Angew. Chem. 2005, 117, 4479 —4482

Angewandte

Kolorimetrie

Ein regeneratives Chemodosimeter fiir die hoch
selektive und empfindliche optische Bestimmung
von Hg*", basierend auf der metallinduzierten
Bildung eines Farbstoffes**

José V. Ros-Lis, M. Dolores Marcos, Ramén Madrtinez-
Mariez,* Knut Rurack* und Juan Soto

Hg* ist eines der umweltchemisch bedeutsamsten Metallio-
nen, dessen Toxizitdt, selbst in sehr geringen Konzentratio-
nen, seit langem bekannt und als ein herausragendes Um-
weltproblem erkannt ist."! Obwohl die industrielle Verwen-
dung von Hg?* aufgrund strengerer Vorschriften riicklaufig
ist, sind die Konzentrationen dieses Ions in vielen Umwelt-
kompartimenten immer noch vergleichsweise hoch. Zudem
findet sich Hg auch heute noch in vielen Produkten des
taglichen Lebens wie Farben, elektronischen Gerédten oder
Batterien.”) Daher ist der Bedarf an analytischen Methoden
fir die empfindliche und selektive Bestimmung von Queck-
silber von aktuellem Interesse. Dies gilt insbesondere fiir
Situationen, in denen konventionelle Techniken hiufig nicht
einsetzbar sind, z.B. in vielen Anwendungen in der Vor-Ort-
oder In-situ-Analytik oder im schnellen Screening. In diesen
Bereichen spielen vor allem optische und elektrochemische
Sensoren eine fithrende Rolle, speziell solche, die molekulare
Sonden verwenden, die das analytische Signal als Antwort auf
das Bindungsereignis generieren und iibermitteln.”

Zwar ist in jlingerer Zeit iiber einige Beispiele fiir
redoxaktive, fluorogene® und chromogene!® Chemosenso-
ren fiir Hg’* berichtet worden, allerdings bedingt der fiir den
Aufbau solcher Sonden iiblicherweise genutzte Ansatz auf
der Basis einer Kombination von Bindungsstellen und signal-
gebenden Einheiten diverse Nachteile in Bezug auf die
Analytik in realen Medien. Viele signalgebende Einheiten
werden durch die Féahigkeit von Wasser, starke Wasserstoff-
briicken zu bilden, beeintréichtigt. Des Weiteren zeigen viele
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Fluoroionophore eine unspezifische Fluoreszenzloschung bei
Komplexierung von Schwermetallionen, und die verfiigbare
Menge an Hg**-selektiven Rezeptoren ist begrenzt.

Hier bieten sich Chemodosimeter als eine attraktive
Alternative an. Ihre Funktion beruht darauf, einen Analyten
mittels einer spezifischen chemischen Reaktion anzuzeigen,
die zwischen dem Dosimetermolekiil und der Zielspezies
stattfindet und zur Bildung eines fluoreszierenden oder
farbigen Produktes fiihrt.”®! Nachteilig ist allerdings der
Umstand, dass solche Reaktionen in der Regel irreversibel
sind, da so nur ein einmaliger Einsatz moglich ist.

Um von den vorteilhaften Eigenschaften der Chemodo-
simeter zu profitieren, zugleich aber auch in der Lage zu sein,
diese wiederzuverwenden, ist es notwendig, einen Vorgang zu
implementieren, der eine Regeneration des molekularen
Reporters ermoglicht. Wir haben daher ein Verfahren erar-
beitet, bei dem der Indikator-Farbstoff in einem ersten Schritt
in einer chemischen Reaktion mit einer kleinen organischen
Verbindung passiviert wird. Dieser ,,spektroskopische Inhi-
bitor® schaltet also die Farbe oder Fluoreszenz des Indikators
aus. Dieses Additionsprodukt ist das eigentliche Chemodo-
simeter. Das Zielion reagiert dann mit dem Inhibitor und
setzt den Farbstoff frei, d.h., das Signal wird durch eine
metallinduzierte Bildung eines Farbstoffes erzeugt. Durch die
passende Wahl von Farbstoffgeriist und Passivierungsreakti-
on sollte es somit moglich sein, drastische chromo- und
fluorogene Anderungen zu erzeugen, die als ein wirkliches
,<Anschalten* bezeichnet werden konnen und die nicht nur
eine Modulation eines bereits existierenden Signals oder
leichte Verschiebungen von Absorptions- oder Emissions-
banden darstellen.

Wir beschreiben hier den Einsatz dieses neu entwickelten
Verfahrens zum selektiven Nachweis von Hg?". Es basiert auf
der thiophilen Affinitit des Hg™-Ions und seiner Reaktivitit
gegeniiber 2,4-Bis(4-dialkylaminophenyl)-3-hydroxy-4-alkyl-
sulfanyl-cyclobut-2-enon(APC)-Derivaten. Wie wir kiirzlich
zeigten, konnen APC-Derivate in eleganter Weise durch eine
einfache Reaktion von Squarainen (den Indikator-Farbstof-
fen) mit Thiolen (den Inhibitoren) erhalten werden.”! Ein
Beispiel fiir eine solche Verbindung (1) ist in Schema 1
dargestellt. Das Molekiil enthélt zwei unabhéngige Chromo-
phor-Untereinheiten, die durch ein sp’-hybridisiertes Koh-
lenstoffatom elektronisch getrennt, dabei aber chemisch
verbunden sind. Demgemidll zeigt 1 zwei iberlappende
Banden im UV-Spektralbereich, eine bei ca. 265 nm, die
charakteristisch fiir die Dialkylanilino-Gruppe ist, und eine

Schema 1. Strukturen der Derivate 1 und 2.
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zweite, 1.3-fach intensivere Bande bei ca. 305 nm (Abbil-
dung 1). Letztere kann dem Dialkylaminophenylhydroxycy-
clobut-2-enon(PC)-Fragment zugeordnet werden. Quanten-
chemische Rechnungen auf semiempirischem Niveau stim-
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Abbildung 1. Absorptionsspektren von 1 (—) und 3 (-----) in
Wasser/Acetonitril (4:1) vor und nach der Reaktion von 1 mit Hg*".
Die grauen Balken kennzeichnen die Regionen, in denen die einzelnen
Chromophore absorbieren: A= Anilineinheit (diese Bande ist auch als
hsherer Ubergang in 3 prasent), PC=Aminophenylhydroxycyclobut-2-
enon-Gruppe, SQ = Squarain.

men mit den experimentellen Ergebnissen {iiberein und
deuten an, dass zwei unabhingige Uberginge mit moderater
Oszillatorstiarke existieren, von denen der HOMO-LUMO-
Ubergang auf dem PC-Fragment und der energetisch hoher
liegende HOMO—1-LUMO + 1-Ubergang auf der Anilino-
Gruppe lokalisiert ist.

Die Zugabe von Hg?" zu Losungen von 1 bewirkt eine
drastische Farbidnderung, wobei eine neue und intensive
Absorptionsbande bei 642 nm entsteht, die typisch fiir Squa-
rain-Farbstoffe ist (Abbildung 1).! Diese durch Hg** aus-
geloste Bildung von Squarainen ist in Schema 2 gezeigt. Das
Reaktionsprodukt 3 hat einen vergleichsweise hohen molaren
Extinktionskoeffizienten (Ige=5.05) und eine méiBig hohe
Fluoreszenzquantenausbeute (@;=0.023) in Wasser/Aceto-
nitril (4:1). Dieser duale, chromo- und fluorogene Nachweis
von Hg?* ist bemerkenswert, weil sowohl Absorption als auch
Emission am roten Rand des sichtbaren spektralen Fensters
liegen, wo Storungen durch eine Absorption oder Eigenfluo-
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Schema 2. Der analytische Zyklus: Hg?*-induzierte Bildung von 3 und
4 und Regeneration von 1 und 2 durch Reaktion mit Propanthiol.
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reszenz der Matrix eine vernachlédssigbare Rolle spielen.
Zudem ermoglicht diese drastische hyper- und bathochrome
Verschiebung eine einfache Verfolgung der Reaktion mit
bloBem Auge."

Zur Optimierung des Verfahrens wurden unterschiedliche
pH-Bereiche getestet. Das beste Nachweisvermogen zeigte
das chromo-fluorogene Dosimeter bei basischem pH-Wert
(9.6, mit 0.01m CHES-Puffer). Die Tests ergaben zudem, dass
ein maximales Signal bei einem molaren Verhiltnis von 1/
Hg**=2:1 auftritt, was auf die Bildung einer Hg(SR),-
Spezies hindeutet (Schema 2).

Da die Koordination mit Thiolen kein exklusives Merk-
mal von Quecksilber ist, wurde die Reaktivitdt von 1 gegen-
tiber anderen Metallionen gepriift. Bei einem typischen
Experiment wurden bis zu 10 Aquivalente an Hg**, Cu**,
Fe*t, Pb**, Ni**, Cd**, Zn?*, AI** und TI* zu einer Losung von
1 in Wasser/Acetonitril (4:1) (¢;=6x10"°m, pH 9.6, CHES
0.01m) gegeben. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2 gezeigt.
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Abbildung 2. Absorptionsspektren von 1 (6x107°M) in Wasser/Aceto-
nitril (4:1) (pH 9.6, CHES 0.01 M) nach Zusatz von 0.5 Aquivalenten
verschiedener Metallionen. Fotografie von links nach rechts: Ni**,
Zn*t, TIT, Fe*t, Hg?t, Pb**, APP*, Cd**, Cu®", Blindprobe ohne Metall-
ion.

Bemerkenswerterweise entwickelt sich die blaue Farbe se-
lektiv nur bei Gegenwart von Hg?", wihrend alle anderen
potenziellen Konkurrenten passiv bleiben. Diese chromogene
Nachweisreaktion erméglicht es, Hg?" bis hinunter zu 20 ppb
mit einem herkémmlichen Spektralphotometer und Stan-
dardausriistung (z.B. 10-mm-Kiivetten) zu bestimmen.
Abgesehen von der allgemeinen Relevanz des kolorime-
trischen Ansprechverhaltens ist es hinldnglich bekannt, dass
der Einsatz fluorometrischer Methoden, hdufig auch in
Verbindung mit preisgiinstigen und weit verbreiteten Routi-
negeréten, besonders geeignet ist, um deutlich niedrigere
Nachweisgrenzen zu erreichen. Beriicksichtigt man die hohe
Helligkeit der Squarain-Farbstoffe (Produkt aus ¢ und @),
sollte das hier vorgestellte System in Verbindung mit der
Fluoreszenzdetektion besonders geeignet sein. Daher haben
wir dhnliche Untersuchungen wie die oben beschriebenen mit
¢;=1x10""m an einem herkémmlichen Fluorometer durch-
gefithrt. Abbildung 3 zeigt die Spektren einer Fluoreszenzti-
tration von 1 mit Hg** und macht deutlich, dass der Nachweis
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Abbildung 3. Fluoreszenztitrationsspektren von 1 (1077 M) mit Hg?" in
Wasser/Acetonitril (4:1) (pH 9.6, CHES 0.01 M, A,,=642 nm). Im Ein-
schub ist die aus der Emission bei 670 nm erhaltene Titrationskurve
abgebildet.

von weniger als 2 ppb Hg?" — entsprechend dem Grenzwert
der US-amerikanischen Environmental Protection Agency
fiir Trinkwasser — mittels Hg*™-induzierter Freisetzung des
stark fluoreszierenden Squarains 3 gut moglich ist.

Aufbauend auf dem erfolgreichen chemischen Nachweis
in Losung haben wir uns der Anwendung der metallinduzier-
ten Reaktion in der In-situ-Sensorik oder im schnellen
Screening zugewendet. Zu diesem Zweck wurde das APC-
Derivat 2 (Schema 1), das hydrophobe n-Butylketten enthilt,
hergestellt und an Siliciumdioxidpulver adsorbiert. Die Bu-
tylketten sind hinreichend hydrophob, um ein Auswaschen
des Farbstoffs in die wissrige Probe zu verhindern. Dieses
vergleichsweise einfache Verfahren erméglicht eine genaue
Kontrolle der Menge an Farbstoff, die an das Tragermaterial
physisorbiert wird. Dies ist ein Schliisselparameter in fluoro-
metrischen Anwendungen, da zu hohe Beladungen bei Farb-
stoffen mit schmalen, intensiven und wenig Stokes-verscho-
benen Absorptions- und Fluoreszenzbanden leicht zur Selbst-
16schung fithren konnen.

In einer Serie von Experimenten haben wir herausgefun-
den, dass ein Sensormaterial, das fiir die duale chromo-
fluorogene Indikation ausreichend empfindlich ist, typischer-
weise die Verbindung 2 in einer Konzentration von
10 mmolg™' enthalten sollte. Das Pulver wurde dann auf
einem Polyethylenterephthalat-Film fixiert und so ein erster
Prototyp eines Teststreifens erhalten. Seine Funktion wurde
durch Eintauchen in eine wissrige Losung von Hg** nachge-
wiesen. Sobald der Streifen mit der dotierten Losung in
Kontakt kommt, firbt sich das Material blau (4,,, = 642 nm)
und beginnt zu fluoreszieren (4., =670 nm). Die Ansprech-
zeit betrdgt wenige Sekunden, und die Reaktion verlduft
gemil Schema 2. Verbindung 2 reagiert mit dem Queck-
silberion zum Squarain-Derivat 4, das am Tréger adsorbiert
bleibt, was mit dem bemerkenswerten chromo- und fluoro-
genen ,,Anschaltprozess“ einhergeht, der die Gegenwart von
Hg** anzeigt.

Nach beendeter Nachweisreaktion kann die oben be-
schriebene chemische Reaktion ausgefiihrt und der chemo-
dosimetrische Teststreifen mit Propanthiol quantitativ rege-
neriert werden (Schema 2). Nach Zugabe des ,,spektroskopi-
schen Inhibitors* wird die Konjugation im Squarain erneut
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unterbrochen, und die blaue Losung entfirbt sich augen-
blicklich; der Sensor ist bereit fiir den néchsten Zyklus (siehe
Hintergrundinformationen).

Zusammenfassend haben wir ein sehr selektives und
empfindliches duales chromo-fluorogenes Chemodosimeter-
system entwickelt, das die Bestimmung von Hg*" in wissriger
Umgebung iiber eine sehr einfache und spezifische Reaktion
— die durch Hg?*" ausgeloste Bildung eines Squarain-Farbstof-
fes — ermoglicht. Das Verfahren erlaubt den selektiven
Nachweis von Hg?" in Konzentrationen unter 2 ppb in
wissriger Losung und bewirkt eine Fluoreszenzverstarkung
sowie eine auferordentlich grof3e spektrale Verschiebung in
der Absorption, wobei sich eine farblose Losung blau ver-
farbt. Die Adsorption oder Verankerung der Sonde an
geeigneten Trigermaterialien ermoglicht die Entwicklung
von Prototypen wiederverwendbarer Teststreifen fiir ein
schnelles Screening des Zielanalyten. Des Weiteren gehen
wir davon aus, dass die gastinduzierte Freisetzung eines
Farbstoffs bei Wahl geeigneter Farbstoffstrukturen und Pas-
sivierungsreaktionen als ein neuer Weg bei der Entwicklung
von verbesserten, regenerierbaren Sensormolekiilen fiir das
schnelle kolorimetrische Screening einer Reihe von Zielana-
lyten von Interesse sein kann.
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