7.240.2
ca7 626.0 5.70x10* 528.0 4.50x10* 6.1+0.4
ca8 653.0 8.50x10* 524.0 5.40x10* 6.7+0.4
ncal 662.0 5.80x10% 474.0 3.50x10* 4.3+0.1

X1 cl X3 X1 cl X3
N NN N AN X .
v N NH X, —— N N X, + H
R CcHJ), Y R CHj ),

n=2, 3 n=2, 3

Figura 4.15. Equilibrio &cido-base propuesto para las cianinas-anilinas.

Figura 4.16. Equilibrio 4&cido-base propuesto para la norcianina-anilina ncal.

Los colorantes (nor)cianina-anilina sintetizados fueron sometidos a calibrados de pH.

Como ejemplo representativo, en la Figura 4.17 se muestran los espectros de absorbancia
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a distintos valores de pH de la disolucidn etandlica y la correspondiente curva de calibrado
obtenida del colorante ca8. Como era de esperar, ésta se ajusta a una curva sigmoidal,
como corresponde a un indicador clasico de pH. La reversibilidad del equilibrio 4cido-base
fue también evaluada. La absorbancia de todos los colorantes (nor)cianina-anilina volvié al
80-87% del valor inicial tras llevar a cabo un ciclo de pH.

Las (nor)cianina-anilinas sintetizadas presentan en su forma &acida maximos de
absorcion alrededor de los 650-670 nm en disolucibn etandlica; siguen un buen
comportamiento acido-base, reversible y reproducible; presentan coeficientes de
absortividad molar altos y curvas de calibrado sigmoidales, que se ajustan al
comportamiento tedrico esperado. Por lo tanto, también fueron buenas candidatas a ser

posteriormente empleadas como cromo(fluoro)ionéforos en optodos.

a) b)

1.0

— pH3.16
e pPHATY 058
—————— pH 6.96
087 —.—.—.. pH763
— —— pHO9.36
———— pH10.35
———— DpH1153
pH 13.41

0.6

0.6

0.4 1

absorbancia

0.4 4

absorbancia a 653 nm

0.2 1
0.2 9

] 0.0
0.0 - T T T — T T T T
400 500 600 700 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

longitud de onda (nm) pH

Figura 4.17. a) Espectros de absorbancia de la cianina-anilina ca8 en funcion del pH en

disolucién etandlica 9.8x10°M. b) Curva de calibrado de pH correspondiente y reversibilidad (m).

4.2.2. Estudios en membrana

4.2.2.1. Estudios acido-base de los cromo(fluoro)ionéforos

Los prometedores resultados obtenidos en disolucion etandlica con los colorantes
sintetizados en términos de altos coeficientes de absortividad molar, reversibilidad,
equilibrios &cido-base entre solo dos especies (puntos isosbésticos bien definidos) asi como
en la posicion de sus maximos de absorbancia, llevaron a abordar su caracterizacion como

cromo(fluoro)ionéforos en optodos de PVC plastificado para su aplicacion en sensores
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opticos. Los estudios realizados estaban dirigidos a la determinacion en la fase membrana
de la longitud de onda de méxima absorcién; el comportamiento acido-base realizando
calibrados de pH y el célculo del pK, (pKavew); la evaluacion de la fotoestabilidad y la
exudacién de los componentes de la membrana y la determinacion del tiempo de respuesta
de los optodos. En primera aproximacion, los coeficientes de absortividad molar se
consideran invariables respecto a los valores obtenidos en disolucion. Sin embargo, se
espera un cambio en la posicion de las longitudes de onda de los méximos de absorcién
debido a la distinta polaridad del nuevo medio, basicamente dependiente del disolvente
mediador o plastificante utilizado para la formulaciéon de la membrana. De igual forma, se
esperan alteraciones en la basicidad de los colorantes en membrana. Se calcula un pK,
aparente (pKavem), que depende intensamente de la composicion de la membrana y de su
mecanismo de respuesta. Este parametro es relevante ya que es el que definird en dltima
instancia el intervalo operacional del optodo, tanto para el de pH, como para las membranas
selectivas a iones.

Para las cetocianinas y de las (nor)cianinas-anilinas, que dieron resultados mas
prometedores en cuanto a su comportamiento acido-base, se determinan otros parametros
como el tiempo de respuesta, la fotodescomposicion y la exudacion del
cromo(fluoro)ionéforo (directamente relacionada con su lipofilicidad). Estos dos udltimos
factores son importantes ya que limitan el tiempo de vida de la membrana. Los resultados
obtenidos permitiran establecer las condiciones de trabajo Optimas de futuros sensores a
desatrrollar.

Se escogieron los porcentajes en peso de cada componente en la membrana
partiendo de la base que las sefales deben ser suficientemente altas (valores de
absorbancia entorno a 0.2 unidades de absorbancia) y siguiendo los estudios previos
realizados en el grupo de investigacion con otros tipos de colorantes en membranas de PVC
plastificado. [30,31] El aditivo se eligi6 con el fin de favorecer la estabilidad de los
componentes en la membrana y asegurar el mecanismo de intercambio idnico entre ésta y
la disolucién, es decir segun la carga del cromo(fluoro)ionéforo en la membrana y el analito
a estudiar. Por lo tanto, se utilizé un aditivo cationico para las membranas que incorporan
norindocrococianinas (moléculas cargadas negativamente en su forma basica) y un aditivo
aniénico para las membranas de pH que incorporan cetocianinas (moléculas cargadas
positivamente en su forma acida) y (nhor)cianinas-anilinas (moléculas cargadas

positivamente en su forma acida).
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Norindocrococianinas

Las membranas se prepararon utilizando como disolvente mediador el sebacato de
bis(2-etilhexilo) (DOS) y un exceso del 10% en peso de aditivo catidnico (bromuro de
tetraoctilamonio) respecto al cromo(fluoro)ionéforo. Aparentemente, los cécteles obtenidos
no mostraban precipitacion del colorante, por lo que se depositaron sobre portaobjetos de
vidrio membranas perfectamente homogéneas.

Se registraron los espectros de absorcion de las membranas entre 400 y 900 nm. Las
membranas acabadas de depositar mostraron bandas de absorcién en la zona del infrarrojo
cercano, lo cual indica que los colorantes se encontraban en su forma &cida.

Las longitudes de onda del maximo de absorcidén correspondientes a las formas acidas
de las norindocrococianinas se desplazaron batocromicamente unos 20 nm respecto a
etanol y se localizaron entre 779 y 830 nm. Asi pues, estas membranas podian ser utilizadas
en el desarrollo de sensores miniaturizados utilizando un laser de diodo emitiendo a 780 nm.
Del mismo modo, los picos correspondientes a la forma béasica se han desplazado
batocrémicamente unos 26 nm, localizdndose asi entre 654 y 683 nm. Sin embargo, se
mantuvo la relacién entre la sustitucion y la posicion de las bandas (apartado § 4.2.1): el
colorante sin funcionalizacion en el heterociclo (c6) es el que presentaba una longitud de
onda mas corta respecto al resto de colorantes sustituidos.

Los espectros de absorbancia revelaron, no obstante, la formacion de agregados con
bandas de absorcion poco intensas localizadas alrededor de los 425 nm. En los espectros
realizados con todas las membranas a lo largo de un ciclo de pH, se aprecian dos puntos
isosbésticos claros (Figura 4.18), lo que indica la existencia de dos equilibrios. Asi mismo,
las curvas de calibracion obtenidas representando la intensidad del maximo de absorcién
respecto al aumento de pH mostraron dos puntos de inflexion indicativos de dos posibles
pKa. Sin embargo, éstos no se manifestaron en el sentido inverso de cambio de pH,
mostrando un Unico punto de inflexion correspondiente al valor esperado de pKavem para
estos cromo(fluoro)ionéforos. La formacion de agregados es maxima a valores de pH &cidos
(primer pK, obtenido), cuando el colorante en su forma acida y con carga neta cero
establece un equilibrio de agregacion entre la forma monomérica y la agregada. Tras
realizar varios ciclos de pH, se obtiene una curva con un solo punto de inflexién en ambos
sentidos. Podemos atribuir este cambio, a una estabilizacion tardia de una cierta cantidad de
agregado, dejando de depender del pH. Se establecié un minimo de tres ciclos de pH para

la obtencion del comportamiento &cido-base esperado, con un solo punto de inflexion. [32]
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a) b)
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Figura 4.18. a) Espectros de absorbancia a lo largo de un ciclo de pH de la especie acida del
colorante c1 en membrana de PVC plastificado. b) Curvas de calibrado normalizadas de las
norindocrococianinas evaluadas en membrana. Se representa el grado de desprotonacién del
cromo(fluoro)ionéforo respecto al pH de la disolucién tampén. Las lineas corresponden al ajuste

tedrico de los valores experimentales.

Los ciclos completos de pH demostraron la completa reversibilidad del equilibrio &cido-
base de las norindocrococianinas, pero se observo la existencia de histéresis propia de
equilibrios entre dos fases, lo que implica la obtencién de diferentes valores de pKavem €n
funcién del sentido de variacién del pH.

Los valores de pKavem de las norindocrococianinas en membranas de PVC plastificado
(obtenidos después de tres ciclos de pH) son entre neutros y basicos, entre 6.9 y 12.1, pero
no todos siguen la misma tendencia respecto a los valores en etanol. Mientras que los
colorantes c1, ¢5 y c6 son ligeramente mas basicos en este medio, c3 y ¢4 son mas 4cidos
y, en el caso de c7, su pK, aumenta hasta en 3.5 unidades de pH. Hay que tener en cuenta
la dependencia de esta constante de acidez aparente de la composicién de la membrana y
de los equilibrios entre fases que tienen lugar. Se observé que el colorante c2 no es estable
en el medio membrana. Asi, mientras en disolucion etandlica se observaba un espectro vis-
UV con bandas intensas, la membrana de PVC plastificado que contenia el colorante c2 se
volvia grisacea y su espectro no mostraba ninguna banda significativa. Este hecho muy
probablemente se debe a la presencia de grupos nitro en los heterociclos, los cuales
confieren inestabilidad al colorante debido a su naturaleza.

En la Tabla 4.7 se muestran los valores de las longitudes de onda de los maximos de
absorcion de la forma acida y bésica en membrana, asi como la caracterizacién de la

respuesta analitica de los optodos en cuanto a sensibilidad (pendiente de la zona lineal de la

125



Capitulo 4: Resultados y Discusion

curva de calibrado y variacién total de absorbancia) y a tiempo de respuesta al 95% de la

sefial.

Tabla 4.7. Longitudes de onda de los maximos de absorcién de las formas acida (Asgiga) Y
béasica (Apssica) €N membrana de las norindocrococianinas y caracterizacion de la respuesta analitica

de las membranas formuladas.

) Variacion
Ascida Abésica Pendiente , . tros9
Colorante pPKamvem L maxima de _
(nm) (nm) (AADbs-pHdec™) _ (min)
absorbancia
cl 810.0 667.0 7.0+0.1 -0.114 0.474 2.80
C2 * * * * * *
c3 830.0 668.0 7.7+0.1 -0.012 0.051 3.10
c4 813.0 663.0 6.9+0.2 -0.061 0.214 2.50
c5 792.0 654.0 10.4+0.2 -0.043 0.100 -
c6 779.0 657.0 9.8+0.1 -0.074 0.232 6.70
c7 817.0 683.0 12.1+0.1 -0.050 0.121 1.30

*inestable en membrana

Los valores obtenidos en cuanto a pendiente de la recta de calibrado, variacién total de
la sefal y tiempo de respuesta (del orden de pocos minutos) (Tabla 4.7) demuestran que los

optodos basados en norindocrococianinas son altamente sensibles y de respuesta rapida.

Cetocianinas

Se prepararon membranas incorporando las cetocianinas estudiadas previamente en
solucion etandlica utilizando como disolvente mediador el Tris(2-etilhexil)fosfato (TOPH). En
su composicion se mantuvo una relacion equimolar entre colorante y aditivo lipofilico
anionico. Primeramente, se realizé la evaluacion de los colorantes k4 y k5. [28] Los cocteles
obtenidos con ellos no mostraban precipitacion ni agregacion, por lo que las membranas
depositadas sobre portaobjetos de vidrio fueron perfectamente homogéneas. Se registraron
los espectros de absorcion entre 400 y 850 nm. Las membranas acabadas de depositar
mostraban una banda en la zona del visible, lo cual indica que los colorantes se encuentran
en su forma bésica.

Las longitudes de onda de la especie 4cida se encuentran localizadas entre 735y 777
nm, cercanas a los 750 y 780 nm, lo que significa un desplazamiento batocromico de entre

10-24 nm respecto en etanol. Las longitudes de onda de la especie basica se localizan entre
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519 y 567 nm, lo que representa un desplazamiento hipsocromico de entre 26-47 nm
respecto en etanol (Tabla 4.8). Este desplazamiento es muy superior al que sufren las
norindocrococianinas y las cianinas-anilinas al ser disueltas en membranas de PVC
plastificado, ya que las cetocianinas, como se explica en el apartado 8§ 1.4.2.4, son mas
sensibles al disolvente.

Los espectros de absorbancia realizados en funcién del pH para k3, k4 y k5 muestran
la presencia de un Unico punto isosbéstico, caracteristico del equilibrio acido-base entre las
especies ceto y enol de las cetocianinas. Sin embargo, a valores de pH elevados (pH>8.5)
se observa un desplazamiento del mismo, que puede atribuirse a la descomposicion quimica
de los colorantes en medio basico. Por esta razon, deben mantenerse las membranas en
una disolucién tampén a pH &cido hasta su utilizacion. En el caso de k2, durante los
primeros ciclos de pH no se observé un solo punto isosbéstico. Del mismo modo que las
norindocrococianinas, se verificd la formacion de una banda de agregacion creciente con el
aumento del pH alrededor de los 450 nm, que desaparecia tras tres ciclos de pH, por lo que
se tomé como valor de pK,vem definitivo el obtenido a partir del cuarto calibrado.

Mientras que los valores de pK, de las cetocianinas en etanol eran acidos, el valor de
su pK, en membranas de PVC plastificado experiment6é un aumento. Su pKavem S€ aproxima
asi a la neutralidad, entre 6.4 y 7.8, lo que las hace apropiadas para su uso en medios
menos extremos. El gran incremento de pK, que se observa en las cetocianinas en
membrana podria explicarse por el hecho de que el cromo(fluoro)ion6foro en su forma
protonada y cargado positivamente, estd menos estabilizado en una fase orgénica; asi, es
necesario un pH mas alto para que el colorante se desprotone.

Finalmente, se evaluaron algunos parametros de calidad analitica como la sensibilidad
y el tiempo de respuesta. Los valores obtenidos (Tabla 4.8) demuestran la idoneidad de los
optodos formulados para su utilizacion en el desarrollo de sensores.

La exudacion de los optodos basados en cetocianinas se evalué tanto en medio acido
(pH=3) como en medio béasico (pH=8), realizando espectros de absorbancia a determinados
intervalos de tiempo, mientras las membranas estaban en continuo contacto con una
disolucion tampén. Los resultados obtenidos muestran la ausencia de exudacion del
colorante en su forma &cida. En cambio, se observé una ligera disminucion del pico
correspondiente a la forma béasica (de hasta un 3% durante las primeras dos horas del
estudio). Esta atenuacién no es atribuida a la exudacion, ya que los espectros de la
disolucion tampdén no mostraron los picos caracteristicos de los colorantes. Se asume una

descomposicién quimica debida al pH basico.
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Tabla 4.8. Longitudes de onda de los maximos de absorcién de las formas acida (Asgiga) Y

béasica (Apssica) de las cetocianinas en membrana y caracterizacion de la respuesta analitica.

) Variacion
Ascida Abasica Pendiente , . tros9
Colorante pPKamvem L maxima de _
(nm) (nm) (AAbs-pHdec™) _ (min)
absorbancia
k2 753.0 555.0 6.4+0.1 -0.054 0.095 3.20%
k3 777.0 567.0 6.6+0.1 -0.066 0.169 1.80
k4 735.0 519.0 7.310.1 -0.090 0.014 3.60
k5 766.0 557.0 7.8+0.1 -0.060 0.228 2.90

pH 7.57
0.12 pH 7.09
—————— pH 6.52

k2
k3
k4
k5

4 4 O e

1-a

absorbancia

T T T T
400 500 600 700 800

longitud de onda (nm)

Figura 4.19. a) Espectros de absorbancia a lo largo de un ciclo de pH del colorante k2 en
membrana de PVC plastificado. b) Curvas de calibrado normalizadas de las cetocianinas evaluadas
en membrana. Se representa el grado de desprotonacion frente al pH de la disoluciéon tampén. Las

lineas corresponden a las curvas tedricas ajustadas a los valores experimentales.

Los estudios de fotodescomposicion de los colorantes en fase membrana se realizaron
en condiciones tanto secas (se evalla el efecto de la luz combinado con el del oxigeno),
como en humedas, (se irradian las membranas en contacto con una disolucién con luz
monocromatica correspondiente a la longitud de onda del maximo de absorcién de cada
colorante). En condiciones humedas, se evalud tanto la fotoestabilidad de la forma acida de
los colorantes, como de su forma béasica. Estos estudios revelaron la susceptibilidad de las
cetocianinas a la fotodescomposicion cuando son iluminadas por fuentes de luz de alta
intensidad en ambas formas, con excepcion de la cetocianina k3, cuya forma basica es

estable a lo largo del estudio, y de k4 y k5, cuyas formas acidas resultaron estables después

128



Capitulo 4: Resultados y Discusion

de 2 horas de exposicion a la fuente de luz. Los tiempos de vida medios (t1) que fueron
calculados cuando los colorantes fueron sometidos a las distintas condiciones

experimentales se muestran en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9. Tiempos de vida medios (t1,) de las cetocianinas evaluadas en membranas de PVC

plastificado en condiciones secas y himedas.

condic . Condiciones himedas®
ondiciones secas?,

Colorante _ Forma acida, ty» Forma basica, pérdida
ty2 (min) , _
(min) de absorbancia (%)
k2 15.0 112.0 98.0
k3 14.0 401.0 estable
k4 6.9 estable 0.1
k5 15.4 estable 0.7

con una lampara halégena (500 W) a 150 cm de distancia durante 2h.

® con luz monocromatica a la longitud de onda del maximo de absorcion.

Los reducidos tiempos de vida medios calculados (maximo 15 minutos) de las
cetocianinas en condiciones secas reflejan, como era de esperar, la intensa fotooxidacion
que sufren. En cambio, al realizar los experimentos en condiciones humedas y con luz
monocromatica, sin el efecto del oxigeno (a pesar del oxigeno disuelto), los colorantes
evaluados son practicamente estables. En realidad, estas condiciones se asemejaran a las
de una futura aplicacion, por lo que su utilizacién es viable.

En el caso de las cetocianinas k2, k3, k4 y k5 es dificil establecer una relacion
estructura-estabilidad, ya que las diferencias en los tiempos de vida medios no son muy
significativas, exceptuando el colorante k2, que es claramente mas inestable que el resto.
Como hipotesis, se podria pensar que el heterociclo comun a k2 y k3 (benzotiazol, con un
anillo aromético mas que la indolenina) es mas susceptible a la fotodegradacion respecto al
de k4 y k5 (indolenina), y que en el caso de k3, su fotoestabilidad se ve incrementada por la
presencia del grupo hidroxilo que estabiliza la molécula en condiciones hiumedas.

Segun estos resultados, y para asegurar la maxima estabilidad de los optodos durante
su utilizacion, se decidié almacenar siempre las membranas en una disolucién tampon acida

y resguardadas de la luz.
(Nor)cianinas-anilinas

Las membranas se prepararon utilizando como disolvente mediador el sebacato de

bis(2-etilhexilo) (DOS) y como aditivo anidnico el tetrakis(4-clorofenil)borato de potasio, en
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proporcion equimolar con el cromo(fluoro)ionéforo. Los cdOcteles obtenidos no mostraban
precipitacién ni agregacion del colorante, exceptuando la cianina-anilina cal, por lo que se
depositaron membranas perfectamente homogéneas del resto de colorantes sobre
portaobjetos de vidrio.

Se registraron los espectros de absorcion de las membranas entre 400 y 800 nm
(Figura 4.20a). Las membranas acabadas de depositar mostraron una banda en la zona del
infrarrojo cercano, lo cual indica que los colorantes se encuentran en su forma é&cida. Las
longitudes de onda acidas se encuentran localizadas entre 644 y 681 nm, cercanas a los
650 nm, por lo que son idoneas para su futura utilizacién en el desarrollo de sensores
miniaturizados utilizando un laser de diodo emitiendo a 650 0 670 nm. Estos valores
representan un desplazamiento batocrémico de entre 8-18 nm respecto en etanol. Las
longitudes de onda basicas se encuentran entre 460 y 523 nm, lo que significa un ligero
desplazamiento hipsocromico de entre 4 y14 nm respecto en etanol, excepto en el caso del
colorante ca6, que sufre un desplazamiento batocrémico de 7 nm. Como era de esperar,
debido al solvatocromismo (apartado § 1.4.2.4), las longitudes de onda del maximo de
absorcion de los colorantes se ven desplazadas respecto a los valores en disolucion, debido
a que el solvente mediador de la membrana es menos polar que el etanol. En el caso de la
forma &cida (cargada) en etanol, el estado fundamental estd més estabilizado que el estado
excitado, que es menos polar. Por el contrario, para la forma basica (neutra) en etanol, el
estado fundamental es menos polar que el excitado y el disolvente polar, el etanol, estabiliza
mas el estado excitado.

Se realiz6 el estudio del comportamiento &cido-base en el medio membrana
efectuando calibrados de pH siguiendo la intensidad del méximo de absorciéon de la banda
correspondiente a la forma &cida de los cromo(fluoro)onoforos. Se observd un Unico punto
isosbéstico bien definido en todos los casos, lo cual indica un solo equilibrio entre dos
especies. Asi mismo, las curvas de calibraciéon obtenidas (Figura 4.20b) son de forma
sigmoidal, indicando un comportamiento acido-base correcto que involucra a dos especies.
Aunque los colorantes sintetizados tienen estructuras distintas, lo cual afecta a la posicion
de las bandas, la mayoria originan curvas de calibrado y valores de pKavem parecidos,
exceptuando el colorante ncal, la Unica norcianina-anilina sintetizada en el presente trabajo
y que sigue un equilibrio acido base distinto. Mientras los valores de pK, de las
(nor)cianinas-anilinas eran cercanos a la neutralidad en etanol, al ser disueltas en
membranas de PVC plastificado, el valor de su pK, experimenta un gran aumento, hacia
valores muy basicos, entre 9.5y 11.3 (Tabla 4.10). Los datos experimentales obtenidos para

los calibrados de las cianinas-anilinas correlacionan bien con las curvas teoricas, excepto
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para el caso de la norcianina-anilina, ncal, donde se observan ligeras diferencias. Este

hecho podria atribuirse al incumplimiento de alguna de las premisas generales que la

ecuacion de respuesta de membrana de un optodo asume (apartado § 1.3.2). En todos los

casos, el intervalo lineal cubre dos unidades de pH. Ademas, al realizar ciclos de pH en

ambos sentidos, no se observo histéresis.

Finalmente se evaluaron parametros de calidad como sensibilidad y tiempo de

respuesta. Los valores calculados para el tiempo de respuesta al 95% de la sefial son del

orden de los dos minutos.

Tabla 4.10. Longitudes de onda de los maximos de absorcién de las formas acida (Asiga) Y

basica (Apssica) de las (nor)cianinas-anilinas en membrana y caracterizacién de la respuesta analitica.

] Variacion

)\écida )\bésica Pendlente L. 1:r95%

Colorante PKamvem L maxima de _
(nm) (nm) (AAbs-pHdec™) _ (min)

absorbancia

Cal * * * * * *
ca2 645.0 497.0 10.5+0.1 -0.225 0.530 2.28
ca3 659.0 476.0 10.2+0.2 -0.130 0.440 1.19
cad 652.0 521.0 11.0+0.4 -0.085 0.240 0.94
cab 681.0 487.0 10.7+0.3 -0.178 0.470 1.41
cab 670.0 523.0 11.3+0.4 -0.096 0.220 1.69
ca’ 644.0 517.0 10.9+0.4 -0.064 0.190 1.43
ca8 667.0 518.0 10.6+0.2 -0.141 0.360 1.47
ncal 680.0 460.0 9.5+0.1 -0.067 0.190 1.06

*pico no observable
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Figura 4.20. a) Espectros de absorbancia a lo largo de un ciclo de pH del colorante ca3 en
membrana de PVC plastificado. b) Curvas de calibrado normalizadas de las (nor)cianinas-anilinas
evaluadas en membrana. Se representa el grado de desprotonacion en funcion del pH de la
disolucién tampén. Las lineas corresponden a las curvas tebricas ajustadas a los valores

experimentales.

La reversibilidad se estudid en un sistema en flujo continuo, sometiendo a los
colorantes disueltos en la fase membrana a ciclos de pH entre los dos valores de pH
extremos. La absorbancia fue registrada continuamente a la longitud de onda del maximo de
absorcion de las especies &cidas de los colorantes (Figura 4.21). Aunque se observa una
pequefia deriva positiva de la sefial cuando el medio es basico, el valor de absorbancia a pH

acido de todos los colorantes estudiados quedd inalterado tras cinco ciclos de pH

consecutivos.
0.35
pH=6.2

0.30 1
IS 0.25
j=
—
3
o 0.20 1
.G
Q
g 0.15 -
go
3
o)
< 0.10

0.05 1

H=11.0
0.00 + P2 : : : :
0 10 20 30 40 50

tiempo (min)

Figura 4.21. Evaluacion experimental representativa de la reversibilidad de los colorantes
nor(cianina)anilinas sintetizados (ca5) en membranas de PVC plastificado en contacto con una

disolucién de tampdn combinado, realizada en un sistema de flujo continuo.
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La fotoestabilidad de los colorantes (nor)cianina-anilina no se vio comprometida
cuando éstos fueron expuestos a la longitud de onda del maximo de absorciéon ni en su
forma acida (pH=3) ni en la basica (pH=8) utilizando un espectrofotometro. Sin embargo,
cuando las membranas secas fueron expuestas a una fuente de luz mas intensa, como una
lampara halégena de 500 W, se observé una relativamente rpida descomposicion en todos
los casos. Ademas, exceptuando las cianinas ca2, ca3 y ncal, los colorantes presentaron
fotoagregacion (agregacion provocada por la exposicion a una fuente de luz), lo cual se
evidencié con la aparicion de una banda ancha adicional a longitudes de onda alrededor de
los 400 nm (Figura 4.22). Con el objetivo de comparar la fotoestabilidad de los colorantes y
ademas poderla correlacionar con su estructura se calcularon los tiempos de vida medios.
En la Tabla 4.11 puede verse como los colorantes que no fotoagregaron (ca2, ca3 y ncal)
exhiben tiempos de vida superiores que el resto. Por otro lado, la cianina ca5, con un tiempo
de vida relativamente largo, formé un agregado después de la primera hora del experimento.
En este sentido, si se compara el colorante ca2 con ca6 y ca3 con cab, puede concluirse
gque un anillo central de seis atomos de carbono confiere mas fotoestabilidad que un anillo
de cinco atomos de carbono en la misma posicidén. Por lo que a los heterociclos terminales
se refiere, puede afirmarse que los colorantes derivados de la indolenina son mas estables
gue los derivados del benzotiazol. Las curvas de fotodescomposicion de los colorantes
cuando fueron expuestos a un laser que emite a 650 nm no siempre se ajustaron a una
exponencial. Con el objetivo de poder comparar los diferentes colorantes, y considerando su
futura aplicacién, se calcularon los porcentajes de fotodescomposicion después de dos
horas de exposicion a la luz. Los comportamientos de fotodegradacion de los colorantes al
ser expuestos a luz halégena y luz laser respectivamente fueron muy diferentes,
seguramente debido a las distintas condiciones de ambos experimentos y a la longitud de
onda de irradiacion. Como era de esperar, la fotodegradacion fue mas acusada cuando se
empled luz UV que cuando se usaron laseres de diodo para irradiar los optodos. De hecho,
cuando los optodos fueron irradiados utilizando un laser de diodo, ninguno de ellos
descompuso totalmente. En algin caso, este hecho era debido probablemente a la gran
diferencia existente entre la longitud de onda del maximo de absorcion del colorante y la
longitud de onda de emision del diodo laser (650 nm). Ademas, cabe remarcar que en los
experimentos bajo la luz halégena, realizados en condiciones secas, los optodos estaban
expuestos al aire, el cual acelera los procesos de descomposicién de los colorantes por la
accion del oxigeno singlete. Sin embargo, considerando que el colorante ca3 absorbe a una
longitud de onda muy cercana a la longitud de onda de emision del laser y que su

fotoestabilidad es superior que el resto (solo descompone un 25% después de dos horas de
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experimento), se ratifica que un anillo de seis miembros es mas estable que uno de cinco, y

que los colorantes basados en un heterociclo de indolenina son mas estables que los

colorantes basados en benzoindolenina y benzotiazol.

Tabla 4.11. Tiempos de vida medios calculados (t;,) de la forma acida de los colorantes
(nor)cianina-anilina en membrana, cuando fueron irradiados con una lampara halégena (500 W, a 150

cm durante 2h, en condiciones secas) y porcentaje de descomposicién al ser irradiadas en

condiciones hiumedas con un diodo laser que emite a 650 nm (pH=3).

Colorante

_ Porcentaje de
ti> (Min) L
descomposicion (%)

ca2
ca3
ca4d
cad
cab6
ca’
ca8

ncal

38.8 46
247.0 25
18.9 44
37.2 60
10.0 57
8.9 43
8.0 49
218.0 57

0.14 A

0.12 A

0.10 A

0.08 A

0.06 -

absorbancia

0.04 A

t=0.00 min
t=1.97 min
t=4.57 min
t=7.00 min
t=11.25 min
t= 14.00 min
t=19.83 min
t=26.95 min
t=35.75 min
t= 46.00 min
t=84.22 min
t=123.72 min

Figura 4.22. Espectros de absorbancia del colorante ca6 en membrana de PVC plastificado

500 550 600 650 700 750 800

longitud de onda (hm)

bajo irradiacion de una lampara halégena en el que se muestra la fotoagregacion.
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En general, las membranas formuladas y caracterizadas con (nor)cianinas-anilinas
exhibieron un comportamiento analitico adecuado para la determinacion de pH, lo cual
demuestra su viabilidad como cromo(fluoro)iono6foros en el desarrollo de optodos selectivos
a iones para futuras aplicaciones analiticas. Se obtuvieron optodos rapidos, reversibles y
sensibles, aunque la baja estabilidad de algunos de los colorantes es todavia un
inconveniente por resolver. Sin embargo, de entre los diversos tipos de colorantes cianina
evaluados, la mayoria de las (nor)cianinas-anilinas sintetizadas presentan una relativamente

alta fotoestabilidad en membrana.

De los estudios realizados con los tres tipos de cianinas en membranas de PVC
plastificado (norindocroconinas, cetocianinas y (nor)cianinas-anilinas) se concluye que, en
general, son aptas para su aplicacion como cromoionéforos en optodos selectivos a iones.
Para futuros ensayos, solo descartariamos la norindocrococianina c2 y la cetocianina k2,
por ser inestables en membrana y la (hor)cianina-anilina cal por no observarse ninguna
banda en su espectro UV-vis. El resto de colorantes evaluados son candidatos al estudio de
su emision de fluorescencia para el desarrollo de fluorosensores.

Las norindocrococianinas, aunque en principio presenten dos puntos isosbésticos e
histéresis derivados de la formacién de agregados, al cabo de tres calibrados presentan un
adecuado comportamiento 4cido-base. Ademas, son completamente reversibles; sus formas
acidas presentan bandas intensas cerca de los 780 nm; sus valores de pKauem SON entre
neutros y basicos; su tiempo de respuesta es del orden de pocos minutos y su sensibilidad
es adecuada.

En segundo lugar, las cetocianinas, con un solvatocromismo pronunciado, exhiben
bandas intensas correspondientes a su forma acida cerca de los 750 y 780 nm; presentan
un punto isosbéstico bien definido; son reversibles; sus valores de pK.vem €stan cerca de la
neutralidad; no exudan; son estables en soluciones acidas; su tiempo de respuesta es del
orden de pocos minutos y son suficientemente sensibles.

Por dltimo, las (nor)cianinas-anilinas presentan un comportamiento &cido-base
adecuado, con un Unico punto isosbéstico bien definido; sus formas &cidas presentan
bandas intensas cercanas a los 650 nm; sus valores de pKavem SON basicos; son reversibles
y fotoestables; presentan una adecuada sensibilidad y su respuesta es rapida (del orden de

minutos).
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4.2.2.2. Evaluacion del comportamiento de los cromo(fluoro)ion6foros en
combinacion con un ionéforo: optodos selectivos a ion potasio y a
ion plomo (1)

Como compuesto demostrador de la aplicabilidad de los cromo(fluoro)ion6foros de pH
sintetizados en la preparacién de membranas selectivas de iones, se escogid la cianina-
anilina ca3. Este colorante presentaba Optimas caracteristicas en cuanto a comportamiento
acido-base, pKayewm, posicion de la longitud de onda de absorcién maxima (lo més cercana a
la emision de uno de los laseres de diodo emitiendo a 650, 670 o 780 nm), alta sensibilidad,
reversibilidad y fotoestabilidad, para formular membranas selectivas a iones en combinacion
con un ionoforo.

En primer lugar, se formularon membranas selectivas de ion potasio utilizando
valinomicina como ionéforo selectivo. Este antibidtico ha sido ampliamente estudiado en
sistemas potenciométricos para la determinacion de potasio. La membrana asi formulada se
caracterizd en absorbancia y mas adelante en fluorescencia.

Posteriormente, utilizando el mismo cromo(fluoro)ionéforo y cambiando el ionoforo, se
formulé una membrana selectiva a plomo que fue caracterizada también como optodo de

absorbancia y de fluorescencia.

Formulacion y caracterizacion en absorbancia de un optodo selectivo a potasio

gue incorpora la cianina-anilina ca3

Para el desarrollo del optodo selectivo a ion potasio se utilizé el ion6foro valinomicina y
como cromoionoforo, la cianina-anilina ca3. Se formularon diversas membranas con
distintas proporciones de colorante (ca3)/aditivo anionico (tetrakis(4-clorofenil)borato de
potasio)/iondforo (valinomicina) y empleando dos tipos de plastificantes, DOS y TOPH. Las
composiciones de las membranas que se ensayaron estan resumidas en la Tabla 4.12.

Se emple6 un sistema de flujo continuo para caracterizar en un espectrofotometro las
membranas de forma rapida y reproducible. Como se ha mencionado en la introduccién, las
membranas selectivas a iones u optodos responden al analito y al pH del medio, pues estan
constituidas por dos ionéforos, el selectivo al analito y el cromo(fluoro)ionéforo indicador de
pH. Por lo tanto, es necesario mantener constante uno de los dos parametros, en este caso
el pH. Como paso inicial, se evalud la influencia del pH y la composiciéon de la disolucién
tampdn sobre la respuesta del optodo al analito. El procedimiento experimental consiste en

realizar calibrados sucesivos de la membrana, siguiendo la respuesta con patrones de KCl a
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distintas concentraciones (1x10°-1x10° M KCI), los cuales estan preparados en una
disolucion de tampon ajustado a distintos valores de pH.
Se registraron los espectros de absorbancia de 400 a 800 nm dejando circular por el

sistema de flujo cada patrén durante 4 min, hasta llegar a la sefal en el estado estacionario.

Tabla 4.12. Composicién de los optodos selectivos a ion potasio ensayados en absorbancia.

o Relaciéon molar
Membrana Plastificante " . .
Aditivo aniénico/ca3/ionoforo

M1 TOPH 1:1:1
M2 DOS 1:1:1
M3 DOS 1.5:1:1
M4 DOS 1.5:1:2

Primeramente, se evalud la respuesta de la membrana preparada en TOPH, M1, con
patrones de KCl en tampoén TRIS 0.05 M a pH=8.0 y posteriormente en acetato de magnesio
(1) 0.05 M a pH=5.4. En ambos casos se observd muy poca variacion de absorbancia entre
los patrones extremos (AAbs=0.07 y AAbs=0.06, respectivamente), por lo que se descartd
utilizar este plastificante. Al registrar el espectro de absorbancia de una membrana M2 en
condiciones secas, se observé que el colorante no estaba en su forma acida totalmente,
sino en equilibrio con la forma bésica. Al poner la membrana en contacto con una solucion
acida, no se conseguia que el colorante pasara completamente a su forma acida, por lo que
se decidi6 aumentar la proporcion de aditivo aniénico a 1.5 (M3). Se evalud la respuesta a
potasio de M3 empleando patrones de KCI preparados en tampon 0.05 M de TRIS a pH=
6.0, 7.0, 8.0 y 9.0; y en acetato de magnesio (ll), a pH= 3.0, 4.0 y 5.4 (Figura 4.23). Usando
TRIS como tampon a pH 6.0 y 7.0, las variaciones de absorbancia fueron muy pequefias
(AAbs=0.08 y AAbs=0.06 respectivamente) y a pH 8.0 y 9.0 no se observo ningn cambio de
absorbancia a lo largo del calibrado. Este hecho es debido a que, a estos valores de pH el
colorante se encuentra mayoritariamente en su forma béasica y no hay protones disponibles
para el intercambio catiénico con el ion potasio del medio. EI empleo de acetato de
magnesio (Il) a pH mas bajos (inferiores a pH=6.0) permiti6 que el colorante estuviera
inicialmente en su forma acida, partiendo de una mayor sefal y posibilitando el intercambio
cationico necesario para la respuesta del optodo. A un menor valor de pH del tampdn, se
obtiene una mayor variacion de sefal entre patrones de ion potasio extremos y también una
mejor sensibilidad, hasta un limite en el que si la concentracién de H* fuera muy elevada, el
ionoforo no tendria suficiente capacidad para extraer el analito del medio y desprotonar el

colorante. Para la membrana M4, se utilizd6 una relacion ion6foro:colorante de 2:1 con el fin
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de mejorar la sensibilidad. A partir de los experimentos previos, en el calibrado de esta
membrana se empled un tampon de acetato de magnesio (ll) a pH=3.0. De esta forma, se
obtuvo una variacién total de absorbancia de 0.31 entre los patrones extremos (Figura
4.23), una sensibilidad de -0.14/dec [K*] y un limite de deteccién de 6.1x10“M. En la Figura

4.23 se observa también la reversibilidad de la respuesta de la membrana.
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Figura 4.23. Calibrados de M3 a ion potasio empleando acetato de magnesio (II) (Mg(OAc),) y

TRIS como tampones, ajustados a diferentes valores de pH.
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Figura 4.24. a) Calibrado de ion potasio obtenido en un sistema de flujo continuo mediante

disoluciones patron de K™ en acetato de magnesio () 0.05 M a pH=3.0, empleando el optodo M4 y su

reversibilidad. b) Curva de calibracién correspondiente.

Considerando los resultados obtenidos, de entre las composiciones estudiadas, el

optodo M4 es el que presenta unas caracteristicas de funcionamiento éptimas.

Formulacion y caracterizacion en absorbancia de un optodo selectivo a plomo
gue incorpora la cianina-anilina (ca3)

Una vez verificada la validez del colorante escogido ca3 como cromo(fluoro)ionéforo
en un optodo selectivo a ion potasio, y para demostrar la posibilidad de generalizar el
procedimiento simplemente cambiando el ion6foro integrado en la membrana, se decidio
formular un optodo selectivo a ion plomo (ll) utilizando el ionéforo (ETH5435, Fluka). La
determinacion de este parametro tiene un enorme interés medioambiental debido a su
toxicidad. Para promover los equilibrios de intercambio catiénico que deberian darse entre el
optodo y la disoluciébn para el reconocimiento del ion plomo (lI) y mantener la
electroneutralidad en el seno de la membrana, se preparé una membrana cuya composicion
establece una proporcion equimolar entre cromo(fluoro)ionoforo y aditivo cationico; y para
conseguir una alta sensibilidad, se triplicé la cantidad de ionoforo (ca3/(tetrakis(4-
clorofenil)borato de potasio)/ETH5435 de 1:1:3). Se seleccioné el DOS como solvente
mediador o plastificante, ya que en los estudios anteriores con la cianina-anilina ca3, éste
fue el que dio mejores caracteristicas de respuesta. De nuevo, se emple6 un sistema de
flujo continuo para caracterizar espectrofotométricamente de forma rapida y reproducible las
membranas. Se realizaron calibrados utilizando disoluciones patron de Pb(NO3), de distintas
concentraciones (1x107-1x10" M Pb(NOs),) preparados, esta vez, en una disolucién de

tampdn de acetato de magnesio (IlI) 0.05 M a pH=5.0y 6.0.

139



Capitulo 4: Resultados y Discusion

0.8

0.6 1

0.4 4

- [Pb*]=1.087x10°M

tampon
[Pb*']=9.990x10°M
[Pb*']=1.088x10°M

[Pb*']=1.078x10™M
[Pb*']=1.067x10°M
[Pb*']=1.129x10*M

b)

0.7 4

0.6

0.5 4

[Pb*]=0.100 M

0.4 4

absorbancia
absorbancia

0.2 1

0.3 A
pH=5.0
reversibilidad a pH=5.0
pH=6.0

reversibilidad a pH=6.0

ceom

0.2

T T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 750 800 -10 -8 6 -4 2 0

longitud de onda (nm) log [Pb*"]

Figura 4.25. a) Calibrado de ion plomo (ll) con el optodo Mpb1, obtenido en un sistema de flujo
continuo utilizando disoluciones patrén preparadas en tampén de acetato de magnesio (Il) 0.05 M a
pH=6.0. b) Curva de calibracién correspondiente (pH=6.0), reversibilidad y curva de calibracién

obtenida con patrones preparados con el mismo tampo6n a pH 5.0.

Tal y como se aprecia en la Figura 4.25a, la respuesta del optodo Mpb1 al ion Pb* es
la esperada, con un Unico punto isosbéstico bien definido y con una banda de absorcion
mas intensa situada a 650 nm, correspondiente a la forma é&cida. Esta va disminuyendo a
medida que aumenta la concentracion de ion plomo, ya que esto provoca la desprotonacion
del colorante. En la Figura 4.25b , las curvas de calibrado sigmoidales ajustadas al modelo
tedrico confirman el equilibrio de intercambio i6nico esperado del optodo y muestran la
influencia del pH del medio tamp6n en la variacion total de sefial y en la sensibilidad
(méxima pendiente de la zona de respuesta lineal). La variacion de absorbancia observada
entre el patron de plomo mas concentrado y el mas diluido es adecuada en ambos casos
(0.24 a pH=5.0y 0.52 a pH=6.0), siendo mayor y con mayor pendiente a valores de pH=6.0.
Por otro lado, la reversibilidad también es mejor. Se recupera un 84% de la sefial, mientras
que a pH=5.0 se recupera un 77%.

Asi pues, los resultados obtenidos con Mpbl demuestran su buen comportamiento

como optodo selectivo a ion plomo.
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4.3. CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE LOS CROMO (FLUORO)IONOFOROS EN

FLUORESCENCIA

Como paso previo a estudiar la posibilidad de utilizar los cromo(fluoro)ion6foros
sintetizados en el disefio de sensores Opticos selectivos de iones basados en medidas de
fluorescencia, fue necesario determinar sus propiedades fluorescentes. Se realizaron
estudios andlogos a los efectuados en el caso de la absorbancia. En primer lugar y
empleando instrumentacion convencional (apartado § 4.2), se estudiaron las propiedades
fluorescentes de estos compuestos tanto en disolucién etandlica 1x10° M como en las
membranas de PVC plastificado ya formuladas para absorbancia.

En primera instancia, se constatd que ninguna de las norindocrococianinas
sintetizadas, ni en su forma &cida ni en su forma béasica, mostraron emision de fluorescencia
en disolucién etandlica. Tampoco se observo emisidén de radiacion cuando los colorantes se
inmovilizaron en las membranas de PVC plastificadas y se irradiaron a las longitudes de
onda de maxima absorcion correspondientes. Esto hizo que no prosiguiera su evaluacion,
centrandose los estudios en las otras familias de colorantes que si mostraban emision

fluorescente.

4.3.1. Estudios de cianinas-anilinas en fluorescenc ia

Se realizaron los mismos estudios de fluorescencia con aquellas cianinas-anilinas
(ca3, cab y ca8) que dieron mejores caracteristicas de respuesta en membrana evaluadas
en modo absorbancia. Todas ellas presentaron emisiéon de fluorescencia en disolucion
etandlica tanto en su forma &cida como en la béasica (Tabla 4.13). La composicién de las
membranas ensayadas fue idéntica a la de las membranas utilizadas en la caracterizacion
de las propiedades espectroscopicas de absorcion. En fase membrana solo se evalué la
fluorescencia de la forma acida, ya que ésta presenta picos mas intensos que la forma
basica en la region del infrarrojo cercano o del visible lejano. En estas zonas se pueden
encontrar componentes Opticos miniaturizados de bajo coste. Ademas de presentar
méximos de emision de fluorescencia més intensos y estrechos, los desplazamientos de
Stokes de las formas acidas fueron de entre 23-47 nm en disolucion etandlica y de 20-27 nm
en los optodos formulados. Estos valores indican que las bandas de emision estan, en todos
los casos, suficientemente separadas de la longitud de onda de excitacion si utilizan fuentes
de excitacion de poca anchura de banda como los laseres de diodo. Teniendo en cuenta la
posterior utilizacion de las membranas en instrumentacion miniaturizada, éstas fueron

irradiadas con laseres de diodo de 650 y 670 nm, ya que éstos son los mas cercanos a los
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méximos de absorbancia de los colorantes. Ademas, se realizaron calibrados variando el pH
y midiendo la intensidad de fluorescencia emitida. En todos los casos se obtuvieron curvas
sigmoidales muy parecidas a las obtenidas en absorbancia (Figura 4.26b ), que podian ser
ajustadas a los modelos de respuesta teoricos. En consecuencia, las cianinas-anilinas ca3,
cad y ca5 estudiadas fueron consideradas fluoroion6foros adecuados para su posible

aplicacion en optodos selectivos de iones.

Tabla 4.13. Longitudes de onda de excitacidn (Ae) Y de emisidon de fluorescencia (Aem) Y
desplazamiento de Stokes (AVst) en disolucién etandlica y en membranas de PVC plastificado de las

cianinas-anilinas ca3, ca5 y ca8. Entre paréntesis se indica la longitud de onda del maximo de

absorbancia.

Disolucién etandlica 1x10°M Membrana de PVC

plastificado
Colorante Forma éacida Forma basica Forma acida
)\em )\emi AVST )\exc )\emi AVST )\exc )\emi AVST
(nm) (m) (cm?) (m) (hm) (cm?) (hm) (nm) (cm?)
ca3 650 680 679 487 558 2613 650 (659) 677 614
cab 673 696 491 494 593 3380 670 (681) 697 578
ca8 653 700 1028 524 * * 670 (667) 690 433

*emision de fluorescencia no observable

a) b)

intensidad relativa de fluorescencia

675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 4 5 6 7 8 9 10 11 12
longitud de onda (nm) pH

Figura 4.26. a) Emision fluorescente en funcién del pH de ca3 en una membrana de PVC

plastificado. b) Correspondiente curva de calibrado de pH normalizada en funcién del grado de

desprotonacion (1-a).
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4.3.2. Estudio de las propiedades de fluorescencia  de las cetocianinas

En el caso de las cetocianinas, se evaluaron los colorantes sintetizados en el presente
trabajo y quince colorantes mas de la misma familia (k6-k21), que fueron sintetizados

previamente [2, 28, 34] en el Grup de Sensors i Biosensors (GSB) (Figura 4.27 , Tabla 4.14)

Figura 4.27. Estructura general de los colorantes cetocianina previamente sintetizados y

caracterizados en absorbancia en el GSB.

Tabla 4.14. Estructura quimica y nombre identificativos de los colorantes cetocianina

previamente sintetizados en el GSB.

Colorante X Y R, R, Rs R4 Rs Re
k6 C(CHs), C(CHs), -H “OH H “OH H H
k7 S S -H -H -H -H -H -H
k8 C(CHg)z C(CHg)z '(CH:CH)Z' '(CH:CH)Z' -H -H
k9 C(CHs), C(CHs)), -OH -COOEt -OH -COOEt H H
k10 C(CHg)z C(CHg)z -H -OH '(CH:CH)Z' -H -H
k1l  C(CHs), C(CHs), -H -NHCOCH;  -(CH=CH),- H H
kl2  C(CHy), S H H H H H H
k13  C(CHs), S H H -(CH=CH),- H H
kl4  C(CHy), S ‘H -NHCOCH; -H H H H
k15  C(CHs), C(CHs), -H -NHCOCH, -H H H H
k16  C(CHs), C(CHs), -H H -(CH=CH),- H H
k17  C(CHs), C(CHs), -H -OH H H H H

k18 C(CHs)), S H H -H -OH -H H
k19  C(CHs), C(CHs), -H -OH -H -NH, -H -H
k20 C(CHs), C(CHs), -H -OH ‘H -NHCOCH, -H -H
k21  C(CHs), C(CHs), -H H -H H -H H

La caracterizacion previa de las cetocianinas k6-k21 [3,28] permiti6é observar que
presentaban altos coeficientes de absortividad molar en su forma acida y bésica, no
agregaban en membrana, eran completamente reversibles después de ciclos de pH entre 3
y 8.5, no exudaban, mostraban buena fotoestabilidad y su pK, estaba cercano a la
neutralidad. Como consecuencia de estos prometedores resultados también se estudiaron

sus propiedades fluorescentes. De todas ellas se determinaron los espectros de excitacion y
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de emision fluorescente y sus propiedades fotofisicas, y la influencia del pH sobre el
espectro de emision tanto en disolucién etandlica 10°M como en membranas de PVC
plastificado. Finalmente se evaluaron también los procesos de fotodescomposicion y

exudacion de las membranas preparadas.

4.3.2.1. Caracteristicas de emision de fluorescencia y propiedades

fotofisicas

La emision de fluorescencia de los colorantes cetocianina fue evaluada en disoluciones
etandlicas 1x10°M, tanto en su forma acida (pH=2) como en la basica (pH=7.5). Cuando las
disoluciones de los colorantes a pH=2 fueron irradiadas a la longitud de onda
correspondiente al maximo de absorcién, no se observl, en ningun caso, emisién de
fluorescencia, exceptuando el colorante k21, como previamente habia sido descrito en la
literatura. [35] Se realizaron los mismos experimentos en membranas de PVC plastificado,
en contacto con una disolucion tampdn a pH=2, y se observaron los mismos resultados, por
lo que se concluyé que la forma acida de los colorantes no era fluorescente. Sin embargo, al
llevar a cabo los mismos experimentos a un pH superior (pH=7.5), se observo emision de
fluorescencia tanto en etanol como en membrana. Los resultados obtenidos se resumen en
la Tabla 4.15 y en la Figura 4.28 se muestran espectros representativos de absorbancia y
de emisién de fluorescencia en ambos medios. Como se ha comentado con anterioridad, es
conocido que los colorantes cetocianina son extremadamente sensibles a la polaridad del
disolvente en el que se encuentran, presentando un solvato(fluoro)cromismo positivo.
[36,37] Asi, como era de esperar, los méximos de fluorescencia de los colorantes en
membrana estdn desplazados hacia el rojo respecto los obtenidos en etanol, que es un
medio més polar. También es sabido que los desplazamientos de Stokes son menores en
medios menos polares y cuando los colorantes se encuentran sobre soportes mas rigidos
(en este caso, las membranas de PVC plastificadas). [38] Esto ocurre para la mayoria de los
colorantes estudiados, exceptuando k4, k8, k14, k15, k16 y k20, los cuales presentan un
desplazamiento de Stokes mayor en membrana que en etanol. Ademas de la polaridad del
medio, la magnitud del desplazamiento de Stokes depende de mas factores, como son la
viscosidad y la polarizabilidad. Es por lo tanto dificil establecer una tendencia entre los
colorantes estudiados.

Aunque las intensidades relativas de fluorescencia son generalmente mayores en
etanol que en membrana, los colorantes disueltos en este Ultimo medio exhiben picos de

fluorescencia con suficiente relacion sefal/ruido, a excepcion de los colorantes k3, k6, k9,
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k1l y k19. La alta concentracion de colorante en las membranas (aproximadamente de
1x107*M) podria provocar un efecto de filtro interno o de auto-absorcién de luz por parte del
colorante, lo cual explicaria los valores de intensidad de fluorescencia menores observados
en este medio. Ademas, el etanol, un solvente donador de protones, favorece mas la
emision de fluorescencia que solventes no polares, ya que los enlaces tipo puente de
hidrogeno aumentan la energia de los estados nr*. A menudo este hecho se traduce
también en un aumento del rendimiento cuéntico, aunque en ocasiones tiene lugar el efecto

contrario. [39]

Tabla 4.15. Longitudes de onda de excitacion y de emision, desplazamientos de Stokes y
rendimientos cuanticos de las cetocianinas estudiadas en disolucién etandlica 1x10°M y en

membranas de PVC plastificado (excepto para el calculo de los rendimientos cuanticos).

Desplazamiento de  Rendimiento
Colorante  Aeyitacion, basica(NM) Aemision (NM) Stokes cuantico

-1
(Avsy) (cm™) (Prio)
etanol membrana etanol membrana etanol membrana etanol

k2 600 555 660 604 1515 1462 0.18
k3 611 567 667 602 1374 1025 0.05
k4 566 519 632 589 1845 2290 0.26
k5 583 557 651 587 1792 918 0.20
k6 597 600 653 615 1436 407 0.06
k7 601 564 659 594 1464 895 0.19
k8 593 548 654 602 1573 1637 0.21
k9 540 518 622 580 2441 2064 0.26
k10 595 565 655 595 1540 892 0.08
k11 588 600 654 615 1716 407 0.20
k12 585 542 647 591 1638 1530 0.26
k13 594 554 657 605 1614 1522 0.21
k14 592 542 653 609 1578 2030 0.17
k15 574 530 644 592 1894 1976 0.17
k16 579 542 643 604 1719 1894 0.15
k17 579 544 650 602 1887 1771 0.09
k18 594 547 663 602 1752 1670 0.08
k19 587 559 no pico  no pico - - -

k20 587 540 652 595 1698 1712 0.05
k21 526 496 604 530 2455 1293 0.16

Por lo que a las medidas de rendimiento cuantico se refiere, aunque la estructura del
antraceno es muy distinta a la de las cetocianinas, éste fue escogido como estandar para el
célculo del rendimiento cuantico por su solubilidad en etanol (el mismo disolvente que los

colorantes) y especialmente, porque su rendimiento cuantico se conoce con precision. Como
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puede observarse en la Tabla 4.15, los valores calculados de rendimiento cuantico de las
cetocianinas en etanol no son altos. En general, las cetocianinas no son moléculas
fluorescentes muy eficientes (normalmente sus rendimientos cuanticos no son superiores a
0.5), [40,41] pero la mayoria de los colorantes estudiados en el presente trabajo tienen
rendimientos cuanticos adecuados, con valores incluso comparables a los de algunas
sustancias empleadas como estandares. [42,43] Ademas, hay que tener en cuenta que los
rendimientos cuénticos calculados pueden estar por debajo de su valor real debido a que los
espectros de fluorescencia se ven truncados a causa de la drastica caida cerca de los 700

nm de la sensibilidad del detector utilizado para su evaluacion.
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Figura 4.28. Espectros de absorbancia (izquierda) y de fluorescencia (derecha) del colorante
k14. En lineas discontinuas, fluoroion6foro en membrana de PVC plastificado (de 1.24+0.19 um de
grosor), a una concentracioén aproximada 1x10°M, en contacto con una disolucién tampén a pH=7.9.

En lineas continuas, fluoroionéforo en una disolucién etandlica 5.03x10'M a pH=7.0.

4.3.2.2. Comportamiento acido-base en etanol y en membranas de PVC

plastificado

Los colorantes cetocianina k2-k21 fueron evaluados como indicadores fluorescentes
de pH en disolucién etandlica (1x10°M) y en membranas de PVC plastificado. Los datos
experimentales de las curvas de calibrado se obtuvieron irradiando a la longitud de onda del
maximo de absorcion correspondiente a cada colorante y una vez alcanzado el equilibrio. La
representacion de la intensidad de fluorescencia frente a pH concuerda con los resultados
obtenidos en medidas de absorbancia, mostrando en ambos casos respuestas ajustables a
los modelos tedricos de respuesta sigmoidal. En la Figura 4.29 se muestra un ejemplo de

calibrado de pH de una cetocianina en disolucién etandlica y la correspondiente curva de
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calibrado. En la Figura 4.30a puede verse un ejemplo de los espectros a lo largo de un
calibrado de pH en membrana; no puede observarse toda la banda de emisién fluorescente
debido a su proximidad a la banda de excitacion. Los puntos experimentales se ajustan a las
curvas sigmoidales tedricas excepto en los colorantes con valores de pK, muy basicos,
donde tuvo lugar descomposicion quimica. Los valores de pK, en etanol y en membrana
(Tabla 4.16) fueron calculados analogamente a los estudios en absorbancia e igualmente a
lo que sucedia en estos estudios, los valores de pKavem SON significativamente superiores, al
menos en tres unidades de pH, a los obtenidos en etanol. Esto posibilita futuras aplicaciones
que impliquen la determinacion de muestras con pHs cercanos de la neutralidad. Las curvas
tedricas y los puntos experimentales en membrana se muestran en la Figura 4.30b . Los
estudios se llevaron a cabo partiendo de un pH inicial basico, lo que implica una intensidad
de fluorescencia de emision maxima, hacia un pH mas acido. Mientras en disolucion
etandlica todos los colorantes cetocianina mostraron ciclos de pH completamente
reversibles, en membrana la mayoria presentaron una escasa reversibilidad, de alrededor
del 25%, con la excepcién de k15, k16, k17, k18 y k20, los cuales volvieron por completo al
valor de intensidad de fluorescencia inicial. Esta baja reversibilidad puede ser atribuida a la
fotodescomposicion de los colorantes o a su exudacion hacia la disolucién tampon.
a) b)

800

pH 7.66
pH 6.60
pH 5.00
- pH431
pH 3.93
pH 3.25
pH 2.80
pH 2.51
pH 2.24
pH 2.02
- pH1.79
pH 1.37
pH 1.04

700 A

600 -

500 1

400 1

300 A

200 1

100 A

intensidad relativa de fluorescencia
intensidad relativa de fluorescencia

O reversibilidad

: : : : ; : : 0+ — . . . T T T
575 600 625 650 675 700 725 750 775 80C 1 2 3 4 5 6 7 8

longitud de onda (nm) pH

Figura 4.29. a) Espectros de emisién de fluorescencia del colorante k4 en solucién etandlica
1x10™°M a lo largo de un calibrado de pH, Aex:=566 nm. b) Correspondiente curva de calibrado de pH.

Se indica la reversibilidad después del ciclo de pH.
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pH=8.05
pH=7.52
pH=7.27
pH=7.05
pH=6.72
pH=6.32 5
pH=5.56
pH=4.06

intensidad relativa de fluorescencia

600 650 700 750 800 850 900
longitud de onda (nm) pH
Figura 4.30. a) Espectros de emisién de fluorescencia del colorante k18 en membrana de PVC

plastificado en un calibrado de pH, A¢,.=547 nm b) Curvas de pH normalizadas, en términos de grado
de desprotonacioén frente pH de la disolucion tampon. Las lineas continuas son las curvas teodricas
ajustadas a los puntos experimentales. De izquierda a derecha, k15, k13, k5, k4, k7, k2, k21, k17,
k20, k14, k10, k18, k8, k12 y k16.

Tabla 4.16. Valores de pK, de las cetocianinas fluorescentes evaluadas en disolucién etandlica
1x10°M (EtOH) y en membrana de PVC plastificado (MEM).

Colorante k2 k3 k4 k5 kb6 k7 k8 k9 k10 ki1

PKaeton 38 40 24 25 35 35 21 15 35 28
PKamem 64 * 62 59 * 63 76 * 72 **

Colorante k12 k13 k14 k15 k16 k17 k18 k19 k20 k21

PKaeton 31 32 38 26 30 28 36 * 31 28
PKavewm 76 57 71 55 76 67 75 * 68 6.7

*no emision de fluorescencia
**baja intensidad de fluorescencia

4.3.2.3. Fotodescomposicién y exudacion

Como ya se ha sefialado con anterioridad en esta memoria, la estabilidad de los
componentes de la membrana es esencial. El factor clave que limita la estabilidad de las
membranas es el proceso de fotodescomposicion de los colorantes bajo exposicion continua
de luz. Asi, éstos pueden descomponer siguiendo procesos fotoquimicos, pero también
pueden sufrir degradacion provocada por procesos quimicos. En otros casos, el origen de la
pérdida de sefal puede ser debida a la exudacion del colorante a la disolucién. Este proceso
es debido a una limitada lipofilicidad del colorante que provoca una baja solubilidad en el

medio membrana. Todos estos fendmenos se evidencian con una pérdida de intensidad de
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fluorescencia y baja reversibilidad. Por lo tanto, fue necesario el disefio de experimentos que
fueran capaces de discernir entre estos tipos de descomposicion. Por una parte, se examind
el efecto de irradiar la forma basica de los colorantes a la longitud de onda del maximo de
absorbancia durante dos horas, tanto en disolucién etandlica como en membranas de PVC
plastificado en contacto con una disolucién tampon a pH=7.5. Durante la exposicion de las
membranas a la radiacion, se midi6, cada segundo, la intensidad de emisién de
fluorescencia a la longitud de onda del méximo de emisidbn mediante un espectrofluorimetro.
Los experimentos se llevaron a cabo sin desoxigenar la disolucién previamente. En etanol,
no se observo disminucion de intensidad de fluorescencia en ningan caso. Por el contrario,
los estudios en membrana revelaron pérdidas en la intensidad de fluorescencia de todas las
cetocianinas evaluadas (Figura 4.31). No obstante, solo para algunos colorantes se detecto
exudacion en los espectros de la disolucién tampdn en contacto con las membranas. Si
consideramos una posible aplicacion final de los optodos en sistemas microfluidicos, lo cual
implica un modo de trabajo en flujo continuo, es interesante evaluar ambos efectos
conjuntamente. Como parametro de medida de ambos efectos combinados, se calcularon
los tiempos de vida medios de cada colorante (t;,) en condiciones de flujo continuo. Estos
datos se extrajeron de las curvas de fotodescomposicion obtenidas al irradiar las
membranas utilizando la fuente del espectrofluorimetro mientras se mantenian en contacto
continuo con la disolucion (Tabla 4.17). Se observo, ademas, que la exudacion dependia del

grosor de las membranas, teniendo lugar menos exudacion en membranas mas delgadas.
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Figura 4.31. Curvas de fotodescomposicion representativas de algunos de los colorantes
cetocianina desprotonados en membranas de PVC plastificado, bajo exposicion de luz
correspondiente a su longitud de onda de excitacion.
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Los tiempos de vida medios calculados permitieron constatar que las cetocianinas son
candidatas adecuadas para el desarrollo de sensores en sistemas de flujo continuo, incluso

con ty, del orden de fluoroionéforos comerciales. [44]

Tabla 4.17. Tiempos de vida medios (t,,) de las cetocianinas en membrana, en medio basico.

Colorante k2 k3 k4 k5 k6 k7 k8 k9 k10 k11l

t;, (Min) | 31.38 53.94 * 57.04 129.28 66.16 37.88 31.78 61.04 67.24

Colorante | k12 k13 k14 k15 k16 k17 k18 k19 k20 k21

t;,(min) | 21.18 36.39 27.13 27.33 43.47 41.40 40.82 - 52.67 38.18

*t1» no calculable. Su porcentaje de descomposicion a las 2h de exposicion de luz fue de 68%

Teniendo en cuenta los resultados de los estudios realizados, se puede concluir que
las cetocianinas sintetizadas, con distintas basicidades, son adecuados fluoroionéforos de
pH en etanol y que, a la vez, pueden operar como fluoroionéforos selectivos a protén en
membranas de PVC plastificadas con TOPH. Considerando los rendimientos cuanticos
calculados, en general, las cetocianinas presentan emisiones de fluorescencia
suficientemente intensas. Ademas, exhiben una excelente respuesta a pH y tiempos de vida
medios adecuados para aplicaciones que conlleven exposiciones de luz cortas. Sin
embargo, solo la forma béasica de las cetocianinas presenta emisién de fluorescencia
(excepto en el caso de k21, que también lo hace su forma acida). Esto implica que la fuente
de excitacion debe emitir a las longitudes de onda de absorcion maxima de la forma bésica
de las cetocianinas que en membrana se encuentra entre 530 y 615 nm. Estos valores son
demasiado bajos para permitir el uso de los laseres de diodo centrados en 650, 750 o 780
nm, como seria deseable para su aplicacion en sistemas miniaturizados. Sin embargo, se

podrian utilizar LEDs.

4.4, DESARROLLO DE SISTEMAS MINIATURIZADOS DE FLUORESCENCIA

Una vez sintetizados los colorantes crococianina, cetocianina y (nor)cianina-anilina, y
tras su caracterizacion como indicadores acidocromicos en absorbancia y en fluorescencia,
tanto en solucién como en membranas de PVC plastificado, se seleccioné la cianina-anilina
ca3 para la formulacién de optodos selectivos a iones basados en medidas de fluorescencia
incorporando un ionoforo selectivo.

Los estudios de fluorescencia en membrana de los colorantes sintetizados habian

revelado que las crococianinas no eran fluorescentes y que las cetocianinas lo eran solo en
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su forma basica, no siendo adecuada la longitud de onda de excitacion con las fuentes de
luz miniaturizadas disponibles en el laboratorio. En cambio, las cianinas-anilinas ca3, ca4 y
ca8 habian mostrado un adecuado comportamiento en medidas de fluorescencia. De entre
éstas, se eligid la cianina-anilina ca3 por su comportamiento acido-base, su pKauvewm, la
posicion de su maximo de absorcion (cerca de 650 nm) y su amplio desplazamiento de
Stokes. Asi pues, se procedié al estudio, caracterizacion y aplicacion de la cianina-anilina
ca3 como fluoroionéforo combinado con un ionéforo de reconocimiento selectivo para la
formulacion de optodos selectivos a iones. Este colorante ya habia sido utilizado
previamente en la formulacion de optodos basados en medidas de absorcion presentando
muy buenos resultados (apartado § 4.2.2.2).

El objetivo ultimo era desarrollar un fluorosensor dptico miniaturizado que incorporase,
como parte quimicamente activa, un optodo fluorescente. Con este fin y como se describe
en el apartado 8 3.2, se construy0 una plataforma sensora formada por componentes
Opticos discretos miniaturizados que fuese compatible con los optodos disefiados.

Inicialmente, y para comprobar la validez de la plataforma fluorosensora, se aplico la
instrumentacion portétil desarrollada al andlisis de ion potasio en muestras de agua dopadas
incorporando la membrana M4. El sensor se caracteriz6 empleando un sistema de andlisis
por inyeccion en flujo (FIA) simple y se determinaron algunos pardmetros analiticos de
calidad como sensibilidad, limite de deteccion, repetitividad, reproducibilidad, tiempo de vida
e interferencias ionicas.

Los buenos resultados obtenidos permitieron plantear la posibilidad de generalizar la
aplicacion de la plataforma fluorosensora para realizar medidas de diferentes iones de
especial relevancia medioambiental. Asi, se procedié a activar también la plataforma con
optodos selectivos de ion plomo (membrana Mpbl). Tras la evaluacion de su respuesta
integrada en un sistema de flujo continuo (FIA), se aplicé a la determinacién de ion plomo en
extractos de suelos contaminados.

Asimismo, se desarroll6é una plataforma de fluorescencia tipo sonda (como se describe
en el apartado 8 3.2) que incrementa su portabilidad, simplifica el intercambio de la
membrana selectiva y facilita su utilizacion en medidas discretas in situ. La sonda construida
se activo quimicamente con la membrana Mpb1l y se aplicé a la determinacion de ion plomo
(I en extractos de suelos contaminados. Los resultados obtenidos se compararon con

aquellos obtenidos por un método de referencia.
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4.4.1. Desarrollo de una plataforma sensora de fluo rescencia para

realizar determinaciones en condiciones de flujo co ntinuo

Debido a la necesidad de posibilitar una alta frecuencia de muestreo en andlisis
rutinarios para determinadas aplicaciones medioambientales, se disefid0 y construyé una
plataforma de fluorescencia (Figura 4.32a) basada en componentes Opticos miniaturizados
gue pudiera acoplarse como detector en un sistema FIA automatizable. Para ello, se emplea
una celda de flujo especialmente disefiada (apartado 8 3.2) (Figura 4.32b ), donde se integra
la membrana selectiva. El dispositivo experimental es analogo al utilizado para las medidas
de absorbancia de los optodos. Este consta de un sistema FIA bacanal. El canal portador,
donde se inyecta la muestra, se mezcla con un canal auxiliar (acondicionador), que permite
tamponar el pH de la muestra antes de que ésta llegue al detector. La banda de emision
fluorescente del colorante cianina-anilina empleado como fluoroionéforo en los dos optodos
previamente optimizados para realizar medidas de absorbancia (Mk4 y Mpb1) corresponde a
su forma acida. En ausencia de analito, el fluoréforo estd completamente protonado y la
sefal de fluorescencia sera maxima. La disolucion portadora, tamponada tras mezclarse con
la disolucion acondicionadora, generara en ausencia de analito un maximo de sefial que
permitira definir la linea de base. Cuando se inyecten las disoluciones de analito y éstas
entren en contacto con la membrana ubicada en el detector, el ionéforo interaccionara con el
analito y el fluoroion6foro se desprotonard, siguiendo un mecanismo de intercambio
cationico. En ese momento, se registrara una disminucion de la sefial emitida, generandose
una sefal transitoria.

a) b)

fotodiodo
PIN
al amplificador

lock-in \

de la fuente § 2 fibra 6ptica acoplada
del2Vv | F

Figura 4.32. Plataforma fluorosensora miniaturizada, donde se indican sus componentes

principales y b) celda de flujo para realizar los analisis en flujo.
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En este apartado, se presenta la caracterizacidon de la respuesta analitica de la
plataforma fluorosensora aplicada, por una parte, a la determinacién de ion potasio, y por
otra, a la determinacién de ion plomo (Il). Por dltimo, se muestran los resultados obtenidos
en sistemas FIA optimizados para la determinacién de ion potasio de muestras de agua de

red dopadas y para la determinacién de ion plomo (ll) de extractos de suelos contaminados.

4.4.1.1. Caracterizacion de la plataforma sensora en la determinacion de

ion potasio utilizando el optodo M4

Optimizacion del sistema FIA

Se tuvieron en cuenta dos procesos que afectan a la sefial analitica. Por una parte, la
dispersién de la muestra en la disolucion portadora camino del detector y, por otra parte, la
difusién del analito a través de la interfase membrana/disolucidn, proceso que incrementa el
tiempo de respuesta del detector. Ambos procesos pueden ser modulados por los
parametros hidrodinamicos del sistema de flujo, y deben ser cuidadosamente ajustados y
optimizados. Su seleccion estd regida por un compromiso entre el tiempo de analisis
(frecuencia de muestreo) y la sensibilidad. Para evaluar el efecto de los parametros
hidrodinamicos se inyecté por triplicado en el sistema de flujo un patrén 10? M KClI,
empleando una disolucion de acetato de magnesio 0.05 M (tamponada a pH=5.0) como
disolucion acondicionadora. Se evaluo la influencia del caudal y el volumen de inyeccién en
la respuesta del sistema de deteccion. Para ello se ensayaron distintos caudales (4, 6, 8 y
10 ml-min™) y diferentes volimenes de inyeccion (100, 500, 1000, 1500 y 3000 pl) (Figura
4.33). En la Figura 4.33b se muestran los resultados obtenidos variando el volumen de
inyeccion y manteniendo un caudal fijo de 8 ml-min™. Se puede observar que aumentando el
volumen de inyeccion, aumenta la altura de pico. No obstante, volimenes de muestra
superiores a 3000 pl originan ya valores de sefial constantes, lo que implica que se ha
alcanzado el estado estacionario. Aunque volimenes de muestra pequefios originan sefiales
menos intensas, permiten una mayor frecuencia de muestreo. En consecuencia, se escogi6
un volumen intermedio de 1500 pl, que da un 95% de la sefial maxima y una frecuencia de
muestreo razonable (de aproximadamente 1 muestra/min).

Por otra parte, en la Figura 4.33a puede verse que fijando un volumen de inyeccién de
1500 pl, valores de caudal elevados implican menores tiempos de contacto del analito con la
membrana. Esta reduccién del tiempo de contacto repercute en una menor difusién hacia el
interior de la membrana y, por lo tanto, se obtienen sefiales menos intensas. Esto demuestra

que la etapa limitante es el proceso de difusion del analito hacia el interior de la membrana.

153



Capitulo 4: Resultados y Discusion

Tedricamente, a altos caudales se reduce el grosor de la capa de difusion adyacente a la
membrana, minimizando asi el tiempo de difusion del analito a través de ella. Sin embargo,
los resultados experimentales muestran que la reduccion del tiempo de contacto entre la
membrana y el bolo de muestra a altos caudales contrarresta este efecto. El analito
encuentra menos impedimentos para aproximarse a la membrana, pero tiene menos tiempo
para difundir hacia ésta. De nuevo se escogié un caudal de 8 ml-min™, como compromiso
entre la frecuencia de muestreo, la sensibilidad y el consumo de reactivos.
a) b)
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Figura 4.33. Optimizacién de los parametros hidrodinamicos del sistema FIA inyectando una
disolucién patrén 10% M KCI en un tampén acético/acetato 0.05 M a pH 5.0. a) Variacién del volumen
de inyeccién a un caudal de 8 ml-min™y b) variacién del caudal, empleando un volumen de inyeccién
de 1500 pl.

Sensibilidad y limite de deteccién

La concentracion y el pH de la disolucion acondicionadora influyen en algunos
pardmetros analiticos de los optodos como el limite de deteccién (L.D.), la sensibilidad y el
intervalo lineal de trabajo. Para un optodo (par ionéforo/fluoroionéforo) concreto cuya
composicion ya viene prefijada, la modificaciéon del pH de la disolucion tampon puede
emplearse para modular la capacidad de extraccion del analito por el ionéforo y asi poder
modular algunos pardmetros analiticos como el intervalo de trabajo. De este modo se puede
adecuar la respuesta del optodo a las caracteristicas de las muestras analizadas.

Asimismo, el pH de trabajo tiene que escogerse teniendo en cuenta el pKyew del
fluoroionoforo, ya que cuando la membrana intercambia proton por analito, es deseable que
el fluoroionoforo esté totalmente protonado para mejorar la sensibilidad al aprovechar al
méximo la capacidad de intercambio. Por este motivo, inicialmente se eligié una disolucion

acondicionadora de acético/acetato de magnesio que suministra una adecuada capacidad
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tampén entre pH=3 y 6. Para optimizar el pH final de dicha disolucion, se evalud la
respuesta del optodo en un sistema de flujo continuo a tres pH diferentes (pH=3.0, 4.0 y
5.0). En estas condiciones &cidas, el fluoroion6foro estd completamente protonado y se
obtiene la maxima emisiéon de fluorescencia. En los tres casos, la sefial de linea base es
idéntica. De este modo, es posible trabajar con el rango méaximo de variacion de sefial. La
concentracion del tampén se fijo en 0.05 M, ya que es la concentracion mas pequefa que
asegura el ajuste del pH de la muestra antes de la deteccién. Como se observa en la Figura
4.34, cuando el pH del medio aumenta, aproximandose al pKuvuem del fluoroionéforo
(PKamem=10.3), se alcanza un L.D. inferior. Esto es debido a que los protones son liberados
con mayor facilidad, lo cual permite detectar concentraciones de potasio inferiores. Cabe
remarcar que el intervalo de trabajo, que abarca dos décadas de concentracion a los valores
de pH evaluados, se desplaza a concentraciones de potasio inferiores cuando el pH
aumenta, mientras que la sensibilidad, determinada como la pendiente de la curva de
calibracion, apenas se ve afectada (-0.66 mV-dec™). El pH de trabajo se fij6 finalmente en
5.0 porque a este pH es posible alcanzar el limite de deteccion méas bajo (pH=3,
L.D.=1.3x10% M; pH=4, L.D.=2.4x10* M y pH=5, L.D.=1.6x10"> M). El limite de deteccién se
determind gréficamente a partir de la interseccioén del segmento extrapolado de la zona de
respuesta lineal de la curva de calibrado con el segmento extrapolado de la sefial sin analito

(sefial de linea base) (Figura 4.35b).
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Figura 4.34. Curvas de calibrado de ion potasio a distintos valores de pH de la disolucién
tampon realizados con el fluorosensor miniaturizado integrado en un sistema de flujo continuo. Las
muestras fueron preparadas en un tampon de acetato de magnesio 0.05 M ajustado al pH

seleccionado.

A continuacion, se realizaron calibrados de ion potasio en el sistema FIA optimizado.
En las Figura 4.35a y b, se muestra, a titulo de ejemplo, el registro de las sefales obtenidas

al inyectar patrones de diferente concentracion de ion potasio, asi como la correspondiente
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curva de calibrado. La forma de esta curva de calibrado estd invertida respecto a las
mostradas anteriorment, ya que en este caso, se representa la altura del pico FIA frente al
logaritmo de la concentracion. El sistema FIA optimizado suministra una sensibilidad de 0.71
mV-dec’ y un L.D. de 2.2x10° M.

b)
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0.8 ooO+——o— —— — /S~ —
o6 RO /i ib 220a0°m
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 8 7 6 5 4 3 2 1
tiempo (min) log [K']

Figura 4.35. a) Fiagrama de la inyeccion de disoluciones patron de KCI realizados en el
sistema FIA optimizado. Concentraciones (M) (A) 1x10”, (B) 1x10®, (C) 1x10°, (D) 5x10°, (E) 1x10™,
(3] 5x10, (G) 1x107, (H) 5x107°, () 1x107? y () 5x1072. b) Curva de calibracion de potasio
correspondiente; se representan las alturas de pico y se muestran el limite de deteccién (L.D.) y la

pendiente del intervalo lineal.

Repetitividad, reproducibilidad y tiempo de vida

La repetitividad de las medidas se evalud inyectando sucesivamente en el sistema de
flujo una disolucién patron de potasio 5x10“*M (Figura 4.36). Se calculé la desviacion
estandar relativa a partir de las alturas de pico registradas, obteniéndose una RSD (n=16) de
4.2%. En periodos cortos de tiempo la sefial es perfectamente reversible. Para el estudio de
la reproducibilidad, se siguié la evolucién de la sensibilidad a lo largo de calibrados
secuenciales empleando la misma membrana, y se observé que ésta disminuia con cada
calibrado. Este hecho es consecuencia de una pequefa pero continua deriva de la linea
base en la direccién de disminuir el valor absoluto de la sefial. Cabe recordar que la sefal
de linea base corresponde al maximo de emision posible cuando el optodo esta
completamente protonado. Probablemente este hecho es debido a la fotodescomposicion
del fluoroion6foro bajo una continua exposicidn a la intensa radiacién del laser. Como
medida del tiempo de vida, se calcul6 un 55% de descomposicion del colorante tras 5

calibrados sucesivos.
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Figura 4.36. Registro de inyecciones sucesivas de 1500 pl de una disolucién patrén 5x10™*M

KCl en el sistema FIA optimizado para evaluar la repetitividad.

Interferencias ionicas

Para validar el empleo de la plataforma sensora miniaturizada en muestras naturales,
se evaluo la selectividad del optodo a potasio frente a los cationes mas habituales en agua
potable de red (calcio, sodio y amonio) mediante el método de las interferencias fijas (FIM,
Fixed Interference Method). Aunque este método se emplea habitualmente para evaluar las
interferencias cuando la carga de los iones y la estequiometria de los complejos es la
misma, [45] se aplicd en el presente trabajo con el objetivo de obtener coeficientes de
selectividad orientativos y comparables entre ellos. El efecto del ion cobre (II) también fue
evaluado, ya que en trabajos previos [3] se observd que este ion podia reaccionar con
algunos tipos de colorantes cianina, envenenando irreversiblemente la membrana. Sin
embargo, este efecto no fue observado con la cianina-anilina empleada. El cobre no interfirid
en la respuesta a potasio del sensor a concentraciones de este ion inferiores a 10°M.

Cada calibrado se llevo a cabo analizando disoluciones a una concentracion constante
del posible ion interferente y variando la concentracién de potasio. Las concentraciones de
ion calcio y sodio seleccionadas fueron de 10"*M mientras que la de ion amonio fue de 10°M
debido a que se esperaba que interfiriera mas que los otros iones. [46] Los coeficientes de
selectividad se determinaron obteniendo graficamente la concentracion de potasio en la
interseccion de los dos segmentos lineales extrapolados de la curva de calibrado, y
considerando la concentracion del ion interferente de fondo, en analogia con los electrodos
selectivos a iones, empleando la ecuacién (25) del capitulo 3.

Los coeficientes de selectividad obtenidos (log K = -2.88; -3.70; -2.06; -3.06 para ca®":

Na"; NH* y Cu®", respectivamente) prueban la idoneidad del optodo formulado para el
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andlisis de ion potasio en agua de red, considerando las concentraciones usuales de estos

iones potencialmente interferentes en este tipo de muestras.

Aplicacion de la plataforma de fluorescencia en la determinacion de ion potasio
en muestras de agua potable de red de distribucién

El sensor se aplico al andlisis del contenido de ion potasio en muestras de agua
potable. Con el objetivo de validar su funcionamiento, los resultados suministrados por el
sensor se compararon con los obtenidos por espectrometria de emision 6ptica con plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES, Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectroscopy). Las muestras analizadas consisten en agua de red de distribucion del area
de Barcelona. Algunas de las muestras fueron dopadas con ion potasio para incrementar el
intervalo de concentracibn mesurable, y analizadas aleatoriamente. Los resultados
obtenidos se resumen en la Tabla 4.18. Los intervalos de confianza de las medidas
efectuadas se calcularon a partir del error de interpolacion en la zona lineal de la curva de
calibrado, mientras que los intervalos de confianza de las medidas con ICP-OES se
obtuvieron de las medidas de tres replicados. No se encontraron diferencias significativas
(Jtan|=[2.36[>|texp|=]-0.97[) entre los resultados obtenidos por ambos métodos al aplicar la

prueba t para medias de dos muestras emparejadas, con un 95% de confianza.

Tabla 4.18. Contenido de ion potasio en agua de red y en agua de red dopada con KCI
analizado con el fluorosensor miniaturizado en el sistema FIA optimizado y por el método de
referencia (ICP-OES).

Concentracion de K* (x 10®° M)

Muestra

optodo ICP-OES
1 8.0+0.1 10.8+0.2
2 8.4+0.2 11.0+04
3 81+0.1 11505
4 13.9+0.3 12.3+0.7
5 16.6 £ 0.3 151+0.1
6 25.6£0.7 30.2+0.4
7 28.2+0.8 30.2+0.3
8 114+ 3 1107
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el sistema de medida desarrollado puede
considerarse como una plataforma simple y de uso general para la determinacion de iones
mediante medidas de fluorescencia. Asi, otros analitos podrian ser determinados solo
cambiando el ionéforo en la membrana sensora. Consecuentemente, el fluorosensor
desarrollado podria constituir una alternativa a la instrumentacion convencional para

aplicaciones medioambientales en campo.

4.4.1.2. Caracterizacion de la respuesta de la plataforma sensora en la
determinacion de ion plomo (ll) utilizando el optodo Mpb1

Optimizacion del sistema FIA

Para demostrar la versatilidad de la plataforma sensora, se activd con un optodo
selectivo de ion plomo (II). Se empled la misma plataforma de fluorescencia utilizada para
realizar las medidas de ion potasio (apartado § 4.4.1.1, Figura 4.32) pero se madificaron
algunos parametros del sistema FIA y se utilizé la membrana Mpb1 selectiva a plomo. Esta
incluye la cianina-anilina sintetizada ca3 como fluoroionoforo y el ion6foro comercial de
plomo (1) ETH5435 (Fluka).

Analogamente a lo realizado con las medidas de potasio, se optimizaron los
parametros hidrodinamicos del sistema FIA para obtener una buena sensibilidad en el
menor tiempo de andlisis posible. Asi, se inyectd por triplicado en el sistema una disolucion
patron 5x10° M de Pb(NOs), empleando acetato de magnesio 0.05 M (pH=6.0) como
disolucion acondicionadora. Se evaluo la influencia del caudal y el volumen de inyeccién en
la respuesta del sistema de deteccion. Para ello se ensayaron distintos caudales (4, 6, 8 y
10 ml-min™) y diferentes volimenes de inyeccion (500, 1000, 1500, 3000 y 5000 ul) (Figura
4.37). En la Figura 4.37a se muestran los resultados obtenidos a un caudal fijo de 8 ml-min’
!y variando el volumen de inyeccién. Se puede observar que, hasta 1500 pl, el incremento
del volumen de inyeccidn provoca un incremento de la altura de pico. A partir de este valor,
la sefial alcanza el estado estacionario disminuyendo ligeramente. Finalmente, se escogi6
como Optimo un volumen intermedio de 1000 pl, teniendo en cuenta que se obtenia un 90%
de la sefial maxima en un tiempo de analisis razonable (aprox. 50 muestras/h).

Por otra parte, en la Figura 4.37b puede verse que en este caso, con un volumen de
muestra fijo, de 1000 ul, a caudales mayores se obtienen sefiales mas intensas. Aun
tratandose de la misma configuracién de celda que en los calibrados a ion potasio, esta
tendencia es contraria a lo que sucedia con éste Ultimo. Esto es debido a que el coeficiente

de difusién y la movilidad idnica del ion plomo (Il) son menores que los del ion potasio. Asi, a
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caudales bajos, el grosor de la capa adyacente a la membrana es muy grande, lo que
significa que el plomo difundird mas lentamente, originando menos sefial. Al aumentar el
caudal, la capa se reduce y difunde mas ion plomo a la membrana, lo que conlleva mayor
sefal.

De nuevo se escogi6 un caudal de 8 ml-min™, como compromiso entre la frecuencia de
muestreo, la sensibilidad y el consumo de reactivos.
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Figura 4.37. Optimizacion de los parametros hidrodinamicos del sistema FIA inyectando una
disolucién patrén 5x10° M Pb(NOs), en un tampén 0.05 M acético/acetato a pH 6.0. a) Variacion del
volumen de inyeccion a un caudal de 8 ml-min™ y b) variacion del caudal, empleando un volumen de

inyeccion de 1000 pl.

Sensibilidad y limite de deteccion

Se procedié a la determinacién del efecto del pH de la disolucién acondicionadora
sobre algunos parametros analiticos como el limite de deteccién (L.D.), la sensibilidad y el
intervalo lineal de trabajo. Considerando el pKavem del fluoroionoforo, primeramente se
escogié una disolucién de acético/acetato de magnesio con una adecuada capacidad
tamponadora entre pH=4 y 6. Para optimizar el pH de la disolucién acondicionadora, se
probaron previamente tres disoluciones tampon (a pH=4.0, 5.0 y 6.0) en un sistema de flujo
continuo. En estas condiciones &cidas, el colorante de la membrana esta completamente
protonado y se obtiene la maxima emisién de fluorescencia posible. En consecuencia, la
interaccion de la membrana con el analito puede llegar a provocar una variacion maxima de
sefal que se corresponderia con la desprotonacién total del colorante. La concentracion del
tampdn se fij6 de nuevo en 0.05 M, ya que es la menor concentracibn que asegura un
adecuado ajuste del pH de la muestra antes de la deteccion. Como se observa en la Figura
4.38, a pH=4 casi no existe respuesta. El incremento del pH del tampdn facilita la liberacion

de los protones del colorante en la membrana (més fécil cuanto més cerca estemos del

160



Capitulo 4: Resultados y Discusion

pKaven=10.3), con un consiguiente aumento de la sensibilidad. Esto permite detectar
concentraciones de plomo cada vez menores hasta llegar al L.D. El intervalo de trabajo, que
abarca dos décadas de concentracion a los valores de pH evaluados, se desplaza a
concentraciones de plomo inferiores cuando el pH aumenta, y la sensibilidad, determinada
como la pendiente de la curva de calibracién, aumenta (pH=4, negligible; pH=5, -0.10
mV-dec™ y pH=6, -0.17 mV-dec™). Fijando un pH de trabajo de 6,0 se obtiene el menor limite
de deteccion (pH=4, L.D.=no detectable; pH=5, L.D.=1.1x10* M y pH=6, L.D.=6.2x10° M) y
la mayor variacion total de sefal. El limite de deteccion se determiné graficamente,

siguiendo el mismo procedimiento utilizado en el sistema de potasio (Figura 4.39b ).
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Figura 4.38. Curvas de calibracién de la membrana Mpb1l frente a ion plomo (ll) a distintos pH
de la disolucién tampén realizados en la plataforma de fluorescencia miniaturizada en condiciones de
flujo continuo. Las disoluciones patrén fueron preparadas en un tampén de acetato de magnesio 0.05

M ajustado al pH seleccionado.

A continuacion, se realizaron calibrados frente a ion plomo (ll) en el sistema FIA
optimizado. En las Figura 4.39a y Figura 4.39b respectivamente, se muestran ejemplos
representativos de registros obtenidos con el sistema de flujo continuo, asi como la
correspondiente curva de calibrado. La sensibilidad (0.16 mV-dec?) y el L.D. (8.5x10° M)
son calculados en condiciones no estacionarias, por lo que se espera una cierta variacion de
éstos respecto a los valores previamente obtenidos en el sistema de flujo continuo. En este

caso, la sensibilidad apenas ha variado y el L.D. ha disminuido.
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Figura 4.39. a) Fiagrama de la inyeccion de distintas disoluciones patron de plomo en el
sistema FIA optimizado. Concentraciones de Pb(NO), (M): (A) 1x107, (B) 1x10°, (C) 1x10®, (D)
1x10™, (E) 5x10™, (F) 1x10°, (G) 5x10°, (H) 1x10-* (1) 5107y (J) 1x10™. b) Curva de calibracién de
plomo correspondiente; se representan las alturas de pico y se muestran el limite de deteccion (L.D.)

y la pendiente del intervalo de respuesta lineal.

Repetitividad y reproducibilidad

La repetitividad de las medidas se evalud inyectando sucesivamente una disolucion
patrén de plomo (I1) 1x10™M en el sistema previamente optimizado (Figura 4.40). Se calculd
la desviacion estandar relativa a partir de las alturas de pico registradas, obteniéndose una
RSD (n=15) de 5.4%. La sefial es reversible en un corto periodo de tiempo. Para el estudio
de la reproducibilidad, se sigui6 la evolucion de la sensibilidad a lo largo de cinco calibrados
secuenciales empleando la misma membrana, y se observé que disminuia con cada
calibrado (Figura 4.41). La reproducibilidad es baja, seguramente debida a la

fotodescomposicion del fluoroionéforo, bajo la prolongada exposicion a la radiacion laser.
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Figura 4.40. Registro de la respuesta de la membrana frente a inyecciones sucesivas de 1000

gl de una disolucién patron 1x10* M Pb(NOs), en el sistema FIA optimizado para evaluar la

repetitividad.
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Figura 4.41. Curvas de calibrado de ion plomo (Il) en el sistema FIA optimizado de cinco

calibrados de plomo consecutivos empleando el mismo optodo.

Interferencias ionicas

Para validar el empleo de la plataforma sensora miniaturizada en muestras naturales,
se evalud la selectividad de la membrana de ion plomo frente a cationes potencialmente
interferentes del ionéforo empleado. Los cationes evaluados son los que se encuentran de
forma habitual en agua potable de red de distribucion (ion amonio, calcio, sodio y potasio) y
otros iones de metales pesados (aluminio, cadmio y zinc) que pueden ser encontrados en
aguas contaminadas con plomo. Para determinar la selectividad de la membrana se utilizé el
método de las interferencias fijas (FIM, Fixed Interference Method). Aunque se demostré
gue el ion cobre (1) no interaccionaba con el fluoroinéforo empleado, ca3, su efecto sobre la
respuesta también fue evaluado. Se observé que, empleando el optodo Mpbl, la sefal

obtenida no era reversible, y que existe algun tipo de interaccion del ion cobre con el
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ionoforo de plomo ETH5435, que provoca el envenenamiento de la membrana. La aplicacion
de la membrana en la determinacion de plomo en agua de red presenta como inconveniente
la presencia de cobre a niveles de concentracion entre 10 y 100 veces superior al ion
principal. Para evitar este problema se estudié el empleo de &cido picolinico en la disolucion
acondicionadora como agente enmascarante. Se midieron muestras de agua de red (que
contenian Cu®") utilizando una disolucion acondicionadora de acetato de magnesio (ll)
0.05M y 1x10>M de A&cido picolinico a pH=6. En estos experimentos se observé la
desaparicién del pico correspondiente a la respuesta de la membrana a Cu®', lo que permiti6
verificar la efectividad del acido picolinico como enmascarante de dicho metal.

Durante los estudios dirigidos a determinar el potencial efecto interferente de diferentes
iones, los calibrados se llevaron a cabo incrementando la concentracion de plomo de
disoluciones que incorporaban una concentracion constante del ion interferente. En todos
los casos, la concentracién de estos iones se fij6 en 10°M, excepto para el caso del ion
cadmio (I1) donde la concentracién fue de 10“*M. [3] Los coeficientes de selectividad se
determinaron graficamente a partir de la concentracion de plomo obtenida en la interseccion
de los dos segmentos lineales extrapolados de la curva de calibrado, y considerando la
concentracion del ion interferente de fondo. El procedimiento es analogo al seguido con los
electrodos selectivos a iones, tal y como se explica en el capitulo 3 (ecuacion (25).

Los coeficientes de selectividad obtenidos (log Kpor = -2.60; -2.14; -2.34; -2.01; -3.21;
0.45 y -2.41 para Na"; K*; NH,", Ca*, AP, Cd** y zZn*, respectivamente) prueban la
idoneidad del optodo formulado para el andlisis de ion plomo (ll) en agua y en extractos de
suelos contaminados, considerando las concentraciones usuales de estos iones
potencialmente interferentes en este tipo de muestras. [47] Aunque el ion Cd** presenta una
importante interferencia que podria llevarnos a decir que el ionoforo de Pb es igual de
selectivo para plomo que para cadmio, la concentracion de este Ultimo ion en los extractos
de suelos contaminados a los que se pretende aplicar el sistema de medida es despreciable.

Asimismo, este tipo de muestras no contienen Cu?".

Aplicacion de la plataforma de fluorescencia en la determinacion de ion plomo
(I1) en extractos de suelos contaminados

El sensor se aplicé al andlisis del contenido de plomo en extractos acéticos de suelos
contaminados procedentes de una empresa minera de México. Con el objetivo de validar su
funcionamiento, los resultados obtenidos se compararon con los suministrados por un
método estandar de referencia. En este caso se utilizd la espectrometria de emision Optica

con plasma acoplado inductivamente, (ICP-OES, Inductively Coupled Plasma Optical
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Emission Spectroscopy). Los extractos acéticos fueron inyectados en el sistema FIA
optimizado por triplicado dejando circular la disolucién acondicionadora entre muestras para
asegurar la recuperacion total de la linea base. Los resultados obtenidos se resumen en la
Tabla 4.19. Los intervalos de confianza de las medidas efectuadas con el sistema propuesto
se calcularon a partir del error de interpolacion de cada muestra en el intervalo de respuesta
lineal de la curva de calibrado, mientras que los intervalos de confianza de las medidas con
ICP-OES se obtuvieron de las medidas de tres replicados. No se encontraron diferencias
significativas (|twn|=|2.17|>|texp|=|-2.10]) entre los resultados obtenidos por ambos métodos al

aplicar la prueba t para medias de dos muestras emparejadas, con un 95% de confianza.

Tabla 4.19. Contenido de plomo en extractos acéticos de suelos contaminados analizado con la
plataforma de fluorescencia miniaturizada en el sistema FIA optimizado y por el método de referencia
(ICP-OES).

Concentracién de Pb** (x 10° M)

Muestra

optodo ICP-OES
1 0.8+0.1 2.32+0.02
r 0.8+0.1 2.27 +0.03
2 1.95+0.01 3.0+0.1
2 1.95+0.01 29+0.1
3 8.61+0.01 18+1
4 1.66 + 0.03 1.06 £ 0.02
4 1.24 £ 0.03 1.11 +0.02
5 1.4+0.03 1.54 +0.03
5 1.3+0.03 1.50+0.03
6 1.3+0.02 20+0.2
6’ 1.2+0.02 19+0.1

‘ son replicados

4.4.2. Desarrollo de una sonda de fluorescencia par

ion plomo (I) en discontinuo

a la determinacion de

La determinacion de plomo es de especial importancia, debido a su toxicidad, [48] que
se ve magnificada por los procesos de bioacumulacién que éste sufre. El amplio uso de este
metal en aplicaciones industriales hace que las actividades antropogénicas sean la principal
fuente de poluciéon medioambiental de plomo. La preocupacién generada por sus severos

efectos negativos en la salud ha promovido el desarrollo de métodos analiticos para
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determinarlo. [49-52] A menudo se trata de técnicas analiticas basadas en espectrometria
atomica, tanto de absorciébn como de emision. Sin embargo, estas técnicas necesitan de
instrumentacion compleja, de personal especializado y de ambientes controlados de
laboratorios analiticos centralizados.

Actualmente, y como alternativa, existe una demanda creciente de instrumentacion
portatil y de bajo coste para llevar a cabo medidas preliminares in situ, con la finalidad de
establecer niveles de concentracion de plomo en suelos y aguas, y ser capaces asi de
identificar rdpidamente episodios de contaminacion.

Con el objetivo de construir un sensor de fluorescencia de aplicacién in situ a medidas
medioambientales, que fuera méas portatil y manejable, se disefié y construyé una sonda de
fluorescencia para realizar medidas en discontinuo. La sonda esta constituida por una fibra
Optica polimérica (POF, Polymer Optical Fiber) para guiar la luz de excitacion procedente de
la fuente al area sensora (donde se deposita el optodo) y otra POF para recoger la luz
fluorescente emitida por la membrana y dirigirla hacia el detector. El empleo de POFs
asegura la ausencia de ruido modal en el &rea de deteccién. La disposicion de las POFs en
la sonda se optimiz6 en el Grupo de Tecnologias Foténicas I3A de la Universidad de
Zaragoza, mediante el desarrollo de un programa de simulacion basado en la discretizacién
homogénea de la superficie de la membrana. Con este programa, se simularon distintas
configuraciones (distancia de las fibras a la membrana y angulo entre ellas), asi como la
influencia de las caracteristicas de las fibras (apertura numérica (NA) y patron de radiacion)
en el funcionamiento del dispositivo.

El sistema instrumental dptico consiste en un laser de diodo que emite a 650 nm como
fuente de excitacion, la sonda sensora optoquimica basada en POFs y el mismo sistema de
detecciébn empleado en la plataforma fluorosensora miniaturizada, que como ya se ha
comentado, incluye un filtro éptico, un fotodetector (fotodiodo PIN de silicio) y un
amplificador lock-in (Figura 4.42). La sonda fluorescente se activd quimicamente con el
optodo previamente optimizado selectivo a plomo Mpbl y se caracterizd su respuesta.
Finalmente, se aplico a la medida del contenido de plomo en extractos acéticos de muestras

de suelos contaminados.
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Figura 4.42. Esquema completo del sistema desarrollado (izquierda) y fotografia de la sonda de

fluorescencia antes de la deposicion de la membrana (derecha).

4.4.2.1. Respuesta analitica

El optodo empleado en la sonda es el mismo que en la plataforma fluorosensora, por lo
gue el mecanismo de respuesta es idéntico. Se mide la disminucién de la intensidad de
fluorescencia por desprotonacion del fluoroionoforo al intercambiar sus protones cuando el
ionoforo interacciona con el plomo de la muestra.

Para llevar a cabo la evaluacién de los parametros analiticos de calidad de la sonda
activada con el optodo Mpbl, ésta fue sometida a diversos calibrados, en los cuales la
sonda era sumergida en una solucion tampon de acetato de magnesio 0.05M a pH=6. A
dicha disolucion se adicionaron distintos volimenes de disoluciones patrén de Pb(NO3), a
distintas concentraciones. Se empled la técnica de la adicion estandar para eliminar los
efectos de matriz de las muestras. Analogamente a los estudios previamente descritos, a
partir de las curvas de calibrado obtenidas, se determind el L.D.= 7x10-6 M Pb*": la
sensibilidad, de -35.10 mV-década de concentracién™; la reproducibilidad, con una RSD
(n=5) de 5.1%; y el intervalo de respuesta lineal, de 7x10°-1x10? M Pb?". El tiempo de
respuesta de la sonda (Figura 4.43), calculado como el tiempo necesario para alcanzar el
estado estacionario, es del orden de un minuto (trgs=1.0+0.5 min).

Ademaés, se comprob6 que la respuesta analitica es completamente reversible, como
se muestra en la Figura 4.44, en la que se aprecia la recuperacion total de la sefial al
sumergir la sonda en una disolucién tampon de acetato de magnesio 0.05M a pH=6, como
punto inicial. De entre los tampones ensayados, fue escogido el acetato de magnesio al no
presentar ninguna interferencia en la medida de ion plomo (Il); fue ajustado a pH=6 (dentro
del intervalo pK, (4.8£2), ya que fue a este valor de pH en el que la sonda mostré una mayor

sensibilidad.
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Figura 4.43. Tiempo de respuesta de la sonda fluorescente a lo largo de un calibrado a ion
plomo (ll) y posterior emplazamiento de la sonda en tampo6n de acetato de magnesio 0.05 M a pH=6

para recuperar la sefial inicial.

Los pardmetros analiticos obtenidos con el dispositivo desarrollado demuestran un
adecuado comportamiento para su aplicacion en la determinacion del contenido de ion
plomo (Il) en muestras naturales contaminadas. Sin embargo, y como ya se ha comentado a
lo largo del presente trabajo, la tendencia a la fotodegradacion de los fluoroionéforos del tipo
cianina representa una importante desventaja en este tipo de aplicaciones. Por este motivo,
se estudio la fotoestabilidad del optodo Mpb1l bajo la exposicion de un laser de diodo de 0.5
mW de potencia emitiendo a 650 nm sobre una superficie de 1 mm? de membrana. Se
calculé un 25% de descomposicion del fluoroionoforo tras de 2h de continua irradiacion
como medida del tiempo de vida del fluoroionéforo en el medio membrana y utilizando la
sonda. Por lo tanto, para evitar pérdidas significativas de sefial debidas a la fotodegradacion,
el optodo no deberia emplearse mas de 1h seguida (intervalo de tiempo en el que la pérdida
de sefial no es significativa). Otra posibilidad seria efectuar medidas a intervalos de tiempo

predeterminados que limiten la irradiacion de la membrana.

0.48

0.46 -

completa

044 7 eversibilidad

-35.10 mV-dec*
0.42 4

0.40 -
0.38 -
0.36 -

intensidad de fluorescencia (V)

0.34 -

L.D. 7x10° M
0.32 T T T T T T T T
10 9 -8 7 6 -5 -4 -3 -2 -1

log [Pb*]
Figura 4.44. Curva de calibrado de Pb®* del optodo Mpb1 depositado en la sonda desarrollada

en tampoén acetato de magnesio 0.05M a pH=6.
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Otra alternativa seria el empleo de una fuente de luz pulsada y medir tiempos de vida
de fluorescencia, en vez de intensidad de fluorescencia. En este tipo de medidas, la
membrana seria iluminada durante menos tiempo y el fluoroion6foro, probablemente,
descompondria mas lentamente. Es en esta direccion hacia la que van dirigidos los trabajos

futuros en nuestro grupo de investigacion.

4.4.2.2. Aplicacion de la sonda de fluorescencia en la determinacién de ion

plomo (1) en extractos de suelos contaminados

Para evaluar la respuesta de la sonda en muestras naturales, ésta se aplico a la
determinacion de ion plomo (ll) en muestras provenientes de los alrededores de una
comparfiia minera en Torredn (Coahuila, México), empleando el método de adiciéon estandar
(Tabla 4.20). La prueba t para medias de dos muestras emparejadas, con un 95% de
confianza, se empled para comparar los resultados obtenidos con la sonda selectiva a
plomo con los obtenidos con el método ICP-OES, como referencia. La comparacion revela
que no existen diferencias significativas entre ambos métodos, (|tp|=]2.36|>|texp|=|1.77]). Por
lo tanto, se demuestra la viabilidad de la sonda propuesta como una alternativa portable y de
bajo coste para determinar el contenido de plomo en extractos acidos de suelos

contaminados.

Tabla 4.20. Concentracion de ion plomo (Il) en los extractos de suelos contaminados

analizados con la sonda fluorescente y por el método de referencia ICP-OES.

Concentracion de Pb** (x 10 M)

sonda ICP-OES
8.670+0.003 5.140.2
4.790+0.002 3.0+0.1
2.310.2 2.3240.02
22.680+0.002 18.3+0.1
18.680+0.002 17.940.2
17.910+0.002 18.3+0.4
17.370+0.002 18.3+0.4
2.800+0.001 2.3610.01

Como conclusion, se ha disefiado y construido una sonda sensora para medidas de
fluorescencia simple y que representa dos importantes ventajas respecto a la
instrumentacion desarrollada anteriormente en el presente trabajo. Estas son su versatilidad

y su portabilidad. La versatilidad viene dada por la posibilidad de variar la formulacién de la
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membrana selectiva a iones: al cambiar el ionéforo pueden analizarse distintos analitos v,
como consecuencia, otras aplicaciones medioambientales serian posibles. Por otro lado, el
uso de POFs posibilita determinaciones in situ, lo cual es deseable en la mayoria de las

aplicaciones.
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Capitulo 5

5. Conclusiones

En el presente trabajo se han disefiado, construido y evaluado dos fluorosensores
miniaturizados y portatiles, que pueden representar una alternativa a la instrumentacion
analitica clasica de elevado coste, gran tamafio y elevado consumo de reactivos, que
necesita de mantenimiento y de personal especializado para su utilizacion. Asimismo, los
dos dispositivos desarrollados presentan una gran versatilidad para su posible uso en la
deteccion de diversos analitos en funcién del optodo seleccionado. Los optodos empleados
en los dispositivos desarrollados incluyen cromo(fluoro)ionéforos que han sido disefiados,
sintetizados y caracterizados en el presente trabajo para operar con la instrumentacion
miniaturizada y de bajo coste disponible.

El primer dispositivo opera integrado como detector en un sistema de analisis por
inyeccién en flujo continuo (FIA), y tanto con un optodo selectivo a potasio, como con uno
selectivo a plomo, ha mostrado unas apropiadas caracteristicas analiticas, en términos de
sensibilidad y limite de deteccion, buena reproducibilidad, reducidos tiempos de respuesta,
excelente reversibilidad y aceptable fotoestabilidad. Su utilizacion en la determinacion de
potasio en muestras dopadas de agua potable de red y de plomo en extractos de suelos
contaminados demostré su aplicabilidad en muestras reales.

El segundo dispositivo consiste en una sonda mas portatil, mas manejable y en la que
la intercambiabilidad de la membrana es mas facil, para medidas in-situ y en discontinuo.
Esta se activd quimicamente con un optodo selectivo a plomo y mostré adecuadas
propiedades analiticas, como son una buena sensibilidad, un limite de deteccion aceptable,
tiempo de respuesta reducido y alta reversibilidad. Finalmente, se aplicé a la determinacion
de plomo en muestras naturales (en extractos de suelos contaminados) y se verificd su buen

funcionamiento.
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Durante el periodo de realizacion del presente trabajo se han ido alcanzando una serie
de hitos parciales ya sefialados en la descripcion inicial de los objetivos previstos y que se

detallan a continuacion:

1. Se han disefiado, sintetizado y caracterizado nuevos colorantes cianina para
su utilizacibn como cromo(fluoro)ionoforos en optodos, tanto en medidas basadas en
absorbancia como en fluorescencia. Concretamente, se han sintetizado tres tipos de
compuestos cianina: croconinas, cetocianinas y (nhor)cianinas-anilinas. Los resultados
obtenidos en su caracterizacion fueron los esperados atendiendo a las premisas
establecidas en su disefio. Los colorantes presentan excelentes propiedades épticas, como
son longitudes de onda de absorciébn cercanas a la emisién de los laseres de diodo
comerciales, altos coeficientes de absorcion molar y algunos de ellos (las formas basicas de
todas las cetocianinas estudiadas y las formas &cida y basica de las cianinas-anilinas ca3,
cab5 y ca8), intensas emisiones de fluorescencia. La inmovilizacibn en membranas
poliméricas de algunos de estos colorantes ha demostrado su idoneidad como elementos
cromo(fluoro)ionéforos de membranas oOpticas selectivas a iones. Como Unica limitacion, se

ha encontrado la reducida fotoestabilidad de los colorantes en el medio membrana.

2. De los colorantes sintetizados y caracterizados en solucién etandlica y en
membrana de PVC plastificado como cromo(fluoro)ion6foros de pH, se ha escogido una
cianina-anilina (ca3) por su correcto comportamiento acido-base, su adecuado pKavem, la
cercania de su longitud de onda de absorcion maxima a la de emision de un laser de diodo y
sus propiedades fluorescentes. Dada su alta absortividad que favorece una alta sensibilidad,
su reversibilidad y fotoestabilidad se aplic6 en optodos en combinacién con iono6foros
comerciales. Se han ensayado distintas composiciones de membrana y finalmente se han
formulado dos optodos empleando ca3 como cromo(fluoro)ionéforo: uno selectivo a potasio,
empleando la valinomicina como ionéforo (M4) y otro selectivo a plomo, empleando el
iono6foro ETH5435 (Mpb1l). Previamente, estos optodos se han caracterizado en absorbancia

utilizando instrumentacion convencional.

3. Se han construido, en colaboracion con el Departamento de Fisica Aplicada
de la Universidad de Zaragoza y el Grupo de Tecnologias Fotoénicas I3A de la Universidad
de Zaragoza, dos dispositivos de sensado basados en medidas de fluorescencia,

compuestos por elementos opticos discretos y miniaturizados.
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- El primero consiste en una plataforma fluorosensora para andlisis en flujo continuo,
en la que se integra una celda de medida especialmente disefiada en el GSB, donde
va insertada la membrana sensora depositada en un portaobjetos. El dispositivo
incluye una fibra éptica responsable de conducir la luz de excitacién proveniente de un
laser semiconductor modulado por un lock-in, que emite a 650 nm; un filtro Optico
centrado a 680 nm, encargado de filtrar la luz emitida por el optodo; dos lentes para
focalizar la luz y un preamplificador de transimpedancia conectado a un fotodiodo de
silicio PIN.

- El segundo dispositivo es una sonda de fluorescencia para medidas discretas
(discontinuas) in-situ, que incorpora, para guiado de la radiacion, dos fibras POF, La
configuracion final optimizada de la sonda se selecciond después de un proceso de
simulacion. Para la deteccién de sefial, se acopla a la plataforma fluorosensora
previamente desarrollada. Ademas, esta nueva configuracion ofrece mas portabilidad y

manejabilidad.

4, Inicialmente, y para comprobar la validez del dispositivo, la plataforma
fluorosensora se ha activado quimicamente con el optodo selectivo a potasio Mk4.
Posteriormente, se ha activado con el optodo Mpb1, selectivo a ion plomo. En cada caso, se
ha disefiado y optimizado un sistema de andlisis por inyeccion en flujo bicanal como
metodologia simple, automatica y reproducible para la caracterizacion de los optodos. Para
las membranas M4 y Mpb1 se ha evaluado la sensibilidad (M4: 0.71 mV-dec'; Mpb1: -0.16
mV-dec™), el limite de deteccion (M4: 2.2x10° M K*; Mpb1: 1.2x10° M Pb*"), la repetitividad
(RSD(M4):4.2%; RSD(Mpb1):5.4%), la reproducibilidad, el tempo de vida y las interferencias
iGnicas en ambas situaciones. Se ha observado que el Cu?* provoca envenenamiento de la
membrana selectiva a plomo, probablemente debido a algun tipo de interaccién con el
ionoforo. El uso de acido picolinico en la solucibn tampdn, solventa el problema. Los
resultados demuestran la versatilidad del sistema de medida y su buen funcionamiento. Este
se ha verificado realizando medidas de muestras naturales (de potasio en agua de red
dopada y de plomo en extractos de suelos contaminados) y comparando los resultados
obtenidos con un método de referencia (ICP-OES), con el cual no se han encontrado

diferencias significativas.
5. La sonda de fluorescencia se ha activado quimicamente con el optodo

selectivo a plomo Mpbl y se ha caracterizado su respuesta analitica. Se ha obtenido una
sensibilidad de -35.10 mV-dec™, un L.D. de 7x10° M de Pb?**, una repetitividad (RSD) de
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5.1% y un tiempo de respuesta de 1.5+0.5 min. Ademas, la respuesta es reversible y el
dispositivo se puede emplear durante 1h en continuo sin observar disminucion de la sefial
debida a la fotodescomposicién. En cambio, la reproducibilidad es limitada, ya que para una
misma membrana, la sensibilidad disminuye durante calibrados sucesivos. El estudio de las
interferencias ionicas revela que los iones evaluados no son interferentes, excepto el Cd?*",
el cual genera una respuesta en la membrana de plomo de la misma magnitud que la
generada por el ion principal. Sin embargo, esto no representa ningin problema en su
aplicacion, debido a la baja concentracion de este ion en las muestras analizadas. Asi, su
buen funcionamiento y adecuadas caracteristicas han permitido su aplicacion a medidas de
plomo en extractos de suelos contaminados, empleando el método de la adicion estandar. Al
comparar los resultados obtenidos con un método de referencia (ICP-OES), no se han

observado diferencias significativas.
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ANEXO: ESPECTROS DE RMN DE LAS MOLECULAS SINTETIZADAS
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