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RESUMEN

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se llevaron a cabo estudios relacionados
al comportamiento electroquimico del flavonoide fisetina (FIS) y se desarrollaron
metodologias electroanaliticas para la determinaciéon de flavonoides. Una de estas
metodologias se prob6 exitosamente en forma directa en la determinacion del
flavonoide quercetina (QUER) en una formulacion farmacéutica.

En primer lugar, el estudio de FIS se realizd sobre electrodos de carbono vitreo
(CV) y de Au desnudo. El comportamiento fue semejante en ambos casos, siendo el
mismo de naturaleza mixta: difusional/adsortiva. Sin embargo, debido a que sobre los
electrodos de Au la reproducibilidad de las respuestas fue baja, s6lo sobre CV se
determiné la isoterma de adsorcién y los pardmetros cinéticos y termodinamicos
correspondientes.

Posteriormente, se estudié el comportamiento electroquimico de FIS sobre
electrodos de Au modificados con monocapas autoensambladas (MAE) de 11 tioles con
diferentes caracteristicas estructurales, observandose respuestas de distinta naturaleza,
segun los casos. La respuesta electroquimica de FIS fue de naturaleza adsortiva cuando
el electrodo de Au se modificé con el 4-mercaptofenol (4-MF) y mostré un control
difusional en el caso de la monocapa formada por el acido 2-mercaptoetanosulfénico
(2-MES). Ambos electrodos modificados se usaron en el desarrollo de técnicas
electroanaliticas para la determinacién de FIS. Ademas, se realizaron estudios con
superficies modificadas con submonocapas (sSMAE), que también permitieron el
desarrollo de un método electroanalitico empleando 2-MES. Se encontrd que con las
sMAE se simplifica el disefio experimental, lo que presenta una ventaja respecto a las
MAE.

Se realizaron estudios para la caracterizacion de MAE a partir de los cuales se
lograron determinar el cubrimiento superficial, la orientacién predominante de los tioles
respecto a la superficie del electrodo y los pK, superficiales. Estos resultados
permitieron explicar las diferencias observadas en las respuestas de FIS sobre cada una
de las superficies modificadas.

Finalmente, el método electroanalitico desarrollado con 2-MES para FIS se
transfiri6 en forma directa a la determinacion de QUER en una preparacion
farmacéutica. La validacion del método se llevé a cabo mediante cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) con deteccion por arreglo de diodos.




ABSTRACT

The electrochemical behavior of fisetin (FIS) flavonoid was studied at different
working electrodes. Electroanalytical methods were developed and one was used to
determine the quercetin (QUER) flavonoid in a pharmaceutical formulation.

The FIS electrochemical behavior was first studied at glassy carbon (GC) and
bare Au electrodes, showing on both electrodes surface properties. However, FIS
electrochemical responses at bare Au electrodes were poorly reproducible. Thus, we
only studied the specific interaction of FIS with GC electrodes and found the best
adsorption isotherm that describes the specific interaction, and determined the
corresponding thermodynamic and kinetics parameters of the surface redox couple.

On the other hand, we also studied the FIS electrochemical behavior at modified
Au electrodes with self-assembled monolayers (SAM) obtained from 11 thiols with
different chemical structures. We found that the electrochemical response at modified
Au electrodes with 4-mercaptophenol (4-MP) showed an adsorption control. However,
at modified Au electrodes with 2-mercaptoethanesulfonic acid (2-MES) showed a
difussion control. Both modified electrodes were then used to develop electroanalytical
techniques to determine FIS. In adittion, we also studied the use of modified Au
electrodes with submonolayers (sSAM) obtained from 2-MES, finding that sSSAM show
advantages over SAM simplifying the design of experiments.

Studies were then conducted to characterize monolayers. Thus, we determined
the surface coverage, the most probable orientation of thiols on the electrode surface
and the surface pK,’s. These results allowed us to explain the different found in the FIS
electrochemical response on each modified surface.

Finally, the electroanalytical method developed to determine FIS with modified
Au electrodes with 2-MES was used to determine QUER in a pharmaceutical
preparation. These results were compared with those obtained from high performance
liquid chromatography (HPLC) with diode array detection.
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OBJETIVOS

Objetive General

El objetivo general de este proyecto es estudiar las propiedades de electrodos de
Au modificados con monocapas autoensambladas de distintos tipos de tioles, con el fin
de desarrollar nuevos sensores electroanaliticos para la determinacion de sustancias de
interés alimenticio y en sistemas biologicos. Para ello, se plantean como objetivos

especificos los siguientes:

Objetivos Especificos

Construir y caracterizar electrodos de Au modificados por auto-ensamblado
molecular de distintos tipos de tioles.

Estudiar las interacciones quimicas y fisicas fundamentales que controlan la
formacion, estructura y reactividad de estas superficies; caracterizando la presencia de
defectos y/o huecos que puedan estar presentes en las mismas.

Estudiar el comportamiento electroquimico de analitos de interés en alimentos y
sistemas biologicos, particularmente, el antioxidante natural fisetina, tanto sobre este
tipo de superficie como sobre electrodos sin modificar.

Investigar las sefiales electroquimicas adecuadas con ¢l fin de caracterizar este
tipo de electrodos modificados y utilizarlos en el desarrollo de métodos electroanaliticos

alternativos.
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El presente trabajo de Tesis ha sido organizado en diez capitulos. El Capitulo 1
comprende la introduccion, en la que se exponen aspectos fundamentales sobre las
monocapas autoensambladas y los antioxidantes naturales. En el Capitulo 2 se
describen los fundamentos tedricos relacionados al sistema electroquimico y las técnicas
empleadas en este trabajo de Tesis. En el Capitulo 3 se describen los elementos y
procedimientos experimentales necesarios para llevar a cabo los diferentes
experimentos. El Capitulo 4 comprende el estudio del comportamiento electroquimico
del flavonoide fisetina sobre electrodos de carbono vitreo y Au, para luego, en el
Capitulo 5, abordar el estudio sobre electrodos de Au modificados con monocapas
autoensambladas de tioles. El Capitulo 6 dectalla la caracterizacion de las superficies
modificadas mediante diversos métodos, lo que permite obtener informacion de las
propiedades estructurales de las mismas. Sobre la base del andlisis realizado
previamente, en el Capitulo 7 se desarrollan métodos electroanaliticos para la deteccion
de fisetina y en el Capitulo 8 se transfiere uno de estos métodos a la determinacion del
flavonoide quercetina en una muestra real, probando su validez con el empleo de una
técnica cromatografica (HPLC). En el Capitulo 9 se presenta el estudio de
submonocapas autoensambladas y se prueba su utilidad en la determinacién de fisetina
mediante el desarrollo de un método electroanalitico. Finalmente, en el Capitulo 10 se
resumen las principales conclusiones obtenidas a lo largo del trabajo y en el Capitulo

11 se presenta la bibliografia.
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1.1. ELECTRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

Se denominan electrodos quimicamente modificados a aquellos materiales
conductores o semiconductores que han sido cubiertos con una pelicula monomolecular,
multimolecular, i6énica o polimérica con el objetivo de cambiar las propiedades
electroquimicas, 6pticas, etc., de la interface.!?

La modificacion de la superficie de electrodos ha sido empleada extensamente
en el campo de la electroanalitica durante los ultimos afios. Los motivos que han llevado
al desarrollo de electrodos modificados, entre otros, han sido: i) aumentar las
propiedades electrocataliticas; ii) evitar efectos de pasivacion de la superficie; iii) evitar
reacciones quimicas indeseables.>* En este aspecto, la modificacion de electrodos de Au
con monocapas autoensambladas (MAE) ha logrado mucha atencion debido a su fécil
preparacion, excelentes propiedades y promisoria aplicabilidad en diversos campos de
la ciencia.’'? Desde hace varios afios, el estudio de superficies modificadas con MAE
ha despertado gran interés y ha ido creciendo notablemente. En general, estos estudios
han tenido dos objetivos fundamentales: a) estudiar la transferencia electronica
heterogénea a través de una interface bloqueada por la monocapa, es decir transferencia
de electrones por efecto tinel;'*"° b) disefiar electrodos modificados que actien como
sensores y/o base para biosensores en aplicaciones electroanaliticas.'®?' Este segundo
aspecto se basa en que, los electrodos modificados con MAE, permiten controlar y
estructurar la interface sélido/liquido pudiendo aumentar la selectividad y sensibilidad y
disminuir tanto los tiempos de respuesta como los sobrepotenciales.”>?* El resultado
surge del bloqueo del acceso directo de sustancias a la superficie del electrodo,
inhibiendo algunos procesos y promoviendo otros.?® Estudios previos han mostrado que
la modificacion de la superficie del electrodo mediante una MAE afecta notoriamente la
respuesta electroquimica de determinados analitos.”>** Ademas, mediante el uso de
MAE es posible la investigacion de reacciones organicas superficiales,”’ el modelado de
membranas celulares®® y sirve como superficie modelo para estudiar las interacciones
material/sangre para el desarrollo de dispositivos biomédicos.?’ Se ha buscado el disefio
de peliculas especificas para aplicaciones tecnoldgicas, como por ejemplo, en
optoelectrénica,”® como peliculas inhibidoras de la corrosién o ataque quimico,*' como

peliculas lubricantes capaces de modificar la adhesién y la friccion de las superficies,*”
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y el disefio y construccion de dispositivos electronicos a escala nanométrica.>® La
comprension y el control del transporte de carga a través de las peliculas moleculares de
espesor nanométrico son de gran importancia en sistemas tecnolégicos, tales como

electronica molecular y disefio de sensores.

1.1.1. Generalidades de las monocapas autoensambladas

Las MAE consisten en capas simples de moléculas organicas que se unen
espontaneamente sobre un sustrato, generando superficies estables con un determinado
grado de orientacion, orden molecular y empaquetamiento o compactibilidad.

Las moléculas que forman las MAE constan de: a) un grupo de anclaje, con
afinidad especifica por el sustrato, b) un grupo que actia como espaciador o puente
molecular entre el electrodo metélico y la solucién y ¢) un grupo terminal, que se
encuentra en contacto con la solucion, determinando en gran medida las propiedades
superficiales de la monocapa'? (Figura 1). La estructura de la MAE depende de las
fuerzas que actilan entre los grupos espaciadores y los grupos terminales de las
moléculas que la componen. Estas fuerzas incluyen interacciones de van der Waals y
electrostaticas y efectos estéricos.>>***>¢ La afinidad especifica de estas moléculas por
un sustrato, en muchos casos, desplaza de la superficie otros materiales organicos

adsorbidos.

Grupo terminal

Grupo espaciador

\\_)) Grupo de anclaje

Figura 1. Caracteristica estructural de moléculas capaces de formar una MAE.
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Las MAE han sido preparadas sobre superficies de metales, 6xidos metalicos y
semiconductores. Los clorosilanos con cadenas alquilicas largas se autoensamblan sobre
6xidos metélicos dopados como SnQ,, silicio con una delgada pelicula de 6xido y Au
con y sin 6xido superficial, para formar peliculas organicas delgadas.>’*®* Del mismo
modo, la generaci#&n de radicales alquilo sobre una superficie de silicio libre de 6xido,
resulta en la formacion de una MAE densamente empaquetada en la cual el carbono
metilénico estd directamente enlazado a un atomo de silicio superficial**** Las
superficies metalicas empleadas para la formacion de las MAE han sido diversas, entre
ellas, Au, plata, cobre, platino y mercurio, utilizando compuestos de azufre,
especialmente tioles, sulfuros y disulfuros como adsorbatos.® En el caso de los tioles, el
grupo de anclaje es el 4&tomo de azufre, mientras que el grupo espaciador puede estar
constituido por una cadena alifatica, contener heterodtomos, grupos aromaticos, uniones
no saturadas o fracciones de cadenas rigidas unidas a cadenas saturadas (con movilidad
espacial). Usualmente, el grupo espaciador de la molécula promueve y organiza el
autoensamblado segiin la importancia de las interacciones laterales relativas entre los
adsorbatos.>” Por otra parte, el grupo terminal puede ser, por ejemplo, un grupo alquilo
(metilo, etilo, etc.), o el resto de una cadena insaturada (alqueno o alquino), o un grupo
funcional como haluro, alcohol, carboxilo, amida, amina, etc., 0 un grupo aromatico,
por ejemplo, fenilo. El empleo de moléculas aromaéticas para la formaciéon de MAE,
introduce interacciones fuertes molécula/sustrato y molécula/molécula mediadas por los
anillos aromaticos. Ademads, los anillos aromaticos son mas rigidos que las cadenas
alquilicas, por lo que pueden tener un alto impacto sobre la estabilidad de la
estructura.!

Entre las mas estudiadas se encuentran las MAE que derivan de la adsorcion de
alcanotioles sobre la superficie de electrodos de Au(111). Un gran numero de estudios
estructurales prueban que, sobre tales superficies, los alcanotioles forman una monocapa
altamente ordenada y densamente empaquetada®”’ con las cadenas carbonadas orientadas
en paralelo entre si, con una inclinacién de aproximadamente 30° respecto a los 4tomos

de Au subyacentes.’® La estructura formada corresponde a un empaquetamiento
hexagonal representado por (\ 3x\/1§)R30°, donde 30° representa dicho angulo de

inclinacion promedio. La concentracion superficial, I, esperada para este tipo de

estructura sobre superficies de Au(111) es 7,7x107'° mol cm2.>4

L
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Cuando la MAE est4 formada por otro tipo de tioles, la estructura de la misma
depende, entre otros factores, de la longitud del tiol. Por ejemplo, a medida que
disminuye la longitud de la cadena se observa un aumento progresivo en el grado de
desorden en las estructuras, que presentan densidad de empaquetamiento y cubrimiento
superficial cada vez menor.! Ademas, el tamafio de los grupos terminales de los tioles
que conforman la MAE, por ej. -OH, ~NH; o0 —COOH, junto con las interacciones entre
moléculas de tiol vecinas, también juegan un rol clave en el empaquetamiento y
estructura de la MAE resultante.® Cadenas mas cortas de tiol con grupos terminales
voluminosos normalmente forman monocapas menos densas y mas desordenadas.** La
reproducibilidad de estos resultados depende ademas de la cristalinidad del electrodo de
Au.’ Los electrodos monocristalinos presentan un determinado plano en contacto con la
solucién, como por ejemplo (100), (110) o (111), los que se caracterizan por constituir
superficies lisas y uniformes. Los electrodos policristalinos, por su parte, consisten en
una variedad de dominios pequefios de diferentes caras y bordes cristalinos expuestos a
la solucion. La superficie se compone de una capa continua de islas contiguas o granos
de metal que pueden variar en tamafio y forma.® Cada cara presenta propiedades
diferentes, por lo que el comportamiento de un electrodo policristalino representa un
promedio que corresponde a los diferentes sitios y planos cristalinos.*?

Una MAE de tioles formada sobre superficies policristalinas puede presentar dos

. r e 6,45,46
regiones caracteristicas: una densamente empaquetada A3

y otra en la que existen
defectos. Entre los defectos se incluyen (Figura 2):

a) bordes de grano: regiones de la MAE que presentan diferentes orientaciones sobre
granos adyacentes,”*’ b) bordes de dominios: incluyen diferencias en la inclinacion,
rotacion y defectos por reclinacion de las moléculas de tiol en los limites entre dominios
diferentes de la MAE,***® ¢) islas vacantes: regiones de la MAE desplazadas en altura
por el diametro atdbmico del metal empleado como sustrato, respecto de las regiones que
la rodean,* d) sitios colapsados: zonas de la MAE de menor espesor como resultado de
un mayor angulo de inclinacion de las moléculas de tiol por encontrarse cerca de otros

50,51

defectos o en los limites de dominios con orientaciones diferentes, e) huecos:

superficies de sustrato expuestas a la solucion,*” f) defectos estructurales en la superficie

.. . 47
del sustrato: defectos causados por las variaciones en la superficie.*
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defectos estructurales

bordesde  sitios 1slas bordes en la superficie

domumuios  colapsados vacantes de grano lnllecos
1 1 1

Figura 2. Representacion esquemadatica de algunos de los defectos encontrados

en MAE formadas sobre sustratos policristalinos. (Adaptada de Ref. 6).

La presencia de huecos en una MAE permite el acceso de los electrolitos y de la
cupla redox hasta la superficie del electrodo. Estos huecos pueden ser el resultado de la
adsorcién imperfecta del tiol en la superficie de Au durante la etapa de autoensamblado
y/o de la pérdida posterior del tiol durante el enjuague, almacenamiento o uso.>?

La alta afinidad de los tioles por los metales hace posible la formacién de
superficies orgénﬁcas con funcionalidades quimicas ftiles y altamente versdtiles,
expuestas a la interface. Los grupos terminales propios de los tioles le confieren a la
MAE determinadas propiedades superficiales que, a su vez, pueden ser adaptadas

facilmente para diversos fines, cambiando la naturaleza quimica de los mismos.”?

1.1.2. Métodos de preparacion de monocapas autoensambladas de tioles

Antes de l]evar a cabo la modificacion propiamente dicha, la superficie del
electrodo es pre-tratada de manera tal de obtener resultados reproducibles. Los
procedimientos pueden ser mecanicos, quimicos o electroquimicos, preparando asi la

superficie para los pasos de modificacién subsiguientes.'>*
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Las MAE de tioles pueden ser preparadas de las siguientes maneras:

a) por adsorcion espontdnea desde una fase vapor: por deposicién en ultra alto vacio
(UHV)®*** o a presion ambiente a altas temperaturas, pudiendo obtenerse asi
monocapas densamente empaquetadas.’

b) por adsorcion espontanea desde una fase liquida: es uno de los métodos mas
utilizados, consiste en la inmersién del sustrato en soluciones etandlicas o acuosas
del tiol, usualmente 10™-10> M, durante un determinado tiempo, denominado tiempo
de modificacion (tmed), que puede variar de segundos a dias.*-*

¢) por electrodeposicion: aplicando un potencial al sustrato que se encuentra en contacto
con la solucién de tiol.*® El control potenciostatico permite la produccion de
electrodos modificados de una manera facil y altamente reproducible,” por lo que
representa una estrategia poderosa. La cantidad de tiol depositada es una funcién del
tiempo en el que se mantiene el potencial de deposicién.'?®

El proceso de adsorcidn consta de dos etapas diferentes. La primera se produce
de manera espontanea, como resultado de la afinidad del S por la superficie de Au, lo
que conduce a la formacién de una capa desordenada. La segunda etapa, de
ordenamiento, se da en una escala de tiempo mayor y es impulsada por las interacciones
entre los grupos espaciadores y terminales de las moléculas.’

La reaccién propuesta para la formacion de la especie Au-tiolato es:>**

RSH +Au & RS Au+e +H* 1)

donde R puede ser una cadena carbonada o un grupo aromatico, que a su vez contenga o
no grupos terminales.
La estructura en si de la MAE depende de factores tales como: el pre-

. ’ e sz )
tratamiento’’ y morfologia del sustrato, el solvente de deposicion,’® la concentracion’ y

9 7,60

pureza del tiol, la temperatura,” el tiempo de inmersién o de modificacion” y la

longitud de la cadena."%¢!
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1.1.3. Transferencia electrénica sobre electrodos modificados con monocapas

autoensambladas

Existen tres procesos diferentes por los cuales puede ocurrir la transferencia
electrénica a través de una MAE: (i) efecto tinel de electrones en dominios libre de
huecos (Figura 3 A); (ii) permeabilidad y difusion de las especies redox a través de la
MAE (membrana), seguido por la transferencia electronica sobre la superficie del
electrodo (Figura 3 B); (iii) difusion de las especies redox en los sitios donde la MAE
presenta huecos y/o defectos, produciéndose la transferencia electrénica sobre la

superficie del electrodo (Figura 3 C).®

A
e | —a O efecto tunel
\/\/VH'(H I R de electrones
| B
N _4 O membrana
eam— | » R
C
_ / O
€ J— - /
| @ . < huecos
| \ R

Figura 3. Representacion esquemdtica de diferentes modelos para la
descripcion del proceso de transferencia electronica a través de una MAE, con O/R
como sistema redox soluble. Modelo de (A) efecto tunel de electrones, (B) membrana y

(C) huecos. (AdaptLda de Ref. 62).

9
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Por otro lado, cuando los tioles que constituyen la superficie modificada tienen
grupos funcionales terminales, la distancia entre los 4tomos de S unidos a la superficie
del electrodo es mayor, con lo que permiten la permeabilidad no s6lo de moléculas de
agua, sino también de otras moléculas o iones a través de la MAE.® Es de esperar que
la presencia de grupos terminales voluminosos permita la formacion de MAE menos
organizadas, mas aun cuando se trate de cadenas carbonadas de tiol de longitud corta.

El funcionamiento global del sistema se encuentra determinado por la
interrelacion de los distintos procesos. La forma de los voltamperogramas ciclicos,
obtenidos a partir de superficies de electrodos modificadas, depende del orden
estructural y del espesor de la MAE, asi como también de una serie de variables entre
las que se encuentran el tamafio y la naturaleza quimica de la prueba redox y el solvente
del medio, y la interacciéon de la prueba redox con los grupos terminales de la

monocapa. 53

1.1.4. Técnicas de caracterizacion de monocapas autoensambladas

La caracterizacion de los electrodos modificados puede llevarse a cabo mediante
métodos electroquimicos, espectroscOpicos y microscopicos. Entre los métodos
electroquimicos, se utilizan, por ej., voltamperometria ciclica y espectroscopia de
impedancia electroquimica y, entre los no electroquimicos, espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (FTIR), elipsometria, resonancia de plasmén superficial,
espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS), microscopia de efecto tunel (STM),
microscopia de fuerza atdbmica (AFM), microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) y
angulo de contacto.’**

Mediante este tipo de técnicas es posible determinar, entre otras caracteristicas
de las MAE, la concentracion y el cubrimiento superficial del tiol, la densidad de
empaquetamiento, la resistencia a la transferencia de carga, la composicién elemental, el
estado de organizacion y el espesor de la MAE. La combinacién de las diferentes
técnicas de caracterizacion no sélo es Util para conocer las caracteristicas que presentan

estas superficies, sino también como base para implementar estrategias de modificacion

que conduzcan al perfeccionamiento de tales estructuras.

10
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1.2. ANTIOXIDANTES NATURALES

La denominacion “antioxidantes” comprende sustancias con estructuras
quimicas y mecanismos de accion muy variados, capaces de inhibir o retardar la
oxidacion en sistemas biologicos.*%*

El uso empirico de los compuestos naturales como antioxidantes es muy antiguo.
La popularidad del ahumado y el especiado como métodos caseros para la preservacion
de la carne, el pescado y otros alimentos ricos en grasas puede deberse, al menos en
parte, al conocimiento de que estos tratamientos poseen un efecto de retardo sobre el
proceso de rancidez.®® Es muy dificil intentar definir los antioxidantes naturales pero, en
general, el término se refiere a aquellas sustancias que se presentan o pueden ser
extraidas de los tejidos de las plantas y de los animales y a aquellos que se forman
durante el cocinado o el procesado de compuestos alimenticios de origen vegetal o
animal. Los antioxidantes naturales se encuentran presentes en practicamente todas las
plantas, microorganismos, hongos e incluso en los tejidos animales. La mayoria son
compuestos fendlicos, entre los cuales los grupos principales son los tocoferoles, los
acidos fendlicos y los flavonoides.®” Ademas, los productos naturales se presentan como
sustancias mas saludables y seguras, siendo una alternativa frente al uso de
antioxidantes sintéticos ya que estudios toxicologicos alertan sobre el prolongado
periodo de uso de los mismos.%

Los flavonoides son los ingredientes nutracéuticos mas activos en las plantas. El
término “nutracéutico” se define como “un alimento o partes de alimentos que proveen
beneficios médicos o para la salud, incluyendo la prevencion y el tratamiento de
enfermedades”. Puede tratarse de nutrientes aislados, suplementos dietarios, alimentos
genéticamente modificados, productos a base de hierbas y productos procesados, como

cereales, sopas y bebidas.®®

I
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1.2.1. Flavonoides

1.2.1.1. Estructura y clasificacién

Los flavonoides son un gran grupo de sustancias fenolicas de origen vegetal que
se caracterizan por poseer un esqueleto carbonado del tipo Cs—C3—Cs. La estructura
basica de estos compuestos consiste en dos anillos arométicos unidos por una cadena
alifatica de tres atomos de carbono®’ que, habitualmente, ha sido condensada para
formar un pirano o, menos frecuentemente, un furano. La cantidad y posicion de los
grupos —OH en los flavonoides afectan su comportamiento electroquimico. La

estructura basica y el sistema de numeracién se muestran en la Figura 4.

Figura 4. Estructura base de los flavonoides y sistema de numeracion.

Estas sustancias se encuentran en todos los tejidos de las plantas superiores y
pueden dividirse en diferentes grupos, de acuerdo a como varia su estructura basica
(Figura 5), incluyendo las flavonas, los flavonoles, las flavononas y las chalconas. Las
flavonas y los flavonoles se encuentran en practicamente cualquier tipo de planta,
especialmente en hojas y pétalos, siendo las flavonas las mas habituales. Algunos
ejemplos de compuestos flavonoides son la apigenina, la crisina, la luteolina, la
datiscetina, la quercetina, la miricetina, la morina y el kaempferol. Aproximadamente el
90% de los flavonoides presentes en las plantas se encuentran como derivados
glucosidicos, sin embargo, las agliconas son mas activas sobre la oxidaciéon en

productos en masa y en bicapas de fosfolipidos.®
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CHALCONAS FLAVONAS

O
®
‘ IOH

O FLAVANONAS
FLAVONOLES

O:: vy~

#’LA\'A.\’ONOLES ANTOCIANIDINAS

Figura 5. Estructuras bdsicas de algunas clases de flavonoides.

1.2.1.2. Distribucién en la naturaleza y acciéon antioxidante

Los flavonoides representan una clase importante de compuestos polifendlicos
de origen natural. En la ecologia de las plantas juegan un rol fundamental ya que son
responsables del color en las frutas y vegetales, actian como atrayentes de insectos
polinizadores, como catalizadores en la fotosintesis y estdn involucrados en la

proteccién contra la invasién microbiana.®
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Al formar parte de las plantas, los flavonoides son componentes importantes de
la dieta alimentaria humana.”® Las principales fuentes son las verduras, frutas, cereales y
bebidas como el té, jugos y vino.

Los beneficios producidos por los flavonoides han sido relacionados con su
actividad antioxidante, debido a la presencia de grupos oxhidrilo en su estructura, ya
que existe considerable evidencia “in vitro” del efecto causado por los flavonoides
incluidos en la ingesta natural. El consumo habitual de estos compuestos en la dieta
reduce el riesgo de sufrir trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad de
Parkinson, Alzheimer y accidente cerebro vascular.”' Ademas, los flavonoides muestran
propiedades anticancerigenas, antivirales y antiinflamatorias, como consecuencia de su
afinidad por las proteinas y sus propiedades antioxidantes,”> asi como también otros
efectos bioldgicos, como por ejemplo, antibacteriano, vasodilatador, antialérgico,
antimutagénico y antiisquémico.”®"*76

El creciente interés en el estudio de estas sustancias ha sido estimulado por sus
potenciales beneficios para la salud. En este sentido, la investigacion en el uso de
medicamentos a base de flavonoides para la prevencion y terapia de enfermedades
mediadas por radicales libres (por ejemplo, aterosclerosis, isquemia, degeneracion
neuronal, enfermedades cardiovasculares) y otras enfermedades humanas, ha cobrado
gran importancia.”’”’”? Se ha comprobado que flavonoles como la quercetina, la rutina, la
gosipetina y la fisetina inhiben “in vivo” la oxidacién de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), con lo cual podrian tener un rol importante en prevenir la
aterosclerosis.®

Numerosos flavonoides son utilizados actualmente por los laboratorios
farmacéuticos en la elaboracion de medicamentos de gran actividad biolégica, entre los
que se pueden mencionar aquellos utilizados para la prevencion de la fragilidad capilar
(antocianinas), vasodilatadores periféricos (biflavonoides), anticancerigenos (flavonoles
como la quercetina), antivirésicos (antocianinas, quercetina, rutina, leuco-antocianinas,
apigenina), prevencion de osteoporosis (flavonas), antihemorragicos (quercetina,
flavonoles en general), antioxidantes (flavanonas, quercetina, taxifolina) inhibidores

Sl rge . .. . . 80
enzimaticos (quercetina, kaempferol, miricetina y fisetina).

14



Capitulo 1

Las propiedades de esta familia de compuestos naturales generan un interés
especial en cuanto al desarrollo de nuevos métodos analiticos para su separacion,
identificacion y cuantificacion.

Del amplio grupo de flavonoides, en esta tesis se estudiaron particularmente
fisetina y quercetina. Fisetina o 3,7,37,4" tetrahidroxiflavona (FIS) es abundante en las
frutillas y también se encuentra en otras frutas y vegetales.®' ** En los ultimos afios se ha
centrado la atencion en FIS como medicamento multi-funcional, ya que cuenta con un
amplio espectro de actividades biol6gicas. En particular, FIS causa apoptosis en células
cancerigenas,® suprime los procesos inflamatorios en los mastocitos humanos,® inhibe
la agregacion plaquetaria inducida por trombina y catepsina G,% actua como eliminador
de radicales libres,*’ produce la inactivacion de las enzimas proteina kinasa C y
proteinasa HIV-1, indispensables para el proceso de desarrollo del virus del HIV,%®
inhibe la glicosilacion no enzimatica de la hemoglobina,® y puede mejorar la memoria a
largo plazo,” siendo eficaz en ¢l tratamiento de pacientes con desordenes de memoria®'
gracias a su capacidad para intervenir en cada uno de los factores responsables de los
déficits de las funciones cerebrales relacionados con la edad.”

Por su parte, quercetina o 3,5,7,3",4" pentahidroxiflavona (QUER) es el
flavonoide mas abundante en productos de la dieta alimentaria humana y ha sido
ampliamente investigado.” Se encuentra, por ejemplo, en cebollas, manzanas, frutillas,
brocoli, t€ y vino tinto. En la actualidad QUER es ampliamente utilizada en la

fabricacion de formulaciones farmacéuticas debido a sus conocidas propiedades.

Las estructuras quimicas de FIS y QUER se muestran en la Figura 6.

OH

Figura 6. Estructuras quimicas de los flavonoides a) fisetina y b) quercetina.
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Como puede apreciarse, la unica diferencia estructural entre ambos flavonoides
consiste en el grupo oxhidrilo en la posicion 5 del anillo A, el cual esta presente sélo en
QUER (ver Figura 4).

1.2.1.3. Analisis de flavonoides

En general, los métodos desarrollados hasta el momento para la cuantificacion
de flavonoides en diferentes matrices han sido cromatograficos.”**® Principalmente, se
ha utilizado HPLC con distintos tipos de deteccién, como espectrofotometria UV-visible
y masa. Para la determinacién de rutina, catequina y epicatequina se ha desarrollado un
método de HPLC con deteccion electroquimica.’® En cuanto a los métodos
electroanaliticos desarrollados hasta el momento, se encuentra la voltamperometria de
“stripping” adsortiva acoplada a un sistema de inyecciéon de flujo, utilizando un
electrodo de pasta de carbono.” Este método se aplicé para la determinacion simultinea
de 12 flavonoides, entre ellos: QUER, FIS, morina y rutina. Por otro lado, se determiné
quercetina mediante voltamperometria de pulso diferencial, empleando nanotubos de
carbono modificados con parafina.'® También se ha desarrollado un biosensor basado
en enzimas peroxidasas inmovilizadas sobre kitosano entrecruzado quimicamente con
epiclorohidrina, incorporado a la pasta de carbono, para la determinacion de rutina.'®!

A pesar de que se han desarrollado algunos métodos electroanaliticos
alternativos a los cromatograficos para la determinacion de flavonoides, los estudios
realizados sobre el comportamiento electroquimico basico de estas sustancias son
escasos y en muchos casos contradictorios.'®*"'% Hodnick y col.'® estudiaron el
comportamiento electroquimico de varios flavonoides y encontraron que FIS en el
medio formado por DMSO y solucién reguladora de pH 7 sobre electrodos de carbono
vitreo (CV) se oxida mediante un proceso complejo, correspondiendo la descarga
principal a un proceso reversible que involucra dos electrones y dos protones. Por otra
parte, Hendrickson y col.'®!* estudiaron el comportamiento electroquimico de QUER,
luteolina y FIS en soluciones alcohdlicas sobre €l mismo electrodo. Ellos también
encontraron que todos los flavonoides que poseen en el anillo B un grupo catecol, como

FIS y QUER, presentan un mecanismo complejo, donde la primera onda de oxidacion
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corresponde a un proceso reversible que involucra 2e” y 2H'. El primer pico de
oxidacién de todos los flavonoides con un grupo catecol en el anillo B muestra un
comportamiento que puede ser descripto como un proceso reversible o cuasi-reversible
que involucra 2¢” y 2H".*'%1% por otro lado, Timbola y col. '% discrepan con la
interpretacion dada por otros autores acerca de la naturaleza de los picos de oxidacion
que tienen lugar a potenciales mas positivos que el primero, cuando se estudia el
intervalo de potencial completo.

Recientemente, Markovic y col.* realizaron un estudio teérico y experimental
relacionado con la actividad antioxidante de FIS, donde emplearon la voltamperometria
ciclica para obtener el valor del potencial redox de FIS a diferentes pH sobre electrodos

de carbono vitreo.
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2.1. INTRODUCCION

La electroquimica estudia los cambios quimicos causados por el pasaje de una
corriente eléctrica en una interface o la produccién de una corriente eléctrica por
reacciones quimicas. La transferencia de carga puede ser homogénea, cuando ocurre en
el seno de la solucidén, o heterogénea, cuando se produce sobre la superficie de un
electrodo. Para mantener la electroneutralidad del sistema deben ocurrir
simultineamente, al menos, dos hemi-reacciones de transferencia de carga en
direcciones opuestas. En el caso de una transferencia de carga heterogénea, estas hemi-

reacciones ocurren en electrodos diferentes.

2.2. NATURALEZA DE LAS REACCIONES DE ELECTRODO

Las reacciones de electrodo o heterogéneas pueden ocurrir en una region
interfacial, usualmente formada entre un material metalico o no metalico, conductor o
semi-conductor, y una solucion electrolitica conductora. En la region interfacial existe
una distribucién de cargas que difiere de la del seno de la soluciéon y, como
consecuencia, tienen lugar distintos procesos fisicoquimicos. En general, estos procesos
pueden clasificarse como faradaicos y no faradaicos.*> Los primeros comprenden a
aquellos donde ocurre transferencia de carga a través de la interface, la que causa la
oxidacion o reduccién segun el sentido en que fluyan los electrones. Estos procesos son
denominados faradaicos porque estan gobernados por la ley de Faraday, que establece
que la magnitud del cambio quimico causado por el flujo de corriente es proporcional a
la cantidad de carga que atraviesa la interface.

Por otra parte, se denominan no faradaicos a aquellos procesos que transcurren
sin transferencia de carga a través de la interface. Estos procesos, tales como la
adsorcién y/o desorcion de especies, solvente, etc., cambian la estructura de la interface
electrodo/solucion a medida que cambia el potencial de electrodo o la composicion de la
solucion. En general, los procesos no faradaicos estdn asociados a corrientes
capacitivas, de adsorcién, o relacionadas con fenémenos de superficie

(pseudocapacitivas).*?
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Cuando ocurre una reaccion de transferencia de carga en la interface pueden
presentarse simultdneamente ambos procesos. En general, los procesos faradaicos son
los de mayor interés en estudios electroquimicos. Sin embargo, los efectos de los
procesos no faradaicos deben tenerse en cuenta en el andlisis de los datos
electroquimicos si se desea obtener informacidén correcta acerca de la transferencia de
carga.

El electrodo puede actuar como fuente (reduccién) o como drenaje (oxidacion)
de los electrones transferidos hacia o desde las especies en solucion. Para que la
transferencia electronica ocurra, debe existir una correspondencia entre los niveles de
energia de los orbitales electronicos del dador y aceptor, respectivamente. En un
electrodo metélico, importa el nivel de energia del orbital mds alto ocupado,
denominado nivel de energia de Fermi, y en las especies solubles, es simplemente el
nivel de energia del orbital de valencia. Para lograr tal correspondencia, el nivel de
energia de Fermi es modificado haciendo que el potencial del electrodo sea
suficientemente negativo (reduccidn) o positivo (oxidacion).

Los valores de los potenciales pueden ser ajustados externamente. Asi, es

posible controlar el camino y la extension de una reaccion de electrodo.

2.3. CELDAS ELECTROQUIMICAS Y POTENCIALES DE CELDA

Una de las fases que contribuye a la interface de interés es una solucion
electrolitica, a través de la cual la carga es transportada por el movimiento de los iones.
Los electrolitos pueden ser soluciones liquidas, sales fundidas o sdlidos idnicos
conductores. La segunda fase es un electrodo, donde la carga es transportada por el
movimiento electronico. Los electrodos son materiales conductores o semiconductores,
que pueden ser solidos, por ejemplo, platino, niquel, oro, carbono en sus diferentes
estados cristalinos, etc., o liquidos, como el mercurio (este Gltimo ya casi no se utiliza
debido a su elevada toxicidad).

En la mayoria de los experimentos electroquimicos, el interés esta centrado en
los eventos que pueden ocurrir en una sola interface. Sin embargo, no se puede estudiar

experimentalmente una interface aislada pero si un conjunto de interfaces, las cuales
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constituyen las llamadas celdas electroquimicas. Estos sistemas estdn compuestos por,
al menos, dos electrodos, separados por una solucién electrolitica.

En general existe una diferencia de potencial medible entre los electrodos, con o
sin circulacion de cargas. Esta diferencia es la resultante del conjunto de todas las
diferencias de potencial eléctrico, atribuidas a la distribucion de cargas de cada una de
las interfaces existentes.

La magnitud de la diferencia de potencial en una interface, afecta a las energias
relativas de los portadores de carga en las dos fases, por lo tanto, controla la direccion
de la transferencia de carga. De este modo, la medida y el control de los potenciales de
celda (la diferencia de potencial entre los electrodos de una celda) es uno de los
aspectos mas importantes de la electroquimica experimental.

La reaccion electroquimica total que tiene lugar en una celda puede ser dividida
en dos hemi-reacciones independientes, que deben describir los cambios quimicos
reales que se producen en los dos electrodos. Cada hemi-reaccion responde a la
diferencia de potencial interfacial para el electrodo correspondiente. En la mayoria de
los casos, es de interés una de estas hemi-reacciones; el electrodo donde ocurre dicha
hemi-reaccion se denomina electrodo de trabajo o indicador. Dado que no es posible
evaluar experimentalmente la diferencia de potencial de wuna interface
electrodo/solucion aislada, ya que sélo es medible la diferencia de potencial entre dos
conductores electronicos, los potenciales de electrodo de las hemi-reacciones son
referidos al potencial de un electrodo de referencia o patrén. Este electrodo trabaja con
una hemi-reaccion en condiciones normalizadas, de manera que su potencial se
mantiene constante. Luego, es posible asignar valores al potencial del electrodo de
trabajo, en una escala cuyo cero es el valor de potencial del electrodo de referencia.
Como ejemplo de este tipo de electrodo se puede citar al electrodo normal de hidrogeno
(ENH):

Pt/Hxa=1)/H'@a=1) T =298 K

donde las barras ’separan las distintas fases que componen el electrodo, y entre

paréntesis se indican las actividades (a) correspondientes.
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Todos los potenciales electroquimicos se tabulan con respecto al ENH, cuyo
potencial absoluto se define como cero.

Por razones practicas, normalmente se utilizan como electrodos de referencia
interfaces cuasi-idealmente no polarizables,* diferentes del electrodo normal de
hidrégeno. Los mas utilizados son el electrodo de plata/cloruro de plata y el electrodo

de calomel saturado (ECS), este ultimo se representa por:lO9

Hg(1) / Hg,Cly(s) / KCl(saturado en agua) E)ys =0,242 V vs ENH

Dado que es un sistema no polarizable dentro de ciertos limites, su potencial es
fijo y, por lo tanto, cualquier cambio en el potencial de la celda serd atribuible al
electrodo de trabajo. Cuando éste alcanza potenciales mas negativos, la energia de los
electrones aumenta, y, eventualmente, pueden alcanzar niveles suficientes como para
ocupar estados vacantes de mayor energia que las correspondientes a las especies en el
electrolito. En este caso existirda un flujo de electrones desde el electrodo hacia la
solucion, dando lugar a una corriente de reduccion. Por el contrario, si la energia de los
electrones es disminuida por imposicion de un potencial mas positivo en el electrodo de
trabajo, es posible que los electrones del soluto en el electrolito encuentren un campo de
energia potencial mas favorable sobre el electrodo, provocando su transferencia. De esta
manera, se genera un flujo de electrones desde la solucion hacia el electrodo generando
una corriente de oxidacion. El potencial caracteristico de estos procesos redox esta
relacionado al potencial estandar, E°, que tiene un valor determinado para cada especie

electroactiva.

2.4. VARIABLES ASOCIADAS A UN SISTEMA ELECTROQUIMICO

La investigacion del comportamiento electroquimico de un dado sistema, por lo
general, se realiza manteniendo constantes ciertas variables de la celda electroquimica y
observando ¢cdmo varian las restantes en funcién de los cambios de ciertos paré.metros,43

como se indica en la Figura 7.
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Variables de
transferencia de masa Variables externas

*Modo (difusion, conveccion, etc) sTemperatura (T)
*Concentraciones superficiales *Presion (P)
~Adsorcion ~Tiempo (1)

Variables del electrodo Variables eléctricas

*Material *Potencial (£)

*Area superficial «Corriente (/)

«Geometria ~Carga (Q)

«Condiciones de superficie

Variables de la solucién

Concentracion de las especies electroactivas
«Concentracion de electrolitos. pH, etc.
*Solventes

Figura 7. Variables que afectan la velocidad de una reaccion de electrodo. A:
fuente de potencial, B: microamperimetro, C: electrodos, D: solucion electrolitica.

(Adaptada de Ref. 43).

Las perturbaciones de un sistema redox en equilibrio, o en estado estacionario,
generalmente son realizadas con ciertas funciones aplicadas a la celda electroquimica.
Por ejemplo: un salto de potencial impuesto al electrodo de trabajo, puede implicar el

seguimiento de la corriente o la carga en funcidn del tiempo.

2.5. REVERSIBILIDAD EN PROCESOS ELECTROQUIMICOS

Dado que en electroquimica se utilizan frecuentemente los términos reversible e
irreversible aplicados a algin proceso de electrodo, su interpretacion puede ser
ambigua. Por lo tanto, a continuacion, se realiza una descripcion breve sobre los

conceptos de reversibilidad:

25



Fundamentos tedricos Capitulo 2

a) Reversibilidad quimica

Si se supone el siguiente proceso de reduccion en la superficie de un electrodo:

O+ne- >R 2)

cuando se produce un flujo de electrones inverso al descripto, el fendmeno que ocurre

es exactamente opuesto al anterior:

R—>O+ne” 3)

por lo tanto, se dice que el proceso de electrodo es quimicamente reversible.

b) Reversibilidad termodindmica

Un proceso es termodinamicamente reversible cuando un cambio infinitesimal
en su fuerza directriz hace que el proceso progrese en esa direccion. Un cambio
reversible entre dos estados presupone una serie continua de estados de equilibrio, cuya
sucesion involucra un intervalo de tiempo infinito. Cabe aclarar que si un proceso
electroquimico es quimicamente reversible, puede o no, ser reversible en sentido

termodinamico.

¢) Reversibilidad practica

Dado que los procesos reales ocurren a velocidades finitas, éstos no pueden ser
descriptos como reversibles en el sentido estricto de la termodindmica. Sin embargo, los
procesos electroquimicos pueden ocurrir en tiempos adecuados, de manera que las
ecuaciones termodindmicas puedan ser aplicadas con bastante exactitud; bajo esas
circunstancias, dichos procesos son llamados reversibles en un sentido practico. Estos

procesos cumplen con la ecuacion de Nernst o alguna forma derivada de ella:

E=Eg+ 23R 1o, o @
nF a.
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donde R es la constante universal de los gases, T es la temperatura en grados Kelvin, n
es el namero de electrones transferidos en la reaccion, F es la constante de Faraday y

a, y a, son las actividades de las formas oxidada y reducida, respectivamente, de la

cupla:

!
rR& 0?+ne’ (5)
mientras que r y o representan los coeficientes estequiométricos y n el nimero de
electrones intercambiados.
Generalmente, resulta complicado trabajar con actividades para evaluar los
potenciales de las hemi-reacciones, debido a que los coeficientes de actividad (y) casi

siempre son desconocidos. Una manera de evitar este inconveniente es trabajar con el

potencial formal, E?, que se define como el potencial de la hemi-reaccion (medido vs

ENH) cuando los y de las especies O y R son constantes. Para ello, la concentracién de

las otras sustancias presentes en el medio deben estar en exceso respecto de las

concentraciones de O y R. De esta manera, el E; queda definido como:

253RT 10g }/() (6)
nF Yk

E}=E°+

Asi, la ecuacion de Nernst puede escribirse nuevamente como:

3RT ., ¢,
E=E)+2""" log° 7
! nF & Cr (7

2.6. FACTORES QUE AFECTAN LA VELOCIDAD DE LA REACCION DE
ELECTRODO

Consideremos nuevamente la reaccion de electrodo expresada en la ec. 5. Esta

reaccion estd compuesta por una serie de etapas que causan la conversion de la especie
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reducida disuelta, R, a la forma oxidada, O, también en solucion. Esta serie de etapas

gobierna la velocidad del proceso de electrodo y, en consecuencia, la corriente

eléctrica.®? Las etapas pueden resumirse en:

- Procesos de transporte de materia desde el seno de la solucién hacia la superficie del
electrodo y viceversa.

- Reacciones de transferencia de carga heterogéneas.

- Reacciones quimicas precedentes o posteriores a la transferencia electronica.

- Otras reacciones de superficie tales como adsorcion, desorcion o cristalizacion

(electrodeposicion).

Los procesos mds simples involucran Unicamente transferencia de masa de un
reactivo al electrodo (etapa 1) y transferencia de carga heterogénea, no involucrando
especies adsorbidas (etapa 2), y posterior transferencia de masa del producto hacia el
seno de la solucion.

Cualquiera de estas etapas puede controlar la velocidad del proceso global de
electrodo. Si la velocidad esta determinada por la transferencia de materia entre el seno
de la solucion y el electrodo, se dice que la reaccion esté controlada por difusién cuando
la migracidn y conveccién se minimizan, como se discute mas adelante.

Por otro lado, si la etapa determinante de la velocidad de la reaccién global es la
transferencia de carga, se dice que el proceso tiene control activado.

Dependiendo de la escala de tiempo en que se realice el experimento, es posible
estudiar ambos procesos separadamente y determinar los parametros caracteristicos de

cada uno de ellos.

2.7. MODOS DE TRANSFERENCIA DE MASA

Existen tres mecanismos distintos por medio de los cuales los solutos pueden
moverse a través de la solucion. Ellos son difusién, migracién y conveccion. Cada

mecanismo estd asociado a un gradiente de una propiedad particular:'*

28




Capitulo 2 Fundamentos tedricos

- Difusion: es el movimiento espontaneo de los iones o moléculas neutras bajo la
influencia de un gradiente de actividad o concentracion, desde las regiones de méas

alta a las de mas baja concentracion.

- Migracion: es un mecanismo de transporte que se observa solamente en solutos
ionicos y ocurre como consecuencia de la fuerza que experimenta el ion cuando es

sometido a un campo eléctrico.

- Conveccion: en este mecanismo de transporte el soluto se mueve en virtud del
movimiento que sufre la solucion. Es posible distinguir dos tipos de conveccion:
forzada y natural. En el primer caso, la misma puede resultar de la agitacion de la
solucion, la rotacion del electrodo, la utilizacién de celdas de flujo, etc. y se controla
experimentalmente. La conveccion natural, en general no deseada, surge como
consecuencia de gradientes de densidad causados a su vez por gradientes de
temperatura o concentracion. Los experimentos electroquimicos generalmente son

disefiados de manera tal de minimizar la conveccién natural.

2.8. TECNICAS ELECTROQUIMICAS EMPLEADAS

La implementacion de las distintas técnicas electroquimicas implica, desde un

punto de vista eléctrico, el manejo de las tres variables principales: potencial (F),

corriente (/) y tiempo (t). Siempre que se condicione una, las otras quedan como grado

de libertad y evolucionan segun las caracteristicas del sistema electroquimico en

estudio. Segin la dependencia con el tiempo, los procesos electroquimicos pueden ser
clasificados en dos grandes grupos:*

- Experimentos en condicion de estado estacionario: son aquellos que generan

una unica relacion /I-E, que no involucra la frecuencia o el tiempo. Una caracteristica

de tales experimentos es su independencia con los detalles de la técnica

experimental. Un experimento estacionario puede o no implicar un estado de
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equilibrio, mientras que lo contrario se cumple: un experimento en equilibrio implica
necesariamente un estado estacionario.

- Experimentos en condicion de estado no estacionario: en general, es posible
aplicar a un sistema en equilibrio o en estado estacionario un estimulo o perturbacién
adecuada durante un cierto tiempo. Segin sea la naturaleza y duracién de la
perturbacion, el sistema retorna al equilibrio o evoluciona a un nuevo estado
estacionario. La perturbacién puede ser una funcién periddica, donde la I y el E
varian periddicamente con el tiempo a una dada frecuencia impuesta (por ejemplo, la
voltamperometria de corriente alterna), o puede tratarse de un experimento de
transitorio, donde la 7/ y el E varian con el tiempo en una forma no repetitiva (por
ejemplo, las voltamperometrias de saltos, pulsos, barrido lineal, ciclico y tipo
escalera). Generalmente, uno de los dos parametros eléctricos (I o E) sigue alguna de

las variaciones mencionadas y se registra el otro en funcion del tiempo.

Como se describio en cada punto, estas técnicas involucran el control del

potencial del electrodo (o de la corriente) como variable independiente. En estos

métodos, los solutos en la solucion sufren oxidacién o reduccion en la superficie del

electrodo, generando una / medida (o controlada). La respuesta depende de la

reactividad de los solutos, medida por un potencial caracteristico de oxidaciéon o

reduccion, de la velocidad de transferencia de masa del soluto entre la solucion y el

electrodo, y de los parametros de activacion de la transferencia de carga.

Dependiendo del tipo de control eléctrico que se ejerza sobre el sistema, estas

técnicas electroquimicas se clasifican en:

- Potenciostdticas: son aquellas en las que se controla el potencial, aplicando una
perturbacion segun una funcion perfectamente conocida en el tiempo, caracteristica
de cada técnica, siendo la / la variable independiente.

- Galvanostdticas: son aquellas en las que se controla la corriente, y el potencial

es la variable independiente.

En la Figura 8 se muestra un diagrama de bloques del circuito basico usado en

estas técnicas.”
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[ Generador de funciones}

[ Potenciostato H Registrador}

| Ll

CE ER

Figura ﬁ Circuito bdasico utilizado en las técnicas electroquimicas.

ET = electrodo de'trabajo, CE = contaelectrodo, ER = electrodo de referencia.

El generador de funciones es el instrumento que suministra el programa de
potencial. La sefial producida se transmite al potenciostato, que cumple la funcién de
imponer al electrodo de trabajo algin valor de potencial para mantener una diferencia
de potencial constante respecto al electrodo de referencia. La respuesta en corriente del
sistema electroquimico a la perturbacion de potencial impuesta se registra en funcion
del tiempo mediante un osciloscopio o registrador adecuado.*

A continuacion se describen las técnicas electroquimicas utilizadas en este
trabajo: voltamperometrias ciclica (VC), de convolucién y de onda cuadrada (VOC) y

espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE).

2.8.1. Técnicas voltamperométricas

El objetivo de un experimento voltamperométrico es establecer la dependencia
entre el potencial y la corriente faradaica debida a alguna reaccion de electrodo de
interés. Por lo tanto, las corrientes capacitivas y/o pequefias corrientes faradaicas
debidas a impurezas dificiles de eliminar, deben sustraerse de las corrientes medidas.
Un procedimiento normalmente utilizado es la sustraccion del “blanco” de la solucién.

El “blanco™ es un voltamperograma registrado bajo condiciones idénticas a las de la
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solucién, pero en ausencia de la especie electroactiva de interés. Luego, por sustraccion
del segundo al primero, es posible eliminar los efectos indeseables.''°

La voltamperometria es muy utilizada, principalmente, como herramienta para la
dilucidacion de los mecanismos de reaccion de los procesos electroquimicos, procesos
de adsorcion sobre superficies, mecanismos de transferencia de electrones en superficies
de electrodos quimicamente modificados y para medir la concentracién de las especies
quimicas presentes en solucion.

Las técnicas voltamperométricas se distinguen entre si segtn el tipo de variacion

de potencial aplicado al electrodo de trabajo.

2.8.1.1. Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica (VC) es la técnica mas ampliamente utilizada para
la adquisicion de informacion cualitativa acerca de las reacciones electroquimicas, ya
que provee rapidamente informacién sobre la termodinamica de los procesos redox, la
cinética de las reacciones de transferencia electronica heterogénea y sobre reacciones
quimicas acopladas o procesos de adsorcion. La VC es generalmente el primer
experimento llevado a cabo en un estudio electroquimico, que permite una rapida
localizaciéon de los potenciales redox de las especies electroactivas y una conveniente
evaluacion de los efectos del medio sobre los procesos redox.’

En VC, la regioén de potencial de trabajo se recorre desde un valor inicial (E))
hasta un valor final (£;), pasando por un potencial donde se invierte el sentido del
barrido del mismo, denominado potencial de corte (£.). El potencial se varia de una
manera lineal con el tiempo, con lo que la forma de onda aplicada al electrodo de
trabajo es triangular (Figura 9 a). En este tipo de perturbacién, la pendiente de la
variacion de potencial se conoce como “velocidad de barrido de potencial”, v. El
barrido puede ser iniciado en cualquier sentido (anddico o catodico).

Durante el barrido de potencial, se mide la corriente resultante de acuerdo al
potencial aplicado. El grafico de corriente-potencial resultante es conocido como

voltamperograma ciclico. La Figura 9 b ilustra la respuesta esperada para una cupla

I
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redox reversible durante un ciclo de potencial (ec. 5). Aqui se ilustra el caso en que sélo

la forma oxidada O se encuentra presente inicialmente en el medio de reaccion."*?

a) b) E
P
1ec ciclo 29ciclo
.| -
l’ .|
E "’ ‘\‘ -
2 .
l‘ ‘\ 1 [1X3 \““-—- —
’I \‘
I, N\ i -~

/ | - ;

E E / “. =

' f .3 :

5 of-
- U ——
Tiempo l T o
-+
v-‘\\.
Ep‘n
+ Potencial -

Figura 9. a) Serial de potencial de excitacion utilizada en voltamperometria

ciclica. b) Voltamperograma ciclico tipico de wun proceso redox reversible
|

O+ne~ & R. E, es el potencial de pico catddico, E,, es el potencial de pico

anddico, I, es la corriente de pico catédica e Iy, es la corriente de pico anddica.

(Adaptada de Ref 1).

La forma caracteristica de los picos de los voltamperogramas ciclicos son
causados por la formacion de una capa de difusion de la especie electroactiva cerca de
la superficie del electrodo."*> En la Figura 10 podemos observar los perfiles de
concentracion en funcion de la distancia, perpendicular a la superficie del electrodo,
durante la aplicacion del barrido de potencial al electrodo de trabajo. Cuando se aplica
el valor de potencial inicial (Figura 10 a) no hay reaccién faradaica, por lo que el aporte
de corriente se debe exclusivamente a corrientes no faradaicas o capacitivas. A medida
que el potencial se va haciendo mas catédico y se acerca al potencial estandar (E£°) de la

cupla redox (Figura 10 b), la concentracion de la especie electroactiva O en cercanias a
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la superficie del electrodo comienza a disminuir, incrementandose el flujo de ésta hacia
la superficie del electrodo y, por lo tanto, la corriente. Cuando el potencial es mas
negativo que E®, la corriente seguird incrementando hasta alcanzar un valor maximo,
debido al consumo total de O en la superficie del electrodo. El gradiente de
concentracion de O en este punto es maximo (Figura 10 c). Si el potencial se sigue
aumentando, la corriente cae como consecuencia de que se produce un incremento en el
espesor de la capa de difusion. La disminucion de la corriente se produce de manera
exponencial con el tiempo, como predice la ecuaciéon de Cottrell* (Figura 10 d). La
existencia de la onda anddica (barrido inverso) se explica teniendo en cuenta que, al
potencial en el cual la direccién del barrido de potencial se invierte (E;), existe un
exceso de R en la interface electrodo/solucion.

Los picos de corriente asi obtenidos reflejan los cambios continuos del gradiente

de concentracién con el tiempo.'

Co d
a) ¢ b)
Distancia Distancia
s
/
C) N, V// 3
Distancia Distancio

Figura 10. Distribuciones de concentraciones de las formas oxidaday reducida de
la cupla redox a diferentes tiempos correspondientes al a) potencial inicial, b y d) al
potencial estdndar de la cupla durante el barrido de directo e inverso y ¢) al potencial
donde la concentracion de reactivo sobre la superficie del electrodo es cero. (Adaptada de

Ref. 1).
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Los voltamperogramas ciclicos muestran cuatro parametros importantes: la
corriente de pico anddico (Z;,), el potencial de pico anddico (Ep ), que es el potencial al
cual la corriente alcanza el maximo valor, y los correspondientes valores de corriente de
de pico catddica (/p,c) y potencial de pico catédico (E, ) catddicos, los cuales proveen

las bases para el anélisis de las respuestas voltamperométricas.'"!

2.8.1.1.1. Sistemas reversibles

La corriente de pico catddica (para un proceso de reduccion) para una cupla
reversible (a 25 °C) controlada por difusion es descripta por la ecuacion de Randles-

Sevcik;*>!!

I, =(2,69x10°)n*'2 4c}, D, *v'"? (8)

donde n es el nimero de electrones intercambiados por molécula, A es el area del
electrodo en cm?, c; es la concentracién de O en el seno de la solucion en mol cm™, Do
es el coeficiente de difusién de O en cm® s y v es la velocidad de barrido de potencial

en V s'. De acuerdo con esta ecuacion, la corriente es directamente proporcional a ¢, y

a la raiz cuadrada de v.

112

Nicholson' '~ sugirié que la relacion entre las corrientes de pico anddica (/pa) y la

de pico catodica (/) puede ser calculada por la siguiente ecuacion:

pAa _ (Ip,a + 0’485(ISP)0
I 1

pc pc pc

+0,086 ©)

donde (I ) es la corriente de pico anddica medida con respecto al cero de corriente,

pa /g

(Isp )0 es la corriente al potencial £; medida también respecto del cero de corriente e

es la corriente del pico catdédico, medida también respecto del cero de corriente. La

relacion I, /1, (ec. 9) es igual a 1 para una cupla redox simple (ec. 5). La desviacion
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de esta relacion del valor unitario es indicativa de complicaciones cinéticas u otro tipo
de complicaciones en el proceso de electrodo.

Por su parte, la posicion del pico sobre el eje de potencial est4 relacionado con el
potencial formal del proceso redox. Para una cupla reversible est4 centrado entre E, . y
E, ..

EP,C + EP,B (1 0)

n

3
N

y la separacion entre los picos puede expresarse como:

0,059 .
AE, =E, ~E,, =" "V a25°C (11)

De este modo, la diferencia entre los potenciales de pico anddico y catddico
puede ser usada para determinar el niimero de electrones transferidos en la reaccién de
electrodo. Un proceso de transferencia monoelectronica rapida exhibe un AE, de
alrededor de 59 mV. Ambos potenciales de pico son independientes de la velocidad de
barrido. Es posible relacionar el potencial de pico a la mitad de la corriente de pico

(Epr) con el potencial de media onda del sistema, E; p*

0,028 o
E,,=E,* Y 14 a25°C (12)
2.8.1.1.2. Sistemas irreversibles y cuasi-reversibles

En los procesos “irreversibles”, aquellos con cinética de intercambio de
electrones lenta, los picos individuales son de menor intensidad respecto de los procesos
reversibles y se encuentran ampliamente separados (Figura 11 a). Por su parte, se
denominan sistemas “cuasi-reversibles” a aquellos cuya velocidad de transferencia de

carga es comparable con la velocidad de transferencia de masa. Para estos procesos, los

36



Capitulo 2 Fundamentos tedricos

voltamperogramas exhiben una mayor separacion entre los potenciales de pico respecto

al sistema reversible (Figura 11 b).

«——— Corriente. ————» +
[ =]
i
1\
8
|
|
\

Potencial +

Figura 11. Voltamperogramas ciclicos para procesos redox a) irreversibles y

b) cuasi-reversibles. (Adaptada de Ref- 1).

Los sistemas irreversibles estan caracterizados por un cambio de la posicion del

potencial de pico con la velocidad de barrido, de acuerdo a:

P on RT

a

5 1/2
E =5 R {o78-mn F i #7061V a25°C  (13)
F Dl/2

donde k° es la constante de velocidad estindar, a es el coeficiente de transferencia
catédico y n, es el nimero de electrones aparente involucrados en la etapa determinante
de la velocidad del proceso global.

La corriente de pico catddica (para un proceso de reduccion) se expresa por:
1,,=(299x10° J(axn,)* 4cD"*v>  a25°C (14)

Para los sistemas cuasi-reversibles (con 107 > k® > 107 c¢m s™) la corriente es

controlada tanto pdr la transferencia de carga como por el transporte de masa. La forma
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de los voltamperogramas ciclicos es una funcién de £°/-/muD (donde a =nFv/RT). A
medida que k°/-/mD se incrementa, el proceso se aproxima al caso reversible. Para

valores pequefios de k°/-/mD , el sistema exhibe un comportamiento irreversible.

En sistemas mas complejos, por ejemplo, con reacciones quimicas homogéneas
acopladas al proceso de transferencia de carga, la respuesta electroquimica difiere con
respecto a la de un sistema simple. Los criterios de diagndstico utilizados para su
caracterizacion se basan, por lo general, en las variaciones de E, y la I, con respecto a la
concentracion en el seno de la solucion y la velocidad de barrido, la relacion 1,/ I,
etc., que adoptan caracteristicas propias segun el mecanismo particular de que se

trate, 11112

2.8.1.2. Voltamperometria de convolucién

Un tratamiento matematico de las curvas /I-E obtenidas mediante VC permite
transformar las mismas y obtener respuestas similares a las encontradas en
voltamperometria de estado estacionario, las cuales suelen presentar mayores ventajas a
la hora de procesar los datos experimentales. Esta transformacion se basa en el principio

de la convolucién, que involucra célculos de integrales del tipo:**'"?

1 e i(v)
con “WIO (t_v)l/2dv (15)

donde I, es la correspondiente corriente convolucionada.
Bajo condiciones controladas por difusion, donde co (0,) = 0, Icon (t) alcanza su

valor limite 0 maximo, I, con, Siendo

1,., =nFADYc, (16)

L,con
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Es importante resaltar que esta ecuacién es independiente del mecanismo de
reaccion y depende Gnicamente de la concentracion del sustrato de partida.

Para una reaccion reversible (ec. 5), se tiene una ecuacion con la misma forma
43114

que las curvas voltamperométricas en estado estacionario

2’303RT IL con Icon(t)
log =

E=FE, 6  +
1/2 nF Ioon(t)

a17)

Asi, un grafico de E vs log((IL,m—Iw,,(t))/ Imn(t)) serd lineal, con una pendiente de

0,059/n V a 25 °C, siendo posible determinar el E;» de la reaccién a partir de la
ordenada al origen de dicho grafico. Las curvas de la corriente convolucionada Iy (t) vs
E para los barridos directo e inverso se superponen, con la I¢on (t) retornando a cero a un
potencial lo suficientemente positivo, donde cg (0,f) = 0, para una cupla redox simple

como la representada por la ec. 5 (Figura 12).

T T T T
0.4 |— — 25
A ——
—420 g
02| o)
[ ]
—15 2
< 0.0 = E
=
~ —10 _§L
o $
‘ 0.4 —_—— ~
—0
| ] | 1 |
-1.0 —1.1 -1.2 -1.3 1.4
Evs ECS,V

Figura 12. Voltamperogramas experimentales ciclico y de convolucion de
p-nitrotolueno 1,84 mM en acetonitrilo + perclorato de tetraetilamonio 0,2 M, obtenidos

con un electrodo de gota suspendida de mercurio, v =50 Vs™. (Adaptada de Ref 43).

En cambio, cuando la reaccion de electrodo es cuasi-reversible las curvas de las

corrientes convolucionadas directas e inversa presentan histéresis (Figura 13).43113115
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Este efecto se puede explicar como consecuencia del corrimiento de los valores de los

Ep .y Ep 5 respecto a sus valores reversibles.

i i
—] 12
____________ lieg ___|
5x 107 |- —{6x107®
s
w
L ]
g [
=~ 0 0 2
2
=
A2
g
E.0 ~
1 I 1 ]
-0.9 -1.3 -1.7
Evs ECS,V

Figura 13. Voltamperogramas experimentales ciclico y de convolucion de
ter-nitrobutano 0,5 mM en dimetilformamida + ioduro de tetra-n-butilamonio 0,1 M,
v =179 Vs’ (Adaptada de Ref 43).

Asi, la técnica de convolucion de los voltamperogramas ciclicos es util para
comprobar la reversibilidad del sistema electroquimico, o bien, la existencia de alguna
complicacion cinética posterior acoplada a la transferencia de carga inicial. Los métodos
de convoluciéon simplifican el tratamiento de los datos de los procesos de electrodo con

reacciones quimicas acopladas y pueden ser ttiles en aplicaciones analiticas.*’

2.8.1.3. Voltamperometria de onda cuadrada

Las técnicas de voltamperometrias de pulsos, entre las cuales se encuentran la

voltamperometria de pulso normal, de pulso diferencial y VOC, fueron introducidas por

Barker y Jenkins''® y estan dirigidas, principalmente, a reducir los efectos producidos

por las corrientes capacitivas en las respuestas voltamperométricas, mejorando asi los
limites de deteccion. La diferencia entre las distintas técnicas de pulso es el tipo de onda

de excitacion y el tipo de muestreo de corriente aplicado a cada una de ellas.
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El programa de potencial que se aplica en VOC se muestra en la Figura 14.''° La
forma de onda consiste en una onda cuadrada simétrica, de amplitud AE,., superpuesta
sobre un barrido de escalera, AE,, donde un periodo completo de la onda cuadrada
ocurre para cada periodo, 1, del barrido de escalera. Asi, el ancho de pulso o tiempo de
pulso, igual a ©/2 se designa como t, y la frecuencia, igual a 1/t, como f. La corriente es
muestreada dos veces durante cada ciclo de la onda cuadrada: durante la Gltima porcion
de cada hemi-ciclo, esto es, una vez al final del pulso directo y una vez al final del pulso
inverso. Siendo m el numero de ciclos aplicados, la corriente de los hemi-ciclos
directos, con m = 1, 3, 5, ..., se denomina corriente directa (/3), la de los hemi-ciclos
inversos, m = 2, 4, 6, ..., corriente inversa (/;). La corriente diferencial o neta (I,) para

cada ciclo se define como I, = I - I,.

E
T |
M m=9
m=7
m=5 o L 'p
m=3
m=1 v - -
: SOOI I |
AE _I m=8
E L. |lag,. J m
AE, m=4
=2
t
Figura 14. Programa de saltos de potencial aplicado al electrodo de trabajo en

un experimento de VOC. AE,.: amplitud de la onda cuadrada., AE.: salto de escalera,
T. periodo de la jnda cuadrada, t,: tiempo de pulso. (e) Puntos donde se realiza el

muestreo de la corriente. (Adaptada de Ref. 110).

El resultado de un experimento de VOC son tres voltamperogramas que
muestran las corrientes directa, inversa y neta en funcion del potencial del barrido de
escalera correspondiente. La Figura 15 muestra la respuesta que se obtiene para un
sistema redox reversible controlado por difusion. Debido a que la corriente es

muestreada en ambos pulsos, en el mismo experimento se obtienen los picos
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correspondientes a la oxidacion y reduccion de las especies electroactivas sobre la
superficie del electrodo. Por ser de signos opuestos, la diferencia entre Iy y J; resulta en
una I, mayor a los componentes individuales, lo que le confiere gran sensibilidad a la
técnica para sistemas reversibles o cuasi-reversibles. Esta ventaja de la VOC respecto de

las otras técnicas de pulso se pierde cuando la reversibilidad del sistema disminuye.

0.2 0.0 -0.2 0.4
n(E-Es)V

Figura 15. Voltamperograma de onda cuadrada para una transferencia
electronica reversible con corrientes adimensionales directa (Vy), inversa (V) y neta

(¥,) normalizadas. (Adaptada de Ref. 110).

2.8.2. Espectroscopia de impedancia electroquimica

La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE) es una técnica util para el
estudio de sistemas electroquimicos ya que permite investigar las caracteristicas de los
electrodos modificados asi como también la velocidad de las reacciones
electroquimicas."''” La impedancia constituye la resistencia compleja total de un
sistema cuando fluye una corriente a través de un circuito, el cual consiste en una

combinacion de resistores y capacitores.
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La técnica consiste en la aplicacion al electrodo de trabajo de una perturbacion

periddica de potencial de pequefia amplitud, dada por:
E(t)=E, sen(wt) (18)

donde E(t) es el valor del potencial al tiempo t, Ey es la amplitud de la perturbacion y o
es la frecuencia angular.

Como consecuencia de la perturbacion aplicada, se obtiene una respuesta de
corriente, j(t), también de tipo sinusoidal y que estd desfasada de la sefial de

perturbacién por un dngulo ¢, el cual es funcién de o:
J )= Jo sen(et +¢) (19)

donde jj representa la longitud del vector corriente, el cual rota a una frecuencia .

La medicion de la diferencia de fase y de la amplitud permite el andlisis del
proceso de electrodo en relacion a las contribuciones difusional, cinética, de doble capa,
reacciones homogéneas acopladas, etc.

La impedancia del sistema, Z (), se define como el cociente entre la

perturbacion aplicada y la respuesta de corriente obtenida:

E(t) _ kK, se:’n(a)t)

2O 10)™ o sen(on +9)

(20)

De esta manera, la impedancia Z (®) de un sistema puede ser expresada

mediante un nimero complejo que puede ser representado en coordenadas polares o

cartesianas:

Z(w)=2,,,+iZ, (21 a)
O

Z(w)=|Z(w)e" (21 b)
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donde |Z (@) representa el modulo de la impedanciae i =—/-1.

El espectro de impedancia resultante puede ser representado utilizando dos tipos
de diagramas, denominados de Nyquist!'®*'"® y de Bode.'"” Si bien ambas
representaciones son equivalentes, resultan complementarias ya que de cada una de ellas
puede obtenerse de manera directa distinta informaciéon. En la representacion o
diagrama de Nyquist se grafica la componente imaginaria de la impedancia en funcion
de la componente real (Figura 16). Generalmente, incluye una regién semi-circular a
frecuencias altas, correspondiente al proceso limitado por transferencia de carga,
seguida por una linea recta a frecuencias bajas, que representa el proceso limitado por
difusién. Los espectros pueden ser utilizados para obtener informacion sobre las
caracteristicas de transferencia de carga y difusionales. Para el caso de procesos de
transferencia de carga rapidos el espectro sdlo incluye la parte lineal, mientras que los
procesos de transferencia de carga lentos se caracterizan por una gran regién semi-

circular.

—-Z" &

l control de
transferencia
| demasa

control cuetico

z -
Rq r. 7 Ro+R, Ro + R, z
Ro+ 5+ ~20%C,

Figura 16. Diagrama de Nyquist en el plano complejo para un sistema

electroquimico simple O +ne~ & R. (Adaptada de Ref 43).

En el diagrama de Bode se grafican la impedancia |Z| (Figura 17 a) y el angulo
de fase ¢ (Figura 17 b) en funcion de la frecuencia, en escala logaritmica. La ventaja de
estos diagramas es que la dependencia con la frecuencia se aprecia mas claramente, ya

que el comportamiento de impedancia a frecuencias altas se muestra con el mismo peso
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a lo largo del grafico.?® En el diagrama de 4ngulo de fase es posible observar claramente

. . . . . o, . 9
la existencia o no de desviaciones del comportamiento capacitivo ideal.'"*

a) b)
108, -100
1051 _go [P
.5'!3
o 1044 %
g -60 3
G 108 e .:g“
N -40 13
102 %
]
101 4 -20 Y
0o — - v - . 0 —
10-1 10 10' 102 103 104 105 10-1 100 10' 102 102 104 105
f/Hz fHz

Figura 17. Diagrama de Bode para el comportamiento de impedancia de la
doble capa en un electrodo de Au oxidado. a) impedancia |Z| y b) dngulo de fase ¢ en
Sfuncion de la frecuencia, en escala logaritmica. (Adaptada de Ref. 119).

La interpretacion de la respuesta de una interface electroquimica en un
experimento de EIE, requiere la elaboracion de un modelo que contemple las
caracteristicas esenciales del sistema en términos de circuitos eléctricos equivalentes. A
partir de los elementos de los mismos se obtienen los parametros que caracterizan al
sistema. La Figura 18 muestra el modelo de circuito eléctrico equivalente de Randles
para un proceso de electrodo simple. La impedancia del proceso de electrodo, Z,
incluye la resistencia a la trasferencia de carga, R, y la impedancia de Warburg, W, que
resulta de la difusion de los iones desde el seno de la solucion hacia la superficie del
electrodo. Cuando existen otros pasos, ya sean homogéneos o heterogéneos, deben

utilizarse circuitos mas complejos.'*
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I
cd_!l -—Sb
"
Ry
—AAAANANANA
l'+,t
Y I'
e

Figura 18. Circuito eléctrico equivalente para una celda electroquimica para
un proceso de electrodo simple. R; es la resistencia de la solucién, Zsla impedancia del

proceso de electrodo y C4la capacitancia de la doble capa eléctrica.

Generalmente, el comportamiento capacitivo en un sistema real no se describe
adecuadamente por un capacitor de placas paralelas, por lo que, a menudo, se emplea en
su lugar un elemento de fase constante (CPE) para representar la capacitancia de la

doble capa.’ 241211 2 impedancia de CPE esta dada por:

1
Zepp = —— (22)
QOcpe(i@)°

donde Qcpe es una constante, @ es la frecuencia angular y o estd relacionada con el
angulo de rotacion de una linea de transmision capacitiva en los gréaficos de plano
complejos. Para o = 1 la impedancia de CPE es igual a la de un capacitor ideal. Debido
a su sensibilidad con el espesor y la constante dieléctrica de la monocapa adsorbida, la
capacitancia de la doble capa se utiliza cominmente como fuente de informacién acerca

de la estructura interfacial electrodo/solucion. '

2.9. TECNICA NO ELECTROQUIMICA: ANGULO DE CONTACTO

El angulo de contacto se refiere al angulo que forma la superficie de un liquido

al ponerse en contacto con un sélido y puede definirse como el angulo medido dentro
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del liquido, entre la superficie s6lida y el plano tangente a la superficie del liquido, en la

linea de interseccion'> (Figura 19).

v = Angulo de contacto

e

sustrato

Tangente del
pearfil de la gota

Figura 19. Angulo de contacto de una gota de liquido sobre una superficie solida.

El angulo de contacto depende de varios factores, como la rugosidad, la manera
de preparacién y la limpieza de la superficie'” y, en gran medida, de la energia
superficial del material, definida como la energia necesaria para romper los enlaces
intermoleculares, dando lugar a una superficie. El valor del angulo de contacto depende,
principalmente, de la relacion que existe entre las fuerzas cohesivas entre el liquido y el
solido y las fuerzas cohesivas del liquido. Por ejemplo, cuando las fuerzas adhesivas
con la superficie del sélido son muy grandes en relacion a las fuerzas cohesivas, el
angulo de contacto es menor de 90°.

Las medidas de angulo de contacto brindan informacién sobre la composicion y
la estructura de las superficies, en especial, acerca del grado de su naturaleza
hidrofébica, cuando el liquido empleado es agua.'?’

Para superficies modificadas con MAE, esta técnica permite investigar la
relacion entre las propiedades y la quimica de tales superficies debido a que la
mojabilidad (capacidad de un fluido para mojar una superficie) varia con la densidad,
espesor y grado de orden de la MAE, asi como también con la polaridad de los grupos
funcionales superficiales.'”'?” Se conoce, por €j., que para MAE compactas de
alcanotioles sobre electrodos de Au(111) se obtienen angulos de contacto de agua de
112°, mientras que para superficies hidrofilicas los angulos son menores a 15°,
caracteristicos de superficies altamente hidrofébicas o hidrofilicas, respectivamente, con

pocos defectos.’
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2.10. PROCESOS DE ADSORCION

La adsorcion resulta de una amplia variedad de interacciones entre las especies
adsorbentes y la superficie del electrodo. En algunos casos, se trata simplemente de
fuerzas electrostaticas, como la adsorcion de cationes y aniones sobre una superficie de
carga opuesta, o de interacciones carga-dipolo, mientras que otras especies pueden
formar enlaces covalentes con la superficie del electrodo.'”® Dependiendo de la
naturaleza de la adsorcion, ésta se puede clasificar como no especifica o especifica, no
existiendo una delimitacion clara entre ambas. Cuando estan involucradas fuerzas
electrostaticas de largo alcance, que perturban la distribucion de los iones cercanos a la
superficie del electrodo, la adsorcidon se denomina no especifica. Por su parte, cuando la
interaccion entre el adsorbato y el electrodo causa la formacion de una monocapa,
parcial o completa, se denomina adsorcién especifica.*?

El grado de adsorcion especifica varia con la concentracién de la especie en
solucién, con el tamafio de la molécula adsorbida y con la orientacion sobre la
superficie del electrodo, entre otros factores. Para especies electroactivas y productos de
reacciones de electrodo, la respuesta faradaica puede ser usada para determinar la
cantidad de especies adsorbidas, pudiendo describirse el grado de cubrimiento de la

superficie mediante isotermas de adsorcion.*

2.10.1. Isotermas de adsorcion

La relacion entre la cantidad de sustancia i adsorbida sobre una superficie de

electrodo por unidad de &rea, I';, la actividad en el seno de la solucion, a,” , y el estado

eléctrico del sistema, a una dada temperatura, esta dada por la isoterma de adsorcion.*?
Esta se obtiene a partir de la igualdad entre los potenciales electroquimicos de la especie

i en solucidn y adsorbida, que estdn en equilibrio:

Hi =H; (23)

48



Capitulo 2 Fundamentos tedricos

donde los superindices 4 y b se refieren a la especie i adsorbida y en solucién,

respectivamente. Asi,

—0,4

u +RTna’ =u)" +RTIna’ (24)

i

. . 0 . s e r .
donde los términos u, son los potenciales electroquimicos estdndares. La energia libre

de adsorcion estandar, AG,,., que es funcion del potencial de electrodo, se define como

AG, =" — ) 25)
por lo que:
al! =a’e™='" = p.a’ (26)

|

donde f; expresa la fuerza de la adsorcion y se define como:'?%130

~AG,,, ) on

’B’zexp( RT

y los demés parametros tienen su significado usual.”!

La ec. 26 representa la forma general de una isoterma de adsorcién, con a;!
como funcién de a’ y f,. A partir de diferentes relaciones entre a;' y I';, surgen como

resultado diferentes modelos de isotermas. Entre las mas utilizadas se encuentran:*?

° Isoterma de Langmuir: considera que: (a) no existe interaccion entre las especies
adsorbidas en la superficie del sustrato (electrodo), (b) la superficie es homogénea, con
lo cual supone que todos los sitios superficiales poseen igual energia de adsorcion, y (¢)
a altas actividades en el seno de la solucion, se produce la saturacion de la superficie por

el adsorbato, I';. De este modo, se llega a:
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=P (28)

donde S es el coeficiente de adsorcion.
En términos del cubrimiento superficial, expresado como €=T, /T, la isoterma

de Langmuir tiene la forma:

r_ge = ﬂia:) 29

. Isoterma de Temkin: considera que la energia libre de adsorcién es funcion lineal

del grado de cubrimiento de acuerdo a:

r,=""In(ga’) (0,2 <6 <0,8) (30)

donde g es un parametro que caracteriza la interaccion entre las especies adsorbidas, por
lo que varia con el cubrimiento. Cuando af’ —0, 6 > y cuando aib -0, 8§50,

apartdndose del comportamiento fisico de la adsorcién, por lo que la ec. 30 es vélida

para 0,2 < 0 <0,8.

o Isoterma de Freundlich: considera la no uniformidad de la superficie de los
solidos, con lo cual se puede plantear una distribucién de sitios de energia. Cuando esta
funcién de distribucion diferencial contiene un exponencial en AG,q, se tiene la

expresion de la isoterma de Freundlich:

¢ @31)

0, en forma lineal:

né=Ind+" ¢

i
i

(32)
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donde A= RTnb' y b'=be *%+'™ siendo ¢, la concentracion del adsorbato en el seno

de la solucion. El parametro 4 es una medida de la capacidad adsorbente del sustrato y n

da una idea de la intensidad de adsorcion, debiendo ser mayor a 1. Esta isoterma, en los
casos limite se desvia de la realidad ya que predice un valor de 9 infinito para c;

infinita y para 0 proximo a 0, AG,g tendria que acercarse a infinito. Por lo tanto, las ec.

31 y 32 son validas para un grado de cubrimiento intermedio.

. Isoterma de Frumkin: considera la existencia de interacciones de largo alcance
entre las especies adsorbidas. Surge de la suposicion de que la energia libre de

adsorcion, definida en la ec. 25, se relaciona linealmente con I';:

AG,, (Frumkin) = AG

qas (Langmuir ) — 22T (33)

El parametro g expresa la manera en la cual el incremento en el cubrimiento
produce cambios en la energia de adsorcion de las especies i. Si g es positiva, las
interacciones entre las moléculas vecinas adsorbidas en la superficie del electrodo son
atractivas, y si g es negativa, las interacciones son repulsivas. A medida que g tiende a
0, la isoterma de Frumkin se aproxima a la de Langmuir.

La isoterma de Frumkin puede escribirse como:

5 r 28T )
a = ! exp| - L 34
pa . ( RT 34

pe =Y eve (35)

donde el coeficiente de actividad de la especie i estd incluida en el parametro £y

g'=2gl’. /RT . El intervalo de g' generalmentees —2<g'<2.
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3.1. MATERIALES

3.1.1. Reactivos ¥y muestra real

Los flavoroides FIS, QUER y naringina y catecol fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich y se emplearon sin tratamiento previo. Se mantuvieron a una temperatura de
4 °C y protegidos de la luz. K4[Fe(CN)g].3H,O y K3[Fe(CN)g] fueron marca Merck p.a.

Como muestra real se utilizé la formulacion farmacéutica denominada Artihial,
de origen espaiiol, del laboratorio Masterdiet s.l., la cual contiene un concentrado de

flavonoides de orifen natural, rico en QUER y naringina.

3.1.2. Solventes |

El agua utilizada fue ultrapura, purificada con un sistema Millipore Milli-Q, o
bidestilada en nuestro laboratorio. Para ello, el agua destilada se sometid a un segundo
proceso de destilacion en presencia de KMnO,4 en medio basico, a los efectos de
eliminar los restos de materia organica. Debido a la baja solubilidad en agua de algunos
de ellos, se empled dimetilsulféxido (DMSO, Merck p.a.) como co-solvente, a los
efectos de favorecer la solubilidad de los antioxidantes estudiados y de facilitar la
disolucidon de compuestos policiclicos en futuras aplicaciones.

Las soluciones reguladoras de diferentes pH fueron tanto comerciales (Merck
p.a.) como preparadas en el laboratorio. La composicion de las soluciones reguladoras
comerciales fue: para pH 2 y 4 citrato/HCI, para pH 7 Na,HPO4/KH,PO, y, en el caso
de pH 10, acido borico/KCl. Por otro lado, las soluciones reguladoras preparadas en el
laboratorio fueron de concentracion 0,100 M y consistieron en mezclas de soluciones de
fosfatos (NaHPO,, NaH,PO,4 y H3PO4, Merck p.a.) en las proporciones adecuadas, de

manera de obtener|los diferentes valores de pH.
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3.1.3. Soluciones

Las soluciones patrones de FIS, QUER y naringina fueron de concentracion
1x107? 0 1x10™ M, se prepararon en DMSO y se almacenaron a 4 °C en la oscuridad.
Las soluciones de trabajo se prepararon diariamente, tomando alicuotas adecuadas de la
solucién patrén correspondiente. En todos los casos, el medio consistié en disoluciones
acuosas formadas por 15 0 20 % de DMSO y soluciones reguladoras de distintos pH.

Por su parte, las soluciones de QUER, naringina y de la muestra real empleadas
en las medidas de HPLC con deteccion por arreglo de diodos, fueron preparadas en
metanol.

Las soluciones acuosas de Ky[Fe(CN)¢].3H,O / Kj3[Fe(CN)¢] fueron de
concentracion 1x10° M y 0,100 M de KCl como electrolito soporte y se utilizaron en
las medidas de impedancia. Soluciones de K4[Fe(CN)s].3H,0 1x10° M preparadas con
soluciones reguladoras de distintos pH se emplearon en la determinacion de los pK,
superficiales de las MAE.

Las soluciones de trabajo de catecol fueron de concentracién 5x10* M y se
prepararon diariamente. En todos los casos, €l medio consistié en disoluciones acuosas
formadas por 15 % de DMSO + 85 % solucion reguladora de fosfatos de pH 4.

Antes de realizar los experimentos electroquimicos, todas las soluciones fueron
desgasadas, burbujeando nitrégeno de alta pureza dentro de la celda electroquimica

durante, al menos, 10 min.

3.1.4. Tioles

Los tioles empleados para la modificacion del electrodo de Au fueron:
I-hexanotiol, 1-dodecanotiol, bencenotiol, 6-mercapto-1-hexanol, 4-mercaptofenol,
acido 4-mercaptobenzoico, acido 3-mercaptopropidnico, acido
2-mercaptoetanosulfénico, 2-aminoetanotiol (cisteamina), 2-(dietilamino)etanotiol,
4-mercaptopiridina y 4-aminotiofenol, obtenidos de Fluka y Sigma-Aldrich. En la
Tabla 1 se muestra la fébrmula quimica, la abreviacion, el peso molecular (PM) y la

densidad (&) de los mismos.
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Tabla 1. Propiedades fisicas de los tioles empleados en la modificacion de electrodos
de Au.

Nombre Férmula PM S /mgL’?
1-hexanotiol (HT) SH-(CH,)s-CH; 118,2 0,84
1-dodecanotiol (DDT) SH-(CH,);-CH; 202,4 0,845
bencenotiol (BT) SH-C¢H; 110,18 1,073
6-mercapto-1-hexanol (6-M-1-H) SH-(CH,)s-OH 134,24 0,985
4-mercaptofenol (4-MF) SH-C¢H,-OH 126,18 Solido
acido 4-mercaptobenzoico (4-MB) SH-C¢H4-COOH 154,19 Solido
4cido 3-mercaptopropiénico (3-MP) SH-(CH,),-COOH 106,1 1,22
4cido 2-mercaptoetanosulfénico (2-MES) SH-(CH,),-SO;Na 164,18 Sélido
cisteamina (CA) SH-(CH,),-NH, 77,15 Sélido
2-(dietilamino)etanotiol (2-DAET) SH-(CH,),-N(CH,-CH,), 169,72 Sélido
4-mercaptopiridina (4-MP) SH-CsH;N 111,17 Sélido
4-aminotiofenol (4-ATF) SH-C¢H,;-NH, 125,19 Sélido

|
3.2. INSTRUMETTAL ELECTROQUIMICO

3.2.1. Celdas electroquimicas

En general, las medidas se realizaron empleando celdas electroquimicas
convencionales de tres electrodos, con dos compartimentos y burbujeador de gases
incorporado (Figura 20). Los dos compartimentos de la celda estdn separados entre si
mediante un fino capilar Luggin, con un area de seccién transversal pequefia. En el
compartimiento principal se sitian el contra-electrodo y el electrodo de trabajo, los
cuales estan sujetos con una tapa de teflon. En el compartimento lateral de la celda se
coloca el electrodo de referencia, con el propédsito de impedir la contaminacion de la
solucion de trabajo debido a los componentes propios del mismo. La capacidad de la

celdaesde 10 mL.

57




Materiales y métodos Capitulo 3

Durante las mediciones electroquimicas la celda se sumergié en un bafio
termostatico para garantizar el control de la temperatura en los experimentos, la cual fue

de 20 o 25 °C, segun el experimento.

Electrodo de trabajo

Contraelectrodo /
v\ ;

r-T
_'j !

— b
]

‘r-—-_ — |- \
Electrodo de
referencia (ECS)

Figura 20. Representacion esquemadtica de la celda convencional de tres
electrodos: electrodo de trabajo, electrodo de referencia de calomel saturado (ECS) y

contraelectrodo.

3.2.2. Electrodos

3.2.2.1. Electrodos de trabajo

Como electrodo de trabajo se utilizaron un disco de CV y un disco de Au

policristalino, ambos de &area geométrica A = 0,071 cm?.

Los electrodos fueron
adquiridos de Bioanalytical System (BAS) y constan de un disco de aproximadamente
3 mm de diametro, inserto en un cilindro de teflon.

Los electrodos de trabajo se sometieron a un pre-tratamiento, mecanico y

electroquimico, a los efectos de poder obtener resultados reproducibles.
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3.2.2.1.1. Tratamiento previo aplicado a los electrodos de trabajo

El electrodo de CV, antes de cada medida, se pulié con polvo de aliimina
(Fisher, 0,3 y 0,05 pm) sobre un pafio himedo, se enjuagd con abundante cantidad de
agua destilada y se sumergié en un baifio de ultrasonido durante 2 min a fin de retirar los
restos de alamina. Una vez pulido, el electrodo se activd electroquimicamente en una
solucion acuosa de NaOH 1,00 M, aplicando un salto de potencial de 1.200 V durante
5 min, siguiendo un procedimiento descripto previamente por Anjo y col.'*

Los electrodos de Au, antes de cada medida o modificacion, se pulieron sobre
una lija gastada y humeda y se enjuagaron con abundante cantidad de agua destilada.
Posteriormente, se activaron electroquimicamente, ciclando el potencial entre -0,200 y
1,700 V a 0,700 V s en una solucion acuosa de H,SO4 0,500 M, hasta obtener el

voltamperograma ciclico caracteristico de un electrodo de Au limpio, registrado a
0,100 Vs

3.2.2.1.2. Determinaciéon del area electroquimica del electrodo de Au policristalino

El 4rea electroquimica se puede obtener utilizando dos metodologias diferentes:
mediante el pico de reduccion de los 6xidos de Au o a partir de la desorcion reductiva
de una MAE compacta de un alcanotiol.

La Figura 21 muestra un voltamperograma ciclico de un electrodo de Au
policristalino registrado en una solucién acuosa de H,SO4 0,500 M, posterior al pre-
tratamiento de limpieza (seccion 3.2.2.1.1.). Este voltamperograma ciclico es
caracteristico de la superficie de un electrodo de Au, presentando una zona de
formacion de 6xidos a partir de aproximadamente 0,900 V vs ECS y el respectivo pico
de reduccion de los mismos al invertir el sentido del barrido de potencial, a un E, . de

0,700 V.
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Figura 21. Voltamperograma ciclico de un electrodo de Au desnudo registrado
en una solucion acuosa de H>SO4 0,500 M. v = 0,100 V s7'.

La carga del pico de reduccion de una monocapa de 6xido de Au por unidad de
area es 420 pC cm>."** Por lo tanto, a partir de la carga correspondiente al pico de
reduccion del 6xido y aplicando una regla de tres simple, es posible obtener el area
electroquimica del electrodo. El valor de la carga promedio que se obtuvo
experimentalmente a partir de la integracion de los picos de reduccion de
voltamperogramas ciclicos repetitivos permitié calcular un 4area promedio de
(0,119 + 0,005) cm”.

Por otro lado, cuando se tiene una MAE es posible producir su desorcion
reductiva en una solucién basica, aplicando un potencial lo suficientemente negativo.'*
De la integracion del pico de reduccidén, mediante la cual se obtiene el valor de la carga

(Q), es posible determinar la concentracion superficial de la sustancia adsorbida a partir

de la siguiente ecuacion:

_ 9
L= ra (36)

donde A es el 4area del electrodo, Q la carga comprendida bajo el/los pico/s de desorcion
reductiva, n el niimero de electrones intercambiados, F la constante de Faraday y I la

concentracion superficial. Sin embargo, conociendo I' y determinando Q es factible
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calcular el area electroquimica del electrodo. Como se menciond en la seccion 1.1.1., se
espera que los alcanotioles de cadena larga formen MAE con estructuras altamente
ordenadas y densamente empaquetadas sobre superficies de Au(111),"**'° con
I = 7,7x10™"° mol cm™.*® Para la determinacion del 4rea electroquimica a partir de este
método, el electrodo se modifico con una MAE de 1-dodecanotiol (DDT) por
deposicion gaseosa del tiol durante 30 min a 60 °C, considerandose la formacién de una
monocapa compacta, y se produjo su desorcién en medio basico. La Figura 22 muestra

el voltamperograma de desorcion reductiva de la MAE de DDT en KOH 1,00 M.

0.0
—_—
-2.0x10° - /
<
= \
-4.0x10° 1
-6.0x10° 1

. T v .
-1.2 -0.8 -04 0.0
EvsECS IV

Figura 22. Voltamperograma ciclico de desorcion de una MAE de DDT sobre
Au en una solucidn de KOH 1,00 M. v = 0,100 V 5. Las flechas indican la direccion
del barrido de poTncial.

A partir del voltamperograma ciclico se obtuvo la carga correspondiente a la
desorcion de la MAE y empleando I' = 7,7x10'° mol cm? y la ec. 36 fue posible
calcular el 4rea del electrodo de Au, obteniéndose un valor de 0,148 cm?.

Los valores de éareas obtenidos a partir de los dos métodos concuerdan
razonablemente bien (a pesar de que en el segundo se consider6 el valor de ' que se
obtiene sobre superficies de Au(111)), por lo que se consider6 como area
electroquimica el promedio de ambas, siendo (0,13 + 0,02) cm?. Por otra parte, de la
relacion entre las areas electroquimica y geométrica se obtuvo un valor para el factor de

rugosidad de 1,8.
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3.2.2.1.3. Modificacion del electrodo de Au

La modificacion del electrodo de Au con las MAE se realiz6é por inmersion del
electrodo limpio en soluciones etandlicas 10 o 5 mM del tiol correspondiente, durante
un determinado tiempo, denominado tiempo de modificacion (tmeq). Posteriormente, el
electrodo fue lavado con etanol y luego con abundante agua destilada. En todos los
casos, la solucion del tiol se agité durante la modificacion. El tmeq se varié dependiendo

del experimento planificado.

3.2.2.2. Electrodos de referencia

Como electrodos de referencia se utilizaron electrodos de calomel saturado
(ECS), fabricados en nuestro laboratorio; de Ag/AgCl saturado con KCl y un alambre
de Ag, como electrodo de pseudoreferencia.

La Figura 23 a muestra el esquema del electrodo de Ag/AgCl y la Figura 23 b,
del ECS fabricado en nuestro laboratorio. El ECS consiste en un tubo de 6 mm de
diametro, el cual posee dos ramas. En una de las ramas se suelda un alambre de Pt y se
coloca Hg purificado de manera de cubrir toda la superficie del Pt; por encima del Hg,
se agrega la pasta de calomel (Hg>Cl) y una solucidén acuosa saturada de KCI. La otra
rama, que realiza el contacto con la solucién, se rellena con agar-KNOs 3 %. Este actiia
como puente salino. Es importante que no exista flujo de materia hacia el
compartimento de trabajo. Una vez preparado el electrodo, se compara su potencial
frente a otro ECS y se verifica, una vez alcanzado el equilibrio, que la diferencia de

potencial entre ellos no sea mayor que + 0,001 V a temperatura ambiente.
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Figura 23. Representacion esquemdtica del electrodo de referencia de
a) Ag/AgCl: 1) contacto de Pt, 2) alambre de Ag, 3) AgCl, 4) solucion saturada de KCI,
5) tapon poroso; y de b) calomel saturado: 1) contacto de Pt, 2) Hg, 3) pasta de
calomel/ HgCl, 4) solucion saturada de KCI, 5) puente salino, agar-KNO:;.

3.2.2.3. Contraelectrodo

Como contraelectrodo se utilizé6 un alambre de Pt en forma de espiral, de area

superior a la del electrodo de trabajo (A =2 cm?).

3.3. TECNICAS EMPLEADAS

Las técnicas electroquimicas que se emplearon fueron las voltamperometrias
ciclicas (VC) y de onda cuadrada (VOC) y espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS). Ademads, se aplicaron las técnicas de angulo de contacto,

espectrofotometria UV-Visible y HPLC con deteccion por arreglo de diodos.
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3.4. EQUIPAMIENTO

Las medidas electroquimicas se realizaron utilizando un potenciostato
AUTOLAB PGSTAT30, acoplado a una PC, con software electroquimico incorporado,
GPES y FRA 4.9, Eco-Chemie, Utrecht, The Netherlands.

Para las medidas de pH se utiliz6 un peachimetro comercial, marca Orion,
modelo 720A, el que se calibré diariamente con soluciones reguladoras comerciales.

Para las medidas espectrofotométricas se utilizé un espectrofotometro UV-Visible,
marca Hewlett Parckard, modelo HP8453. Las celdas de cuarzo tuvieron un camino
Opticode 1 cm.

Las medidas de HPLC se realizaron con un cromatdgrafo Waters E2695, con
detector por arreglo de diodos Waters 2998, con inyector automético. La columna fue
de fase reversa Luna C18(2) 150 x 4,60 mm y 5 um de tamafio de particula.

Para las medidas de angulo de contacto se utiliz6 un microscopio, marca Intel
Play QX3, que cuenta con un objetivo de 60X. Las fotografias tomadas por el
microscopio fueron analizadas mediante el software Image J (plugins DROP
ANALYSIS).
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En este capitulo se muestran los resultados relacionados con el comportamiento
electroquimico de FIS sobre electrodos de CV y Au desnudos, como asi también los
experimentos llevados a cabo para determinar distintas propiedades fisicoquimicas del

flavonoide.

4.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE FISETINA

En general, los flavonoides, por ser compuestos polifendlicos, son solubles en
agua. Sin embargo, la solubilidad de FIS en agua es baja, siendo totalmente soluble en
solventes no acuosos, como alcoholes, dimetilsulféxido (DMSOQ) y acetonitrilo (ACN).

De acuerdo a su estructura quimica (Figura 6 a) se espera que FIS presente
varios valores de pK,. Sin embargo, en la literatura se informaron sélo dos: pKa = 7,64
y pKaz = 9,44.'*! Debido a la escasa solubilidad en agua estos valores fueron obtenidos
por extrapolacion a partir de medidas realizadas en mezclas metanol/agua.'*! El tercer
pKa no se ha podido obtener con exactitud, siendo el mismo mayor que 12.

Por otra parte, se realizd un estudio de absorcion UV-visible a distintas
concentraciones de FIS, c,,;. La Figura 24 muestra los espectros de absorcién

UV-visible caracteristicos de FIS en DMSO.

06- /

Absorbancia

-

T . T v T LB 4
300 350 400 450 500

A /am

Figura 24. Espectros de absorcion UV-visible de FIS en DMSO. Camino dptico
b=1cm. cpg = (=) L,Ix10°; ) 3,7x10°°; (-) 7,4x10°®; (=) 1,1x107 y (-) 3,0x10° M.
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FIS presenta un maximo de absorcién a A = 357 nm. A partir de estos espectros,
se obtuvo un gréfico de absorbancia en funcién de c}, , verificandose el cumplimiento

de la ley de Lambert y Beer (r = 0,9992), obteniendo un coeficiente de extinciéon molar
g = (2,58 £ 0,05)x10* cm™ M a la A de maxima absorcién y para el intervalo de

concentraciones estudiado (1,1x10 a 3,0x10° M).

4.2. MEDIDAS ELECTROQUIMICAS

4.2.1. Comportamiento electroquimico de fisetina sobre electrodos de carbono

vitreo

En primer lugar se procedi6 al estudio del comportamiento electroquimico de
FIS empleando electrodos de CV como electrodos de trabajo. La Figura 25 muestra
voltamperogramas ciclicos de FIS, obtenidos sobre electrodos de CV en un medio de
reaccion formado por 15 % de DMSO + 85 % de solucion reguladora comercial de
pH 4. Se observa que FIS se oxida electroquimicamente mediante un mecanismo de
reaccion complejo. El voltamperograma registrado en la region de potenciales entre
-0,200 y 1,00 V presenta tres ondas de oxidacion, siendo la sefial I el pico de oxidacion
la principal. Segun la bibliografia existente, esta sefial corresponde a la oxidacion del
grupo catecol del anillo B (Figura 6 a), involucrando el intercambio de 2¢" y
2H*.%%197:192 por su parte, las sefiales 11 y 111 corresponderian a la oxidacion del —OH del
C-3 del anillo C*'”7 y del —OH del C-7 del anillo A,%'? respectivamente. La
interpretacion de estas dos ultimas sefiales sigue ain bajo discusion, ya que Timbola y
col.!® proponen que podria tratarse de la oxidacién de los productos de reaccién
generados a partir de la sefial 1.

También se puede observar en la Figura 25 que, si el barrido se invierte a un

potencial de 0,430 V, es posible verificar la reversibilidad de la sefial 1.
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Figura 25. Voltamperogramas ciclicos registrados en una solucion de FIS hasta

1,00 V (linea roja continua) y hasta 0,430 V (linea roja discontinua) y en solucion de

blanco (linea gris continua). c,x= 1,85x10° M. v = 0,050 V 5. Medio: 15 % DMSO

+ 85 % solucion reguladora de pH 4.

En las Figuras 26 a y b se muestran los voltamperogramas ciclicos obtenidos a
diferentes valores de pH. Como puede observarse, la respuesta es fuertemente
dependiente del mismo. Asi, al aumentar el pH disminuye notablemente la intensidad de
las sefiales, a la vez que se produce un ensanchamiento de las mismas vy,

simultaneamente, un corrimiento hacia potenciales menos anédicos.

1.0x10>

2.0x10°

5.0x10%

I/A
I/A

1.0x10°+
0.0

-5.0x10°% 0:04

-0.2 0.0 0.2 04 ' 0.6 08 1.0 -0'.2 0.0 0.'2 0.’4 0.(6 ' 0.8 ' 1.0
Evs ECS/V Fvs ECS/V

Figura 26. Voltamperogramas ciclicos registrados en una solucién de FIS.

Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de diferentes pH. a) pH (<) 2y (-) 4 y
B)pH) 7y () 10. c,s = 1,85x10° M. v=0,050 V s~
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A pH 2 se observa poca diferencia entre los E, de las dos primeras sefiales,
dificultindose su separacion, mientras que a pH 10 los picos no se encuentran bien
definidos. Dadas las respuestas obtenidas, se realiz6 un estudio con la velocidad de
barrido de potencial sobre la sefial del pico I a los pH 4 y 7. Se conoce que cuando el
proceso de electrodo esta controlado por difusioén, un grafico de la corriente de pico
anddica (/p,a) vs v!”2 es lineal, mientras que para una cupla redox superficial I, » muestra
un comportamiento lineal en funcién de v.** En el intervalo de velocidades estudiado se
encontré una relacion lineal de I, tanto en funcién de v'”? como de v (Figura 27), a
partir de lo que se pudo inferir que esta sefial presenta muy probablemente un control

mixto: difusional y adsortivo.
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Figura 27. Dependencia de I,, con a) vi”? a pH 4, r =

r=209759; c)v?apH7 r=09879yd vapH7 r =

Medio: FIS en 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora.

70

0,9886; b) v a pH 4,
0,9786. c;s =1,85x107 M.




Estudio del comportamiento electroquimico de fisetina
Capitulo 4 sobre electrodos desnudos

La adsorcion de FIS sobre la superficie del electrodo de CV a los pH estudiados
se corrobor6 mediante experimentos de transferencia del electrodo de trabajo a la
solucién de blanco. Asi, luego de registrar cada voltamperograma ciclico en la solucion
de FIS, se registro otro bajo las mismas condiciones experimentales, pero en la solucién
del blanco, donde claramente se observa la definicion de una cupla redox superficial

cuasi-reversible (Figuras 28 a y b).
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Figura 28. Voltamperogramas ciclicos registrados en solucion de FIS (lineas
continuas) y en solucion de blanco (lineas discontinuas) después de registrar los

voltamperogramas ciclicos en presencia de FIS. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion
reguladora comercial de pHa) 4y b) 7. ¢, = 1,85x1 0*M v=0050Vs".

La adsorcidon que se produce sobre la superficie del electrodo de CV puede estar
dada por FIS, por especies producidas a partir de la reaccion redox, o por ambas. Para
determinar la naturaleza de la sustancia que se adsorbe, se procedié a verificar la
adsorcion espontanea de FIS sobre la superficie de electrodos de CV. Para ello, se
sumergio el electrodo en una solucidn de FIS, sin realizar barridos en la misma, y se
registr6 luego un voltamperograma ciclico en la solucion del blanco. La Figura 29
muestra la respuesta obtenida, lo que indicaria que FIS se adsorbe espontaneamente
sobre la superficie del electrodo. La Figura 29 muestra dos voltamperogramas ciclicos:
uno registrado en la solucion del blanco después de acumular FIS sobre la superficie del

electrodo y, el otro, registrado en el blanco después de haber realizado un
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voltamperograma ciclico en la solucion de FIS. Las formas de ambos voltamperogramas
son semejantes € indicarian que tanto FIS como el producto del primer pico de

oxidacidn estarian adsorbidos sobre la superficie de electrodos de CV.
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Figura 29. Voltamperogramas ciclicos registrados en una solucion de blanco,
posterior a la adsorcion de FIS durante 1 min: con registro previo de

voltamperogramas en solucion de FIS (-), y sin haber registrado voltamperogramas en
solucién de FIS (-). ¢, = 1,85x10° M. v = 0,050 V 5. Medio: 15 % DMSO + 85 %

solucion reguladora de pH 4.

A partir del experimento de transferencia del electrodo a la solucién de blanco es
factible separar el proceso difusional del adsortivo, ya que la respuesta obtenida en la
solucion de blanco corresponde s6lo al componente adsortivo. Por lo tanto, el
componente difusional se podria obtener de forma aproximada, en cada caso, mediante
la diferencia entre el voltamperograma ciclico registrado en una solucién de FIS y aquel
registrado luego en la solucion de blanco. La Figura 30 muestra este procedimiento para

los dos valores de pH estudiados.
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Figura 30. Voltamperogramas ciclicos registrados en solucion de FIS (linea
continua), en el blanco después de transferir el electrodo a dicha solucion (linea

discontinua) y el que resulta de la diferencia entre ambos (linea discontinua con
puntos) registrados apH () 4y () 7. cps = 1,85x1 0% M. v=0050 Vs’ Medio: 15 %
DMSO + 85 % solucion reguladora.

A partir de los voltamperogramas ciclicos obtenidos para los procesos difusional
y adsortivo en forma separada, se analizé su comportamiento con la velocidad de
barrido.

Las Figuras 31 a-d muestran la dependencia de I,, con v2 y v para los

voltamperogramas difusionales y adsortivos, respectivamente,apH 4 y 7.
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Figura 31. Dependencia de I, , con a) v' 2 para el componente difusional a pH 4,

r = 0,9899; b) v para el componente adsortivo a pH 4, r = 0,9979; c¢) v1/2 para el

componente difusional a pH 7, r = 0,9980 y d) v para el componente adsortivo a pH 7,
r=0,9974. c;,s = 1,85x10™ M. Medio: FIS en 15 % DMSO + 85 % solucién reguladora.

En el caso de pH 4, realizando barridos sucesivos en la solucion de blanco no se

produce la limpieza de la superficie del electrodo, por lo que fue necesario pulirlo y

activarlo entre medidas. A pH 7, en cambio, no fue necesario realizarle el

pre-tratamiento al electrodo ya que fue posible recuperar la superficie con barridos

sucesivos en la solucidén de blanco. Esto pondria en evidencia que la adsorcion es més

fuerte a pH 4 que a pH 7. Asi, en la Figura 31 puede apreciarse que se encuentra una

mejor linealidad a pH 7 que a pH 4, para la dependencia de I, , tanto con v
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Los experimentos del estudio de la adsorcion se llevaron a cabo adsorbiendo FIS

por inmersion del electrodo de trabajo en la solucion correspondiente, a circuito abierto.

4.2.1.1. Estudio del proceso controlado por difusion

A partir del analisis realizado de los voltamperogramas difusionales obtenidos
como se explico previamente, fue posible determinar un coeficiente de difusién aparente
de FIS, Dgis, y corroborar el nimero de electrones intercambiados por mol de sustancia
electrolizada, n.

En primer lugar, se determind la diferencia entre el potencial de pico anddico y
catodico, AE,, para todos los voltamperogramas ciclicos obtenidos. Los valores hallados
se encontraron entre 0,038 - 0,040 V a v = 0,050 V s™ para ambos pH. Estos valores
estan razonablemente de acuerdo con lo que se espera tedricamente para una cupla
redox nernstiana bielectronica, esto es, 0,030 V a 25 °C.*

Por su parte, la relacion entre las corrientes de pico catédica y anddica (I / I,2),
determinada usando el método propuesto por Nicholson,''? fue menor a 1 para
velocidades de barrido bajas, tendiendo a dicho valor con el incremento de v. Este
resultado indicaria que la oxidacion electroquimica de FIS corresponde a un mecanismo
del tipo EQEQ, donde E representa una etapa electroquimica y Q una etapa quimica.

Ademas, se estudio la variacion del potencial de pico andédico E, . con log v. Se
conoce que cuando un sistema es reversible el E, es independiente de v y de ¢y,
mientras que cuando existe alguna complicacion quimica acoplada a la transferencia de

carga, el E, es dependiente tanto de v como de c,, . En las Figuras 32 a y b se muestran

las variaciones del E,, con log v para ambos valores de pH. Puede observarse que a
pH 7 el grafico muestra una pendiente cercana a 0,020 V (valor esperado para un

mecanismo de reaccion del tipo EQ) mientras que a pH 4 el E, ;, no varia con v.
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Figura 32. Variacion del E, vs log v. c,;3= 1,85x1 0* M. a) pH 4; b) pH 7,
pendiente: (0,023 + 0,003) V década™, r = 0,9375. Medio: FIS en 15 % DMSO + 85 %

solucion reguladora.

Estos resultados estarian confirmando que la primera descarga de FIS involucra
2e y sigue un mecanismo del tipo EQEQ, en donde las etapas quimicas corresponderian
a la transferencia de protones, la cual se ve favorecida con la disminucion del pH. Esto,
a su vez, concuerda con que la oxidacién corresponde al grupo catecol del anillo B de
FIS (Figura 6 a).

4.2.1.1.1. Voltamperometria de convolucién

Para determinar el coeficiente de difusion de FIS y el nimero de electrones
intercambiados por la cupla redox se aplicé la técnica de convolucion. En las Figuras 33
a y b se muestran voltamperogramas ciclicos de FIS, conjuntamente con los

correspondientes voltamperogramas convolucionados a los pH estudiados.
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Figura 33. Voltamperogramas ciclicos registrados en solucion de FIS

corregidos por el blanco (-) y los correspondientes voltamperogramas convolucionados
(~). Medio: 15 % DMSO + 85 % solucionreguladoradepHa) 4y b) 7. c,,; = 1,85x1 0* M.
v=0050Vs".

Como puede observarse en la Figura 33, los voltamperogramas ciclicos
convolucionados de FIS, después de haber sustraido la corriente de blanco, muestran
histéresis entre las corrientes de convolucidn directa e inversa para las velocidades de
barrido estudiadas. Este comportamiento es caracteristico de reacciones de electrodo
cuasi-reversibles con reacciones quimicas acopladas a la transferencia de carga inicial.*?

Dado que la adsorcion es mas fuerte a pH 4, en los voltamperogramas ciclicos
difusionales obtenidos de la resta no se logra eliminar totalmente la componente
adsortiva, lo que se corrobora con la pobre definicion de la corriente limite
convolucionada Iy cn. Por lo tanto, para la obtencién del coeficiente de difusién
aparente, Df;s, solo se analizé el pH 7.

El voltamperograma convolucionado alcanza una Iy ¢on, a partir de la cual se

puede calcular Dgs:' 3

I, ... = nFAD}2c; 37

L,con

Utilizando el valor de Iy ¢on calculado a partir del promedio de las I, ¢con Obtenidas

en el intervalo de v entre 0,025 y 0,600 V st y, considerando que n=2y A = 0,071 cm?,
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se obtuvo un valor de Dys = (3,1 £ 0,5)x10° cm? s en este medio. El valor de Drs

encontrado es razonable para este tipo de moléculas en el medio de reaccién utilizado.
Por otro lado, a partir del analisis logaritmico de los voltamperogramas

convolucionados es posible corroborar el nimero de electrones intercambiados por la

cupla redox. La Figura 34 muestra el grafico de E vs log{(IL,c - Iwn(t))/ Iw,,(t)} apH 7, el

que fue lineal, obteniéndose una pendiente cercana a 0,030 V decada™, en buen acuerdo

con el esperado tedricamente para una transferencia de carga bielectrénica.’ 13

0.14
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0.104

2 0.08

0.06

0.04

log (1, - IOYI(t)
Figura 34. Dependencia del E con log{(IL,C —Im(t))/ Iw,,(t)} a pH 7.

Pendiente = 0,031 V década™, r = 0,9997. cppe = 1,85x107* M. v = 0,050 V 57\

4.2.1.2. Estudio del proceso controlado por adsorcion

Dado que FIS se adsorbe especificamente sobre electrodos de carbono vitreo, se
estudié el proceso de adsorcion. El estudio se llevé a cabo a pH 4 ya que, como se
mostré anteriormente, a medida que el pH disminuye se favorece la adsorcion. En
principio, esta interaccion puede explicarse considerando que sobre una superficie
activada de CV pueden estar presentes varios grupos funcionales, tales como: fenol,
carbonilo y lactona, entre otros,'* los que interaccionarian con los grupos funcionales

presentes en la estructura quimica de FIS produciendo la adsorcion selectiva.
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Se determind el tipo de isoterma de adsorcion que mejor describe la interaccion
especifica de FIS con electrodos de CV y los parametros cinéticos y termodinamicos

correspondientes.

4.2.1.2.1. Concentracién superficial de las especies adsorbidas

El 4rea bajo el pico de oxidacion y/o reduccion de un voltamperograma ciclico
de adsorcidn, luego de sustraer las corrientes capacitivas, representa la carga Q asociada
al proceso redox. Para el sistema bajo estudio es sabido que FIS se oxida a la

69,107,142

correspondiente quinona, por lo tanto, y considerando la ec. 36, se tiene

Qps =nFAU e y Oy, = nFAL,,, para FIS y la quinona, respectivamente. A partir de

voltamperogramas ciclicos registrados en un intervalo de velocidades desde 0,025 a

0,125 V s!, se determinaron los valores promedio I',, = (3,4 + 0,3)x]0'10 mol cm™ y

Iy

u = @7 £ 0,7x10" mol cm™ para ¢, = 1,85x10™ M. Estos valores estan de
acuerdo con los esperados tedricamente para la formacion de una monocapa de

sustancia adsorbida.*?

4.2.1.2.2. Isoterma de adsorcion

En primer lugar, se llevaron a cabo estudios para encontrar el potencial, Fy, y el
tiempo de acumulacion, t,., mas apropiados para llevar a cabo la adsorcion de FIS sobre
la superficie del electrodo. Se utiliz6 VOC por ser una técnica mas sensible.

Para ello, el electrodo se mantuvo en una solucién de FIS mientras el E, se varid
desde -0,300 a 0,100 V en intervalos de 0,100 V. Los voltamperogramas de onda
cuadrada registrados en la solucion de blanco después de cada E,. aplicado, no
mostraron diferencias significativas en los valores de corriente. Por otra parte, tampoco
se observd una diferencia significativa en los valores de corriente cuando la

acumulacion de FIS se realizé a circuito abierto. Sobre la base de estos resultados, la
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adsorcion FIS se llevo a cabo a circuito abierto por inmersion del electrodo de CV en
una solucién de FIS durante un t, dado.

Para establecer el tiempo de acumulacion méas adecuado se realizaron
experimentos a distintas concentraciones de FIS. Para cada concentracion empleada, la
adsorcion de FIS se llevo a cabo en soluciones agitadas, en donde el electrodo de CV
qued6 inmerso durante un determinado tiempo a circuito abierto, registrandose luego
los voltamperogramas de onda cuadrada en solucién de blanco.

En todos los casos, después de la acumulacién de FIS sobre la superficie de
electrodos de CV y, antes de ser transferido a la celda que contiene la solucién de
blanco, el electrodo se enjuag6é con abundante agua. Ademas, el electrodo fue pulido y
activado antes de cada experimento, como se describid anteriormente (seccion
3.2.2.1.1.).

La Figura 35 muestra los tres registros de corriente de un voltamperograma de
onda cuadrada registrado en la solucion de blanco, bajo las condiciones experimentales

indicadas previamente.

4.0x10°
2.0x10°
<
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0.0
-2.0x10° 4
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0.25 0.30 0.35 0.40
EvsECS /V

Figura 35. Voltamperograma de onda cuadrada de FIS registrado en una

solucién de blanco. t,. = 30 min. c,,, = IxI0° M. f = 20 Hz, AE, = 0,005 V,

AE,. = 0,025 V. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

Para cada una de las concentraciones, la I, , aumenta a medida que lo hace el t,,

hasta llegar a un valor de I,, constante. La condicion de equilibro de adsorcion varia
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con la concentracion de FIS. A concentraciones menores que 1x10° M, el equilibro de
adsorcion superficial se obtiene para un t,c de 30 min, por lo que se fij6 este tiempo
como el apropiado para llevar a cabo los experimentos. Cuando c,,, es mayor que
1x10® M, a t,c = 30 min. el electrodo se cubre completamente y la corriente de pico neta
asi obtenida corresponde al valor de la corriente de pico neta maxima (/p n max)-

Por otra parte, el cubrimiento superficial se puede expresar como 0 = I, ;, / I n max»
donde I, es la corriente de pico de los voltamperogramas de onda cuadrada obtenida a

un t,c de 30 min para diferentes C;zsi Y Ipnmax €5 €l maximo valor de corriente de pico
obtenida al mismo t, para la mayor concentracién de FIS estudiada, c;,; = 5x10°® M.
A partir de los datos de la curva de I, en funcién de c,,, se determiné el valor

de I nmax para el calculo de 6. Posteriormente, se obtuvo el grafico de c,,; en funcién

de 0 y se realizaron los analisis correspondientes de modo tal de determinar cual es la
isoterma de adsorcién que ajusta mejor los datos experimentales.**'*! Asi, se encontré
que la isoterma de adsorcion de Frumkin es la que mejor describe la interaccion
especifica de FIS con los electrodos de CV.

En la Figura 36 a se muestran los datos experimentales y el ajuste obtenido para
la isoterma de Frumkin (ec. 35) para 0,17 < 0 < 0,79. La linea punteada representa el
ajuste realizado para la isoterma de Langmuir (ec. 29). La Figura 36 b muestra el ajuste

de los datos para la forma linealizada de la ecuacion de Frumkin, dada por:

ln(169)+g'49=1nc;7s +In B (38)
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Figura 36. a) c,,, vs 0. Los puntos experimentales se representan por (e), la

linea continua es el resultado del mejor ajuste, correspondiente a la isoterma de
adsorcion de Frumkin, con ¥ = 6,35x10°'%. t,. = 30 min. f = 20 Hz, AE.,= 0,005 V,
AE,. = 0,025 V. La linea discontinua es el ajuste obtenido para la isoterma de

Langmuir. (b) Forma logaritmica de la isoterma de adsorcion de Frumkin, r = 0,9765.

Mediante el ajuste se obtuvieron valores de = 3x10°y g” = (0,31 + 0,05), con
¥ = 1,24x10'®. A partir de B es posible calcular AG,s de acuerdo a la ec. 27,
obteniéndose un valor de AG.g = -36 kJ mol™. El hecho de que el valor del AG 4 sea
negativo indica que el proceso global de adsorcion de FIS sobre la superficie de
electrodos de CV es energéticamente favorable. Ademas, el parametro de interaccion g’
tiene un valor positivo, que indica que, en este caso, las interacciones entre las

moléculas adsorbidas son atractivas.***'** E| grafico de In(0/(1-6))+g'6 vs Incy

es lineal (Figura 36 b), con una pendiente de (1,1 + 0,1) y una ordenada al origen de
(16 =+ 1). Se determinaron ademas los valores de = 8x10°y g’ = 0,29, siendo similares
a los obtenidos anteriormente. Los resultados obtenidos para FIS estan de acuerdo con
los determinados previamente en nuestro laboratorio para el flavonoide morina, cuya

estructura quimica es similar a la de FIS.'*
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4.2.1.2.3. Determinacion de parametros cinéticos y termodinamicos de la reaccion

redox superficial mediante voltamperometria de onda cuadrada

Es bien conocido que la VOC es una técnica poderosa para caracterizar
reacciones redox superficiales.'*’'*’ Las respuestas voltamperométricas de reacciones
redox entre reactivos y productos, ambos adsorbidos sobre la superficie del electrodo,

estan caracterizadas por el “desdoblamiento del pico neto”,'**'*® a partir del cual se

pueden determinar el potencial formal (E?) y el coeficiente de transferencia anddico

(1-a) de la cupla redox adsorbida, y el llamado “maximo cuasi-reversible”,'**'> del

cual se obtiene la constante de velocidad formal aparente (&, ).

4.2.1.2.3.1. Desdoblamiento del pico neto

El analisis tedrico de la VOC de las especies adsorbidas sobre la superficie del
electrodo predice que la corriente de pico neta se desdoble en dos y la altura de pico se
aproxime a cero a medida que aumenta la velocidad de reaccién.'****1>° E|
desdoblamiento del pico neto es causado por la separacién de los picos directo e inverso
a medida que el pardmetro adimensional, k, aumenta. Este parametro describe la
importancia relativa de la cinética de la transferencia de carga y depende de la constante
de velocidad efectiva para la transferencia de carga y del periodo de la onda cuadrada.
Cuando x >> 1 la reaccidon se comporta reversiblemente, mientras que para x << 1 se
comporta totalmente irreversible.'’® Experimentalmente, este comportamiento puede
observarse disminuyendo la frecuencia de la onda cuadrada, f, o incrementando su
amplitud, AE,.. Los cambios en la forma del pico, que contienen informacién cinética,

se producen mds efectivamente por variacién en la amplitud de la onda.'**'>> A partir

del desdoblamiento del pico pueden determinarse Eﬁ y (l-a) de la cupla redox

adsorbida.
Se realizaron una serie de experimentos de VOC en los cuales se vario la

amplitud, manteniendo la frecuencia constante. Esto se llevo a cabo a dos frecuencias
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distintas, obteniéndose el mismo resultado. La Figura 37 muestra los resultados

obtenidos a f= 10 Hz.
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Figura 37. Voltamperogramas de onda cuadrada a diferentes amplitudes de la
onda, registrados en una solucién de blanco. toc = 30 min. ¢, = Ix10° M. f = 10 Hz,

AE, = 0,005V. AE,c = a) 0,025 V; b) 0,075 V; ¢) 0,100 Vy d) 0,130 V. Medio: 15 %
DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

Como puede observarse, para pequefios AFE, se presenta un pico neto simple
bien definido. Sin embargo, el pico comienza a desdoblarse a AE,. = 0,075 V vy, se
encuentra casi totalmente desdoblado a AE,. = 0,130 V a f = 10 Hz. Como se menciond
previamente, el desdoblamiento del pico neto es dependiente de la relaciéon entre la
constante de velocidad de la cupla redox superficial y el potencial; por lo tanto, el
comportamiento de la cupla redox varia de un mecanismo cuasi-reversible a uno

reversible a medida que AE,; aumenta.
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A partir del desdoblamiento del pico es posible determinar el E? como la

semisuma de los E, de las respuestas directa e inversa y, ademas, (1-a) usando la

relacion:'*°

I,/1  =5,6414exp[-3,4606(1— )] (39)

pa
La Tabla 2 muestra los valores obtenidos para las dos frecuencias estudiadas.
Tabla 2. Potenciales de pico anddico (Epg) y catddico (E, ), relacion entre corrientes

de pico anddica y catédica (Ipq/ I, ) para los picos de VOC desdoblados, y valores de

(1-a) calculados para la cupla redox adsorbida sobre electrodos de CV.

f /Hz AEo IV Epa/V Ep/V 1A% Lol e (1-a))
10 0,025 0,331 0,345 0,338 1,23 0,44
0,075 0,306 0,379 0,342 0,97 0,51

0,100 0,282 0,394 0,338 0,93 0,52

0,130 0,248 0,419 0,333 1,05 0,49

20 0,025 0,340 0,345 0,342 1,34 0,41
0,075 0,321 0,370 0,345 1,01 0,50

0,100 0,311 0,370 0,340 0,98 0,51

0,130 0,287 0,389 0,338 0,97 0,51

A partir de estos resultados se obtuvo un valor promedio de
E7 =(0,340£0,003) V, I, /1 _=(1,1£0,1)y (I-a) = (0,49 + 0,04)."
El valor determinado para (f:?;) es cercano al reportado previamente por

Golabi y col.'"” para el primer pico de oxidacion de FIS ((1—a)=0,54), obtenido

mediante experimentos de VC realizados en soluciones reguladoras de pH 6, luego de

producir la adsorcién de FIS a partir de una solucion etandlica.
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4.2.1.2.3.2. Método del maximo cuasi-reversible

Cuando la adsorcion del reactivo y del producto de una cupla redox superficial
cuasi-reversible es igualmente fuerte, un grafico de I, ,/f vs f, obtenido a partir de los
voltamperogramas de onda cuadrada a diferentes frecuencias, muestra un maximo que
aparece a una frecuencia, denominada frecuencia critica maxima, que es proporcional a
la constante de velocidad formal k; de la reaccion redox.'>b13%155
Segun la teoria, se ha demostrado que, en la region del maximo del grafico de

I, n vs 1, 1a curva puede ser aproximada por la parabola dada por:!31:1%

(Ip,n/f)"'(lp,n/f),mx =_a(Kmax/f)2(f—ks/Knnx)z (40)

con a =3nFAc'D"?, donde n es el namero de electrones intercambiados por mol de
sustancia electrolizada, F es la constante de Faraday, A es el area del electrodo, c¢* es la
concentracion del reactivo en el seno de la solucion y D es el coeficiente de difusion del

reactivo. A partir de la ec. 40 puede deducirse que, si (I on ! S )= (I on ! S )m , entonces

Soax =k, / K, . Por lo tanto:

Ky = Ko S e (41)

donde x_, es un parametro cinético y fax €s la frecuencia critica maxima determinada
a partir del gréfico de I,o/f vs f. El parametro x_, depende del producto entre el

numero de electrones intercambiados y la amplitud de la onda cuadrada (nAE,) y del
coeficiente de transferencia (1-a), pero es independiente del producto entre el numero
de electrones y el salto de escalera (nAE.), y de la cantidad de sustrato adsorbida

o« o e * . . . . .
inicialmente (I"), esto si no hay interacciones entre las moléculas adsorbidas.'” «

X
est4 tabulado con lo cual a partir de la ec. 41 es posible obtener el valor de k.'>' En
presencia de interacciones laterales entre las especies adsorbidas, la constante de

velocidad formal aparente para la cupla redox superficial se define como:'**!%
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ks,ap = ks exp(_zg' 0) (42)

donde g'@ es el producto de interaccion. Por lo tanto, el grado de interaccién depende

tanto del cubrimiento superficial como del parametro de interaccion.'**!>> Entonces,

para alcanzar el maximo cuasi-reversible, se debe satisfacer la ecuacion:
ks ap = (i Y S (43)

donde (x,, )m es igual al «_, donde no existen interacciones entre las moléculas

adsorbidas. Ademaés, es posible inferir que cuando las fuerzas de interaccidn son
atractivas (g’ > 0), la constante de velocidad formal del proceso redox superficial
decrece.

La Figura 38 muestra el maximo cuasi-reversible para FIS a dos concentraciones

distintas.
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Figura 38. Dependencia entre L, / [y f tac = 30 min. AE,, = 0,025 V,
AE. = 0,005 V. c;,s = (®) Ix107 My (o) 1x10° M.

La Figura 39 muestra los graficos de I, vs f a frecuencias bajas (f < 30 Hz),
donde se observa una dependencia lineal, como se espera tedricamente para una cupla

redox superficial en condiciones cercanas a la reversibilidad."*’
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Figura 39. Dependencia entre I,, y f a bajas frecuencias. t,c = 30 min.

AEo.=0,025V,AE, =0,005V. c,,s = (®) Ix107 M, r = 0,9828y (o) 1x10° M, r = 0,9975.

La frecuencia critica maxima decrece a medida que c,, aumenta (Tabla 3),
como se espera tedricamente para una cupla redox superficial con interacciones

atractivas entre las moléculas adsorbidas.!>*!*

Tabla 3. Dependencia del mdximo de frecuencia con la concentracion de FIS.

AEo = 0,025 V; AE, = 0,005 V; tac = 30 min.

Crs /UM ) fin I8 k,,, /s’
0,10 0,26 38 34
0,50 0,50 34 30
0,75 0,64 31 28
1,00 0,87 26 23

A partir del maximo cuasi-reversible se obtuvo el valor promedio de
Sex = (32 £ 5) Hz. Por otro lado, los valores de k, ,, se calcularon con la ec. 43. Para

ello, se obtuvo «,, = 0,88 a partir de la Tabla 2 en la Ref. 155, considerando

nAE,. = 0,050 V y (1-a) = 0,49, determinado mediante el desdoblamiento del pico
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voltamperométrico neto, como se describié en la seccion anterior. El error en la

estimacion de &, ,, usando « es cercano al 10 %.!%
Un grafico de Ink,,, vs 6 fue lineal en el intervalo 0,26 < 6 < 0,87, con

r = 0,9892. De la ordenada al origen y la pendiente de este grafico se obtuvieron valores
de ks =41 s'y g = (0,31 + 0,06). El valor de g’ esta de acuerdo con el encontrado

previamente a partir del ajuste de la isoterma de adsorcion de Frumkin (g' = 0,31).

El valor de ks calculado es aproximadamente 2,5 veces mayor que el

107
l.;

previamente informado por Golabi y co probablemente la diferencia se deba al

medio de reaccion empleado en cada caso.

4.2.2. Comportamiento electroquimico de fisetina sobre un electrodo de Au sin

modificar

Una vez realizados los estudios del comportamiento electroquimico de FIS sobre
electrodos de CV, se procedio a su estudio sobre electrodos de Au ya que sobre esta
superficie es posible obtener las MAE.

La Figura 40 muestra las respuestas obtenidas sobre un electrodo de Au
desnudo. Se presentan tres ondas de oxidacion, siendo la primera la descarga principal.
Como puede observarse, la sefial electroquimica sobre esta superficie es similar a la
encontrada sobre CV (Figura 25). Estas respuestas voltamperométricas ponen de
manifiesto, también para esta superficie, un mecanismo de reaccion electroquimico
complejo.

Por otro lado, en la Figura 40 se observa que la sefial no logra estabilizarse con
los barridos sucesivos, presentandose, ademas de una disminucién en la intensidad, la

pérdida en la definicion de la respuesta voltamperométrica.
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Figura 40. Voltamperogramas ciclicos consecutivos de FIS y en solucion de

blanco registrados antes (linea gris continua) y después (linea gris discontinua) de los
barridos en la solucion de FIS. ¢, = Ix10* M. v = 0,050 V s'. Medio: 15 % DMSO

+ 85 % solucién reguladora de pH 4.

Se encontré que sobre el electrodo de Au también se produce la adsorcién de
FIS, revelandose asi un comportamiento semejante al observado en el estudio de la
oxidacion electroquimica sobre electrodos de CV. La adsorcion sobre el electrodo de
Au se evidencié mediante la transferencia de éste a una soluciéon de blanco (linea gris
discontinua en la Figura 40), luego de haber registrado voltamperogramas ciclicos en la
solucién de FIS. No es posible remover totalmente lo adsorbido mediante barridos
sucesivos en la solucién de blanco, por lo que fue necesario pulir y activar el electrodo
entre las medidas. Este hecho estaria poniendo de manifiesto la existencia de una
adsorcion fuerte sobre la superficie del electrodo. Otro experimento realizado consistié
en mantener ¢l electrodo en la solucién de FIS durante un determinado tiempo,
registrandose luego voltamperogramas ciclicos en la misma. En éstos, se observa que la
intensidad del segundo pico aumenta poniendo de manifiesto su naturaleza adsortiva
(resultados no mostrados).

Cabe aclarar que el potencial maximo al cual se puede llegar con el electrodo de
Au es de aproximadamente 0,700 V, ya que a partir de este valor comienza a observarse

la descarga correspondiente a la formacion de los 6xidos de Au.
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Sobre electrodos de Au desnudos no fue posible obtener respuestas
reproducibles, lo que impidido que se llevaran a cabo los estudios para caracterizar el

proceso de adsorcion de FIS como se hizo en el caso de CV.

4.3. CONCLUSIONES

En la superficie de carbono vitreo, fisetina muestra un control mixto, difusional
y adsortivo. Ademés, se demostrd que tanto fisetina como el producto de reaccion del
primer pico de oxidacion, se adsorben fuertemente sobre dicha superficie. La isoterma
de adsorcion de Frumkin es la que mejor describe la interaccion especifica de fisetina
con los electrodos de carbono vitreo a pH 4. Se realiz6 una caracterizacion completa de
cupla redox superficial de fisetina mediante VOC, combinando los métodos del
“méaximo cuasi-reversible” y del “desdoblamiento del pico neto”. Se determinaron
valoresde E}, (1-) y k,.

Por otro lado, la respuesta electroquimica de fisetina sobre electrodos de Au
desnudo presenté un comportamiento semejante al observado sobre carbono vitreo. Si

bien fisetina mostr6 actividad superficial sobre ambas superficies, en el electrodo de Au

desnudo resulté complicado obtener respuestas reproducibles.
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Tal como se ha mencionado en la introduccion, la modificaciéon de la superficie
del electrodo puede mejorar notablemente la respuesta electroquimica de un analito. Por
ello, se llevdo a cabo el estudio del comportamiento electroquimico de FIS sobre
electrodos modificados con MAE de diferentes tioles, los cuales se encuentran
tabulados en la seccion 3.1.4. Se seleccionaron 11 tioles con diferentes caracteristicas

estructurales que incluyen grupos nitrogenados y oxigenados, tales como aminos
primarios o terciarios, -OH, -COOH y —SO; como grupos funcionales terminales,
tanto de cadenas alifaticas como de anillos aromaticos.

Las condiciones comunes bajo las cuales se realizaron los experimentos con
cada tiol fueron: c;,, = 1x10* M, ¢,,, = 5 MM ¥ tmea = 60 min, a excepcién del DDT
para el cual el tmoq fue de 10 min.

En este capitulo se muestran los estudios del comportamiento electroquimico de

FIS sobre electrodos de Au modificados con MAE de diferentes tioles.

5.1. 1-DODECANOTIOL

La Figura 41 muestra las respuestas obtenidas sobre un electrodo de Au
modificado con DDT. En un primer barrido se observan dos picos de oxidacién a
Epa=0,455y 0,645 V y se insinta también un pico de reduccién, con un E,.= 0,178 V,
cuando se invierte la direccion del barrido de potencial. La respuesta fue disminuyendo
considerablemente con los barridos sucesivos, lo que indicaria la pasivacion de la

superficie del electrodo.
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Figura 41. Voltamperogramas ciclicos consecutivos de FIS sobre el electrodo

de Au modificado con DDT y del blanco correspondiente. c,,, = 1,85x1 0*M.
v=20,050 V5" tmoa= 10 min. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

Comparando esta respuesta con la correspondiente al Au no modificado,
podemos concluir que con esta monocapa no se logran mejoras en la seiial
voltamperométrica de FIS. La MAE estd actuando como una barrera a la transferencia
de carga y no evita la pasivacion de la superficie del electrodo.

El mismo comportamiento se observé cuando la inversion de potencial se realizo
a 0,550 V (Figura 42).
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Figura 42. Voltamperogramas ciclicos consecutivos de FIS sobre el electrodo
de Au modificado con DDT y del blanco correspondiente. c;,, = 1,85x10° M.
v =20,050Vs". tmoa= 10 min. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucién reguladora de pH 4.
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5.2. BENCENOTIOL

En la Figura 43 se muestran las respuestas obtenidas para FIS sobre el electrodo
de Au modificado con BT. Como puede observarse, se obtiene una respuesta
caracteristica de aquellos procesos que son inhibidos por la presencia de la monocapa.

Se observa también que la respuesta decae con los barridos consecutivos.

I/A

-1.0x10° T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

EvsECS IV

Figura 43. Voltamperogramas en FIS consecutivos sobre el electrodo de Au

modificado con BT y del blanco correspondiente. c,, = 1x10°* M. v = 0,050 V 5.
Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

5.3. 6-MERCAPTO-1-HEXANOL

En la Figura 44 se muestran voltamperogramas ciclicos registrados en la
solucion de FIS sobre electrodos de Au modificados con 6-M-1-H y del blanco
correspondiente. En el voltamperograma ciclico de FIS se observan dos picos de

oxidacion poco definidos.
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Figura 44. Voltamperogramas ciclicos de FIS sobre el electrodo de Au
modificado con 6-M-1-H (linea roja). c,,, = IxI 0% M. v =0050Vs"'. Medio: 15 %
DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

5.4. 4-MERCAPTOFENOL

En la Figura 45 se muestran voltamperogramas ciclicos obtenidos con una MAE
de 4-MF. Se observa un pico de oxidacion alrededor de 0,375 V y su pico de reduccioén
complementario cuando se invierte la direccion del barrido de potencial. La sefial se
estabiliza en el tercer ciclo. Cuando se llevé a cabo el estudio con v, se encontrd que la
dependencia de I, , resulto lineal tanto con v como con v'?, indicando la existencia de
un control mixto para la reaccion redox: difusional y adsortivo. Se confirma la presencia
de especies adsorbidas cuando se registré un voltamperograma ciclico después de
transferir el electrodo a una solucion de blanco. La respuesta obtenida se muestra
también en la Figura 45 (linea gris discontinua). La descarga que se observa en la
solucién de blanco presenta E,, y Epc similares a los de los voltamperogramas

registrados en la solucién de FIS.
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Figura 45. Voltamperogramas ciclicos registrados en FIS sobre el electrodo de

Au modificado con 4-MF (linea roja continua) y en solucion de blanco antes (linea gris

continua) y después (linea gris discontinua) de registrar los voltamperogramas en la

solucion de FIS. c;,; = 1,89x10° M. v = 0,050 V s'. Medio: DMSO al 15 % + 85 %

solucion reguladora de pH 4.

En la Figura 46 se muestra que la descarga también se observa si, en lugar de
realizar barridos en la solucién de FIS, se deja el electrodo inmerso en la misma a
circuito abierto durante un tiempo dado. Este hecho corrobora que FIS se adsorbe sobre

la superficie modificada.
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Figura 46. Voltamperogramas registrados en solucion de blanco sobre el

electrodo de Au modificado con 4-MF antes (-) y después (-) de sumergir el electrodo en
la solucién de FIS, siendo (-) un barrido consecutivo. ¢, = 1,89x10™ M. v = 0,050 V s".

Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.
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La Figura 47 muestra barridos registrados en la solucioén del blanco a diferentes
potenciales de inversion. En primer lugar, la figura muestra la estabilidad de la MAE,
que presenta una ventana de potencial hasta 0,600 V aproximadamente. Por otro lado,
puede observarse también que, con barridos consecutivos en solucion del blanco, no se
manifiestan modificaciones en la sefial correspondiente a la especie adsorbida sobre la

superficie del electrodo modificada.

1.2x10° 4

8.0x107

<

=
—~

4.0x107 -

0.0} ——mmiaa —

. v .
0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6 0.7
Evs ECS/V

Figura 47. Voltamperogramas ciclicos consecutivos registrados sobre el
electrodo de Au modificado con 4-MF en solucion del blanco a distintos intervalos de

potencial. v = 0,050 Vs”'. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

Estos resultados muestran que la modificacion del electrodo con 4-MF favorece
la adsorcioén de FIS y ayuda a aumentar la reproducibilidad de las medidas, dado que

protege al electrodo de la contaminacién con productos de la reaccion.

5.4.1. Caracterizacién de la cupla redox adsorbida

Como se menciond anteriormente, FIS se adsorbe sobre electrodos modificados
con 4-MF por lo cual se llevé a cabo la caracterizacion de la cupla redox superficial.
Para ello, en primer lugar, se analiz6 la dependencia de 1, con la velocidad de barrido.
La Figura 48 muestra las respuestas lineales de I, , y I, . en funcién de v, con r = 0,9849

y 0,9853, respectivamente, obtenidas a partir de voltamperogramas ciclicos registrados
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en una solucién de c;,; = 1x10™® M. Esta concentracién es lo suficientemente baja como

para solo considerar la contribucién adsortiva del sistema.
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Figura 48. Dependencia de I,, y I, conv. c,,; =Ixl 0% M.

Por otro lado, siguiendo el procedimiento empleado para la superficie de
electrodos de CV, a partir de voltamperogramas ciclicos registrados en un intervalo de
velocidades desde 0,025 a 0,200 V s’! y, considerando el area electroquimica del
electrodo  (seccidon 3.2.2.1.2)), se determinaron los valores promedio

I = (1,6 = 02)x10"% mol em? y T,, = (1,9 £ 02)x10"* mol cm? para
crs = 1x10°® M. Estos resultados demuestran que tanto FIS como su quinona se

adsorben sobre la superficie del electrodo de Au modificado con 4-MF, como en el caso
de sobre CV."*® De igual manera, la adsorcién especifica sobre la MAE de 4-MF se
explicaria por la interaccion de FIS con los grupos fendlicos que se encuentran sobre la
superficie modificada. Los valores de I" obtenidos indicarian un cubrimiento menor al
de una monocapa.®

Dada la naturaleza cuasi-reversible de la adsorcidén de FIS sobre esta superficie
es posible, mediante VOC, caracterizar la cupla redox adsorbida determinando
parametros cinéticos y termodinamicos a partir de estudios de “desdoblamiento del pico

99145,150 s 145-153,155

neto y de “maximo cuasi-reversible”.
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El experimento de “desdoblamiento del pico neto” se llevé a cabo variando la
amplitud a una frecuencia constante, 10 y 20 Hz. La Figura 49 muestra los

voltamperogramas de onda cuadrada obtenidos a f = 10 Hz, los cuales son iguales a los

obtenidos para f =20 Hz.
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Figura 49. Voltamperogramas de onda cuadrada a diferentes amplitudes de la

onda, obtenidos sobre un electrodo de Aumodificado con 4-MF. ¢, = Ix10° M. f= 10 Hz,
AE, = 0,005 V. toe = 900 5. AEoc = a) 0,025 V; b) 0,050 V; c) 0,075 Vyd) 0,100 V.

A AE, pequefios se observa un pico neto simple, que comienza a desdoblarse a
medida que se aumenta la amplitud, presentdndose casi totalmente desdoblado a
AE,.= 0,100 V para f=10 Hz.

El E} puede determinarse como la semisuma de los E, de las respuestas directa

e inversa, mientras que para la determinacion de (1-a) se emplea la ec. 39.
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En la Tabla 4 se muestran los valores obtenidos para las dos frecuencias

estudiadas.

Tabla 4. Potenciales de pico anddico (Epg) y catodico (Ep.), relacion entre las
corrientes de pico anddica y catédica (Ip./ I,c) para los picos de VOC desdoblados, y
valores de (1-a) para la cupla redox adsorbida sobre electrodos de Au modificados con

4-MF.

f/HZ AEoc /V Ep’a /V Ep’c /V Ip)a / Ip,c (] -(l)
10 0,025 0,349 0,364 1,5 0,39
0,050 0,339 0,373 1,2 0,44

0,075 0,320 0,388 1,2 0,45

0,100 0,300 0,403 1,1 0,46

20 0,025 0,354 0,364 1,6 0,35
0,050 0,339 0,373 1,25 0,44

0,075 0,325 0,383 L1 0,46

0,100 0,305 0,398 1,1 0,46

A partir de estos resultados se obtuvo un valor promedio de
Eof = (0,355 £ 0,003) Vy (I-) = (0,43 £ 0,04), el que estd de acuerdo con el
obtenido sobre electrodos de CV (seccion 4.2.1.2.3.1.).

Por otra parte, como se mencioné anteriormente, si la adsorcion del reactivo y
del producto de una cupla redox superficial cuasi-reversible es igualmente fuerte, un
grafico de I,,/f vs f, obtenido a partir de los voltamperogramas de onda cuadrada
variando la frecuencia, muestra un maximo a una frecuencia que es proporcional a la

11133 ¢on lo que es posible

constante de velocidad formal k; de la reaccion redox,
obtener el valor de k. En la Figura 50 se presenta el grafico de I, »/f en funcion de f para
la cupla redox adsorbida sobre la superficie modificada con 4-MF. Como puede
observarse, en este caso no fue posible determinar el maximo cuasi-reversible de la
cupla redox, el que se encontraria a frecuencias menores a la minima frecuencia que se

ha podido medir experimentalmente (8 Hz). Este resultado implica que la velocidad de
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la transferencia de carga de la cupla redox superficial seria menor que la encontrada

sobre la superficie del electrodo de CV.
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Figura 50. Dependencia entre I, ,/fy f obtenida de FIS sobre el electrodo de Au
modificado con 4-MF. t,. = 900 s. c;m =1x10°M AE,. = 0,025V, AE, = 0,005 V.

5.5. ACIDO 4-MERCAPTOBENZOICO

La respuesta encontrada para FIS sobre el electrodo de Au modificado con
4-MB se presenta en la Figura 51. A su vez, se muestra también el blanco tomado luego
de registrar voltamperogramas en FIS, donde se observa una variaciéon en el blanco
respecto del blanco original, debido a la adsorcién de alguna especie. La estabilizacion
de la respuesta se logrdé despué€s de realizar aproximadamente 10 voltamperogramas
consecutivos. No se observan otros picos de oxidacién cuando el intervalo de potencial

se extiende hasta 0,700 V.
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Figura 51. Voltamperogramas ciclicos registrados en FIS sobre el electrodo de Au
modificado con 4-MB (linea roja continua) y en solucion del blanco antes (linea gris

continua) y después (linea gris discontinua) de realizar los barridos en la solucion de FIS.

Crs = 1x10° M. v = 0,050 V's™'. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucién reguladora de pH 4.

La Figura 52 muestra el estudio con v realizado para la respuesta encontrada.
Los voltamperogramas ciclicos se obtuvieron restando el blanco correspondiente,
registrado con posterioridad, para eliminar la componente adsortiva. Si bien se ha
restado el blanco para eliminar la adsorcion, la grafica de I,, con V72 presenta

dispersion y un coeficiente de correlacién lineal bajo, r=0,9112.
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Figura 52. a) Voltamperogramas ciclicos de FIS a distintas v, corregidos por

sus respectivos blancos, registrados sobre el electrodo de Au modificado con 4-MB. b)

Dependencia de I,, con v'”. r = 0,9112. ¢,y = IxI0* M. v = 0,025 a 0,600 V s™'.

Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.
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Estos resultados muestran que, si bien la sefial encontrada sobre esta superficie
es muy buena, tiene lugar un proceso de adsorcion que dificulta obtener

reproducibilidad en la respuesta.

5.6. ACIDO 3-MERCAPTOPROPIONICO

La Figura 53 muestra la respuesta de FIS sobre el electrodo de Au modificado
con 3-MP. Se observa un pico de oxidacién y el pico de reduccion complementario
durante el barrido inverso. La respuesta se estabiliza a partir del tercer ciclo y muestra

un comportamiento cuasi-reversible, con un AE, = 0,029 V.
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Figura 53. Voltamperogramas ciclicos de FIS (-) y su correspondiente blanco
(-), obtenidos sobre el electrodo de Au modificado con 3-MP. cpq = Ix107 M
v=10,050V s'. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucién reguladora de pH 4.

Al registrar los voltamperogramas ciclicos en la soluciéon del blanco, luego de
hacerlo en la solucion de FIS, se observd que los mismos son practicamente iguales a
los obtenidos al comienzo del experimento. Asi, se realizaron estudios con la velocidad
de barrido empleando el mismo electrodo modificado (Figura 54 a). En la Figura 54 b
se observa que la dependencia de I,, con v'” es lineal, indicando que la reaccién de

electrodo se encuentra gobernada por difusion. No hay relacion lineal de 7, , con v.
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Figura 54. a) Voltamperogramas ciclicos de FIS a distintas velocidades de

barrido y corregidos con sus respectivos blancos, registrados sobre el electrodo de Au
modificado con 3-MP. b) Dependencia de I,, con vi?2 r = 0,9986. c;,s = Ix10* M.
v=0,025a 0,600 Vs’ Medio: 15 % DMSO + 85 % solucién reguladora de pH 4.

También se realizaron experimentos de VOC a distintas frecuencias. En la
Figura 55 se muestran los voltamperogramas de onda cuadrada obtenidos a distintas f'y

la dependencia de I, , con 12, la cual result6 lineal.
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Figura 55. a) Voltamperogramas de onda cuadrada de FIS a distintas [
obtenidos sobre el electrodo de Au modificado con 3-MP. En el inserto se muestran las

corrientes neta, directa e inversa de un voltamperograma de onda cuadrada. f = 20 Hz.
b) Dependencia de I,, con f°, r = 0,9936. ¢, = Ix10° M. AE. = 0,005 V,

AE,c = 0,025 V. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.
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Como puede observarse en el inserto de la Figura 55 a, la respuesta tiene
caracter cuasi-reversible. Un criterio de diagndstico comuinmente aplicado en VOC
es el ancho de pico a la altura media (W) el cual, para procesos cuasi-reversibles

controlados por difusion, se define segin:'>’

nW,, =0126V (44)

Los datos obtenidos muestran un Wi, de 0,068 V. De acuerdo egte valor de Wip
y al AE, = 0,029 V hallado por VC se corrobora que la respuesta observada sobre el
electrodo modificado con 3-MP corresponde a la descarga del grupo catecol del anillo B
de FIS (Figura 6 a) que involucra 2e".

Cuando se comparan voltamperogramas ciclicos registrados en la solucién de
FIS en diferentes instancias del experimento, se encuentra que, si bien el pico de interés

se mantiene en intensidad, aparece un hombro después del mismo (Figura 56).
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Figura 56. Voltamperogramas ciclicos de FIS obtenidos sobre el electrodo de
Au modificado con 3-MP: primer registra (-), después de registrar los
voltamperogramas ciclicos en la solucion del blanco a diferentes v (-), después de
registrar los voltamperogramas ciclicos en la solucion de FIS a diferentes v (<) y
después de registrar los voltamperogramas de onda cuadrada en la solucion de FIS a

diferentes f (-). ¢,y = Ix1 0*M v = 0050 Vs’ Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion

reguladora de pH 4.
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Por otra parte, en la Figura 57 se comparan los voltamperogramas ciclicos
registrados en la solucién del blanco al comienzo y al final de los experimentos, donde
se observa que hay adsorciéon de alguna especie sobre la superficie del electrodo
modificado. La Figura 57 muestra, ademas, barridos realizados en soluciones del blanco
a diferentes intervalos de potencial, con el fin de verificar el intervalo de estabilidad de
la monocapa. Como puede observarse, hasta 0,600 V es posible trabajar sin que la MAE

se destruya.
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Figura 57. Voltamperogramas ciclicos registrados en la solucion del blanco con

electrodos de Au modificados con 3-MP en distintas ventanas de potencial. v = 0,050 Vs,

Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

5.7. ACIDO 2-MERCAPTOETANOSULFONICO

La respuesta de FIS sobre este electrodo modificado se muestra en la Figura 58.
Se observa un pico de oxidacion y el correspondiente pico de reduccion complementario
cuando se invierte la direccion del barrido de potencial. La respuesta se estabiliza a
partir del tercer ciclo, sin embargo no hay una disminucién importante de la sefial de los

picos en los primeros barridos.

109




Estudio del comportamiento electroquimico de fisetina sobre

electrodos de Au modificados con monocapas autoensambladas Capitulo 5
8.0x107
e ~
6.0x107 aw { N\
B In’
If e
40x1074 .. /
< - 7
~  2.0x1074
g =
o
0.0 4o
i e e .
2.0x107 4 '
T Al T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Evs ECS /V

Figura 58. Voltamperogramas ciclicos registrados en FIS (-) y en la solucion del
blanco (-) sobre el electrodo de Au modificado con 2-MES. ¢, = Ix10* M. v=0,050Vs".
Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4. En el inserto se muestra el

voltamperograma ciclico de FIS corregido por el blanco.

Después de registrar los voltamperogramas ciclicos en la solucion de FIS, se
llevé el electrodo a la solucién del blanco y se realizaron barridos en el mismo. En este
caso, no se observaron cambios de los blancos respecto de aquellos registrados al
comienzo. El comportamiento descripto estd de acuerdo con un sistema que sélo
presenta un control difusional. En funcién de estos resultados, se llevaron a cabo
estudios de VC, variando la velocidad de barrido del potencial y de VOC, variando la
frecuencia.

En la Figura 59 se muestra el comportamiento del sistema a las diferentes
velocidades de barrido. Se encontré que la dependencia de I,, con v'? fue lineal
(r = 0,9932) mientras que I, , vs v no lo fue (Figura 59 c). En cuanto al valor de los AE,
obtenidos para las v estudiadas, se encontrd que tiene un valor promedio de 0,035 V, lo

que corrobora que el nimero de electrones intercambiados es 2.*
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Figura 59. a) Voltamperogramas ciclicos de FIS a distintas velocidades y
corregidos con sus respectivos blancos, registrados sobre el electrodo de Au

modificado con 2-MES. b) Dependencia de I,, con vi2 r =0,9932. ¢) Dependencia de
Laconv. ¢y = Ix10% M v = 0,025 a 0,600 V 5. Medio: 15 % DMSO + 85 %

solucion reguladora de pH 4.

La Figura 60 muestra un voltamperograma de onda cuadrada del sistema. En
este caso, también se observa la reversibilidad de la sefial y el W, tiene el valor de

0,068 V, indicando también que el namero de electrones intercambiados es 2.157
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Figura 60. Voltamperograma de onda cuadrada de FIS registrado sobre el
electrodo de Au modificado con 2-MES. c,, = Ix10* M. f = 20 Hz, AE, = 0,005V,

AE,. = 0,025 V. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

Por su parte, la Figura 61 muestra las respuestas obtenidas de experimentos de

VOC registrados a diferentes frecuencias y la dependencia de I, , con 2,
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Figura 61. a) Voltamperogramas de onda cuadrada de FIS a distintas f,
registrados sobre el electrodo de Au modificado con 2-MES. AE, = 0,005 V,

AE,. = 0,025 V. b) Dependencia de 1,, con f°, r = 0,9900. c;,x = IxI10* M. f=10a
250 Hz. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

112



Estudio del comportamiento electroquimico de fisetina sobre
Capitulo 5 electrodos de Au modificados con monocapas autoensambladas

Al comparar los voltamperogramas ciclicos registrados antes y después de los
estudios de VC con la velocidad de barrido y de VOC con la frecuencia, se encuentra
que la forma de la respuesta se mantiene, asi como también la intensidad de la misma.
Este es un aspecto sumamente importante, ya que se verifica que la respuesta no se ve
afectada con el uso prolongado del electrodo modificado.

Por ultimo, se realizan barridos en distintas ventanas de potencial en la solucion
del blanco, con el fin de determinar la ventana de potencial de la MAE (Figura 62). Se
observa que hasta 0,600 V es posible utilizar el electrodo modificado sin

inconvenientes.
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Figura 62. Voltamperogramas ciclicos en la solucion del blanco registrados
sobre el electrodo de Au modificado con 2-MES en distintas ventanas de potencial.

v =20,050 Vs’ Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

5.8. CISTEAMINA

En la Figura 63 se muestra la respuesta de FIS obtenida sobre el electrodo
modificado con CA. En este caso puede observarse una mejora notable de la respuesta
electroquimica comparada con la obtenida sobre el electrodo sin modificar. La respuesta
muestra un comportamiento cuasi-reversible, con un AE, = 0,033 V. Ademis, la

intensidad de la sefial disminuyé sélo levemente del primer al segundo barrido,
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estabilizandose la respuesta en el tercer ciclo, lo que pone de manifiesto que esta
monocapa evita la pasivacion de la superficie del electrodo.
Posteriormente, utilizando el mismo electrodo modificado, se procedio a realizar

un estudio con la velocidad de barrido.
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Figura 63. Voltamperogramas ciclicos de FIS (-) y del blanco correspondiente
(-), registrados sobre el electrodo de Au modificado con CA. c,, = IxI 0 M

v =0,050 Vs’ Medio: 15 % DMSO + 85 % solucién reguladora de pH 4.

La Figura 64 muestra los voltamperogramas ciclicos de FIS a diferentes

2 En ambos casos

velocidades de barrido y la Figura 65, la dependenciade I, convy v
la relacion que se observa es lineal, por lo que se infiere un control mixto en el proceso

de electrodo: difusion y adsorcion.
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Figura 64. Voltamperogramas ciclicos de FIS a distintas v, corregidos con sus

respectivos blancos, registrados sobre el electrodo de Au modificado con CA.

crs = 1x10* M. v = 0,050 a 0,500 V s”. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucién

reguladora de pH 4.
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Figura 65. Dependencia de a) I,, conv, r = 0,9910y b) 1, , con v/ /2, r=20,9843.
crs = 1x107 M. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

La adsorcion se verific6 mediante el registro de un VC en la solucién del blanco,
con posterioridad al estudio con v en la solucion de FIS, como se muestra en la

Figura 66.
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Figura 66. Voltamperogramas ciclicos en solucion del blanco antes (linea gris

continua) y después (linea gris discontinua) de los estudios con velocidad de barrido en
la solucién de FIS empleando el electrodo de Au modificado con CA. c;,; = 1x107 M.
v =0,050Vs"’. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucién reguladora de pH 4.

También se realizaron experimentos de VOC a distintas frecuencias. La Figura 67
muestra los voltamperogramas de onda cuadrada registrados y la dependencia lineal de
I,n con 2. La dependencia de la I, con f tiene un coeficiente de correlacion
r = 0,9712. Los experimentos de VOC son mas rapidos que los de VC, por lo que en los
primeros la adsorcion se manifiesta en menor medida, como puede notarse a partir de

los coeficientes de correlacion lineal obtenidos de los ajustes.
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Figura 67. a) Voltamperogramas de onda cuadrada de FIS a distintas f,
obtenidos con el electrodo de Au modificado con CA. b) Dependencia de I, con Fa

r = 09954, c;,, = IxI0* M. f= 10 a 250 Hz, AE, = 0,005 V, AE,. = 0,025 V.
Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.
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En este caso, se encontraron valores de AE, = 0,033 Vy Wy, = 0,063 V, los
cuales también muestran n = 2.*>'%’

Por ultimo, la Figura 68 muestra barridos realizados en soluciones del blanco.
Como puede observarse, el intervalo de estabilidad de la monocapa es hasta 0,700 V,

aproximadamente.
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Figura 68. Voltamperogramas ciclicos en solucion del blanco en distintas
ventanas de potencial, registrados sobre el electrodo de Au modificado con CA.

v =0,050 Vs"'. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

5.9. 2-(DIETILAMINO)ETANOTIOL

En la Figura 69 se muestran las respuestas de FIS obtenidas sobre el electrodo
modificado con 2-DAET. Se observa un comportamiento semejante al del electrodo de
Au sin modificar, mostrando dos sefiales de oxidacion, siendo la primera sefial
cuasi-reversible. La respuesta se modifica con los barridos sucesivos, estabilizdndose

aproximadamente a partir del octavo ciclo.
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Figura 69. Voltamperogramas ciclicos de FIS en distintos intervalos de

potencial y en solucién del blanco, registrados sobre el electrodo de Au modificado con
2-DAET. ¢,y = IxI10* M. v = 0,050 V s'. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucién

reguladora de pH 4.

Posteriormente al registro de los voltamperogramas ciclicos en soluciones de
FIS, se procedi6 a registrar los mismos en una solucion de blanco (Figura 70). Como
puede observarse, aparece una sefial que indica la adsorcion de alguna especie. Esto
puede corroborarse en la Figura 71, donde se muestran los voltamperogramas ciclicos
registrados en la solucion de FIS al comienzo (linea roja continua) y luego de varios
barridos de potencial (linea roja discontinua).
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Figura 70. Voltamperogramas ciclicos registrados en la solucion del blanco

después de barridos en la solucién de FIS sobre el electrodo de Au modificado con

2-DAET. v = 0,050 V s™. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucién reguladora de pH 4.
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Figura 71. Voltamperogramas ciclicos en solucion de FIS obtenidos sobre el

electrodo de Au modificado con 2-DAET: primer registro (linea roja continua),
registrado después de los estudios con v y f (linea roja discontinua). c;; = Ix107* M.

v =0,050 Vs’ Medio: 15% DMSO + 85 % solucién reguladora de pH 4.

No obstante, se realizd un estudio con v del primer pico, invirtiendo el barrido
de potencial a 0,400 V. La Figura 72 muestra los voltamperogramas ciclicos a distintas
velocidades de barrido y la dependencia de I,, con v, La linealidad de esta grafica

revel6 que la reaccion de electrodo de esta sefial esta controlada por difusion.* También

se determind un valor de AE, = (0,029 + 0,005) V para todas las v estudiadas.
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Figura 72. a) Voltamperogramas ciclicos en FIS a distintas velocidades,

corregidos con sus respectivos blancos registrados sobre el electrodo de Au modificado
con 2-DAET. b) Dependencia de I, con v 2, r =20,9970. c;,s =Ix10*M v = 0,025 a
0,600 Vs”'. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.
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También se registraron voltamperogramas de onda cuadrada a distintas f sobre la
primera sefial. Como puede observarse, a partir de las /; e 1, la respuesta corresponde a

un comportamiento cuasi-reversible (Figura 73).
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Figura 73. Voltamperograma de onda cuadrada registrado en la solucién de

FIS sobre el electrodo de Au modificado con 2-DAET. c;; = Ixl 0*M f= 20 Hz,
AE, = 0,005V, AE, = 0,025 V. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

Se obtuvo un valor para el W;, de 0,063 V el cual, junto al valor de
AE, = 0,029 V, indica que la descarga electroquimica involucra 2e".*>'>” Se observo,

ademds, una dependencia lineal entre I, y 2, en el intervalo de f estudiado.'’

5.10. 4-MERCAPTOPIRIDINA

En la Figura 74 se muestran las respuestas de FIS sobre el electrodo modificado
con 4-MP.
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Figura 74. Voltamperogramas ciclicos registrados en la solucion de FIS en

distintos intervalos de potencial y en solucion de blanco (-) sobre el electrodo de Au

modificado con 4-MP. ¢,,, = Ix10* M. v = 0,050 V 5. Medio: 15 % DMSO + 85 %

solucion reguladora de pH 4.

Se observa que el comportamiento electroquimico de FIS sobre el electrodo
modificado con este tiol es practicamente igual al observado sobre el electrodo
modificado con 2-DAET. Voltamperogramas ciclicos obtenidos en la solucién de

blanco también manifiestan una descarga correspondiente a la adsorcion de alguna

especie (Figura 75).
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Figura 75. Voltamperograma ciclico registrado en la solucion del blanco

después de los barridos en la solucion de FIS obtenido sobre el electrodo de Au

modificado con 4-MP. v = 0,050 V s'. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion

reguladora de pH 4.
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En la Figura 76 a se muestran los voltamperogramas ciclicos obtenidos para el
estudio con v sobre la primera sefial, para lo cual se invirtié el barrido en 0,375 V. La
Figura 76 b muestra la dependencia entre I, y v'”2, a partir de la cual se puede inferir
que la primera sefial de oxidacion de FIS estd controlada, principalmente, por difusion.

El AE, = 0,027 V también manifiesta que la descarga involucra 2¢°.%
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Figura 76. a) Voltamperogramas ciclicos de FIS a distintas velocidades,

corregidos con sus respectivos blanco, obtenidos sobre el electrodo de Au modificado
con 4-MP. b) Dependencia de I,, con v'”?, r = 0,9950. c;,; = IxI10* M. v = 0,025 a
0,600 Vs Medio: 15 % DMSO + 85 % solucién reguladora de pH 4.

Ademas, se registré un voltamperograma de onda cuadrada el que, al igual que
en los otros casos, muestra el comportamiento cuasi-reversible del primer pico
voltamperométrico (Figura 77), con un W;, = 0,063 V, manifestando el intercambio de

26-.157
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Figura 77. Voltamperograma de onda cuadrada registrado en la solucion de

FIS sobre el electrodo de Au modificado con 4-MP. c,,, = Ix10° M. f = 20 Hz,
AE, = 0,005V, AE,. = 0,025 V. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

5.11. 4-AMINOTIOFENOL

En la Figura 78 se muestra la respuesta de VC obtenida para FIS sobre el
electrodo modificado con 4-ATF. Como se puede apreciar, después del primer pico de
oxidacion se presenta una onda poco definida. Debido a que esta onda se superpone a la
primera descarga, no es posible invertir el potencial de manera tal de evitar la aparicion
de la misma, como en los casos mostrados anteriormente. Ademds, se observé que con

los barridos consecutivos en la solucion de FIS la respuesta pierde definicion.
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Figura 78. Voltamperogramas ciclicos registrados en FIS (-) y en la solucion
del blanco (-) sobre el electrodo de Au modificado con 4-ATF. c,,, = Ixl 0* M.
v =0,050 Vs'. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

Al comparar los voltamperogramas ciclicos registrados en la solucién de blanco,
antes y después de haber realizado barridos en la solucién de FIS, se encontré que el
comportamiento es similar al observado sobre los electrodos modificados con 4-MP y

2-DAET (Figura 79). Es decir, se observa la adsorcion de alguna especie.
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Figura 79. Voltamperogramas ciclicos en la solucion del blanco registrados
sobre el electrodo de Au modificado con 4-ATF antes (linea continua) y después (linea
discontinua) de registrar voltamperogramas en la solucion de FIS. v = 0,050 V s

Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.
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Por otra parte, el intervalo de estabilidad de la monocapa se encuentra en una
ventana de potencial de hasta 0,450 V aproximadamente, ya que si el potencial de
inversion supera dicho valor la monocapa de 4-ATF se desorbe. Por lo tanto, cuando se
realizo el registro de voltamperogramas en una ventana de potencial mayor, no fue
posible observar si se logra definir un pico adsortivo, como en el caso de los demas

tioles con respuestas similares.

5.12. CONCLUSIONES

Se pudieron obtener las siguientes conclusiones, segliin el comportamiento
electroquimico de fisetina sobre la superficie de electrodos de oro modificados con
monocapas autoensambladas de diferentes tioles: para tioles cuya cadena carbonada es
relativamente larga (1-dodecanotiol y 6-mercapto-1-hexanol) la monocapa desfavorece
la respuesta electroquimica, actuando como una barrera a la transferencia electronica y
no evita los procesos de pasivacion, respuesta caracteristica de los alcanotioles. El resto
de los tioles probados, cuyas cadenas carbonadas son cortas o contienen un anillo
aromatico, no inhiben la respuesta electroquimica de FIS en ningutn caso y las mismas
poseen diferentes caracteristicas dependiendo del tiol del que se trate. Para este analito
se puede afirmar que la respuesta se ve favorecida aun mas cuando el tiol posee un
grupo oxigenado respecto de los que poseen nitrégeno, observandose tanto respuestas
difusionales como de naturaleza superficial, segtin los casos.

Si bien varios de los tioles muestran sefiales apreciables de FIS que pueden ser
utiles analiticamente, el acido 2-mercaptoetanosulfénico y 4-mercaptofenol se muestran
como excelentes tioles para modificar el electrodo. El primero porque FIS tiene una
respuesta difusional totalmente reproducible y el segundo porque muestra adsorcion al
igual que sobre la superficie de electrodos de carbono vitreo, pero evitando la

pasivacion.
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En este capitulo se presentan los estudios realizados para la caracterizacion de
las MAE, llevados a cabo con el fin de dilucidar los aspectos estructurales que afectan la
respuesta de FIS bajo las condiciones empleadas.

Las propiedades interfaciales estan definidas por la estructura de la superficie a
nivel molecular,'”® por lo que su estudio resulta de sumo interés. Existen diferentes
técnicas adecuadas para obtener informacion itil sobre determinadas propiedades de
una monocapa autoensamblada. En este trabajo, se utilizaron tanto técnicas
electroquimicas (VC, EIE) y como técnicas no electroquimicas (medida del angulo de
contacto), para la determinacién del cubrimiento superficial, el grado de ordenamiento
de las MAE y los pK, superficiales.

Las MAE se prepararon como se describe en la seccién 3.2.2.1.3., en soluciones
etanolicas 5 mM del tiol, empleando un tyq igual a 60 min para 4-MF, 2-MES, BT,
3-MP, 6-M-1-H y CA, mientras que las de DDT fueron preparadas con un tmeq de 30 o

60 min, dependiendo del experimento.

6.1. ESTUDIOS PRELIMINARES SOBRE EL COMPORTAMIENTO DE
BLOQUEO DE MONOCAPAS AUTOENSAMBLADAS DE TIOLES

A causa de que existe una relacion entre el orden estructural de una MAE vy el
comportamiento electroquimico de una cupla redox dada, a través del grado de
inhibicion o de bloqueo de una reaccion redox es posible obtener informacion en cuanto
a la integridad y calidad de empaquetamiento del tiol sobre la superficie del
electrodo.”>> La Figura 80 muestra voltamperogramas ciclicos registrados en una
solucion de [Fe(CN)s]™ sobre el electrodo de Au desnudo y modificado con los tioles
4-MF, 2-MES, BT, 6-M-1-H y DDT.
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Figura 80. Voltamperogramas ciclicos de [Fe(CN)sJ ™ 1x107° Men KCI 0,100 M
sobre electrodos de a) Au (-) desnudo y modificados con (-) 4-MF, (-) 2-MES, (-) BT,
(=) 6-M-1-H (toq = 60 min) y b) (=) DDT (tmoa = 30 min). v = 0,050 Vsl

Sobre ¢l electrodo de Au desnudo, la cupla redox muestra la respuesta difusional
reversible caracteristica de la misma, al igual que para las MAE de 4-MF, 2-MES, BT y
6-M-1-H (Figura 80 a). Sin embargo, puede observarse que en el caso de 6-M-1-H la
intensidad de la seiial es considerablemente menor y la separacion de los potenciales de
pico es mayor en comparaciéon a los voltamperogramas restantes, que son similares
entre si. Por otro lado, como se observa en la Figura 80 b, el electrodo modificado con
DDT no muestra corriente faradaica; el voltamperograma cambia significativamente a
una forma capacitiva, luego de la modificacion del electrodo.

La disminucion en la respuesta de [Fe(CN)(s]“”'3 sobre la MAE de 6-M-1-H
indica que el largo de la cadena del tiol favorece la formaciéon de una estructura
relativamente ordenada.’ La sefial en forma de pico est4 asociada a una mayor o menor
contribucién de transferencia electrénica por permeabilidad o a través de huecos.***>!°

Por lo tanto, el hecho de observar una respuesta faradaica permitiria concluir que
el grado de ordenamiento de estas MAE es bajo y que presentan defectos o huecos en su
estructura.” La variabilidad en la corriente faradaica para electrodos cubiertos con
diferentes MAE, manteniendo los demas factores constantes, se le atribuye a la
existencia de diferencias en la densidad y en la fraccion del 4rea de los huecos.’

Los resultados obtenidos con DDT indicarian la alta capacidad de bloqueo de la

MAE, debida a la ausencia de defectos estructurales ya que, de lo contrario, las especies
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electroactivas podrian aproximarse a la superficie del electrodo para que ocurra la
transferencia de carga.’>'**'®® La inhibicion de un proceso faradaico simple en el cual
ambas formas, oxidada y reducida, de la cupla redox son solubles es una manifestacion
del bloqueo de la MAE.? En presencia de la MAE de DDT, la cupla redox no puede
entrar en contacto con la superficie del electrodo y, por lo tanto, la transferencia de
carga ocurre por efecto tinel a través de los sitios colapsados y/o dominios bien
ensamblados de la MAE.'®® Estos resultados son acordes a la formacién de estructuras
altamente empaquetadas a partir de alcanotioles de cadenas largas.'®!

Por otro lado, mediante medidas de angulo de contacto es posible explorar la
estructura de las MAE. Un alto grado de empaquetamiento y orientaciéon de las
moléculas del tiol genera una superficie en la cual s6lo los grupos terminales estan
expuestos al medio. Este tipo de superficies muestra propiedades de mojabilidad
caracteristicas.” Los valores de angulo de contacto mas altos (medidos en agua) se
presentan para MAE compactas con —CH3; como grupo terminal, mientras que los
menores (< 15°) se observan para los grupos terminales muy polares, como —COOH y
—OH.S’ISQ

La Figura 81 muestra los perfiles de gota de agua depositada sobre Au desnudo
y las MAE de 4-MF, 2-MES y 6-M-1-H a pH 4, a partir de los cuales se determinaron

los siguientes dngulos de contacto: 47,43°; 41,33°; 47,30° y 49,75°, respectivamente.

Figura 81. Imdgenes de perfiles de gotas para la medicion de los dngulos de
contacto sobre superficies de Au desnudo y modificadas con las MAE de 4-MF, 2-MES
y 6-M-1-H a pH 4.

Segin los valores hallados, no existen diferencias considerables entre el
electrodo de Au desnudo y modificado con las MAE de 4-MF, 2-MES y 6-M-1-H a

pH 4. Ademas, los angulos son significativamente mayores a los esperados para
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estructuras compactas de tioles con grupos terminales hidrofilicos. Esto estaria
indicando que, bajo las condiciones experimentales empleadas, la formacién de las
MAE no resulta en estructuras altamente ordenadas, sino por el contrario, pone en
evidencia la obtencion de superficies no compactas.'*®'%? El incremento del angulo de
contacto en tioles alifaticos, respecto a los angulos correspondientes a estructuras
densamente empaquetadas, resulta de los cambios conformacionales que sufren las
cadenas para minimizar la energia libre, permitiendo que los grupos terminales queden
orientados hacia el interior de la monocapa, quedando expuestas a la solucion las
cadenas carbonadas.!® El grado de desorden esta relacionado tanto a la flexibilidad de
la cadena alquilica como al estado de carga de los grupos terminales.'®®> De acuerdo a
los resultados obtenidos, se puede concluir que a pH 4 la tendencia en €l aumento de la

calidad de empaquetamiento de las MAE es 6-M-1-H < 2-MES < 4-MF.

6.2. DESORCION ELECTROQUIMICA DE MONOCAPAS
AUTOENSAMBLADAS

La desorcion electroquimica estudiada mediante VC se emplea para determinar
el cubrimiento superficial del tiol adsorbido sobre el electrodo de Au.®? Un barrido de
potencial realizado a un electrodo modificado, aplicando potenciales lo suficientemente
positivos 0 negativos, produce la desorcién del tiol,” generando aniones sulfoxi o
tiolatos, respectivamente. 164,165

En general, de los procesos de desorciéon de una MAE es posible obtener
informacion relacionada a su estabilidad y determinar la densidad de empaquetamiento
de la misma.?#*

Por otra parte, los procesos de desorcién reductiva y oxidativa de una MAE

determinan los limites catddico y anddico de su ventana de potencial, respectivamente.'
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6.2.1. Desorcion oxidativa

Como se dijo anteriormente, la aplicacion de potenciales positivos causa la
desorcion del tiol, eliminandose de la superficie de manera completa e irreversible.*
Cuando se llevan a cabo experimentos de VC a potenciales suficientemente anddicos, se
observa un gran pico de oxidacion en la zona de potencial en la que normalmente se
produce la formacion de la capa superficial de 6xidos de Au. Por lo tanto, el pico
observado se debe a la suma de ambos procesos: la formacion de 6xidos de Au y la
oxidacién del enlace del tiol.'"™ El proceso de oxidacién es complejo e involucra
multiples pasos consecutivos.**'%

La Figura 82 muestra voltamperogramas ciclicos de desorcion oxidativa de los
tioles 4-MF, 2-MES, BT, 3-MP, 6-M-1-H y DDT, junto con el voltamperograma de Au

desnudo a modo de comparacion.
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Figura 82. Voltamperogramas ciclicos de desorcion oxidativa registrados en
H>S04 0,500 M, para las MAE de a) 4-MF, b) 2-MES, c¢) BT, d) 3-MP, e) 6-M-1-H,
) DDT (tmoa = 60 min). Para cada MAE se muestra el voltamperograma ciclico de Au

. . . P .7 -1
desnudo registrado bajo las mismas condiciones, para su comparacion. v = 0,100 V' s™".

En la figura puede observarse claramente cémo el perfil de los
voltamperogramas se ve afectado por la presencia de las distintas MAE. Los picos

anddicos son los que presentan mayor cambio respecto al Au desnudo, mientras que el
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pico catédico no muestra grandes variaciones. En todos los casos estudiados, un
segundo barrido consecutivo de desorcion muestra un voltamperograma muy similar al
del electrodo de Au desnudo, por lo que se puede considerar que la desorcién se
completd en el primer barrido.

En el caso de DDT no se observaron picos de oxidacion, inclusive invirtiendo el
potencial en 1,700 V, donde ya se manifiesta la descarga del solvente. Sin embargo, a
partir del tercer voltamperograma ciclico comenzaron a observarse los picos
correspondientes a la formacion de los 6xidos de Au. La supresion de las corrientes que
indican la formacioén de los 6xidos de Au es caracteristica de la formacion de una MAE
altamente estable con propiedades aislantes.”**'*> Esta inhibicion probablemente se
deba a la exclusion de agua de la superficie del Au por la presencia de una MAE bien
compacta,” que genera un ambiente altamente hidrofobico. La aparicién de la descarga
correspondiente a los 6xidos de Au es evidencia de la presencia de huecos en la MAE,
generados por la desorcién del tiol.”

Por otro lado, la inestabilidad de las MAE es mayor en el caso de estar formadas
por tioles de cadenas alifaticas cortas'®® o tioles aromaticos.'®” En base a los potenciales
en los que comienza a observarse la descarga, el orden de estabilidad para las MAE es
4-MF < 3-MP < BT ~ 2-MES < 6-M-1-H < DDT.

El cubrimiento superficial, 0,x, donde el subindice indica que se trata de los
valores obtenidos para la desorcion oxidativa, se calculé como la relacion entre la carga
obtenida para cada tiol y la correspondiente al Au desnudo. La presencia de un proceso
faradaico junto con la sefial de desorcion no permite determinar de manera directa la
cantidad de moléculas adsorbidas,'® por lo que las cargas de los picos anddicos
correspondientes a las MAE (Qo.x) fueron calculadas sustrayendo la carga del Au
desnudo (Qay). En la Tabla 5 se muestran los valores de Q,x y 0ox para los distintos

tioles.
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Tabla 5. Valores de los parametros obtenidos a partir de la desorcién oxidativa de las

MAE formadas con diferentes tioles.

MAE Qox (0O) Box = Qox/QAau
4-MF 36,8 2,63
2-MES 36,0 1,18
3-MP 24,3 0,93
BT 7,85 0,80
6-M-1-H 37,7 1,92
DDT - -

Como se observa en la tabla, los valores de 6,x encontrados para las MAE de
4-MF y 6-M-1-H son grandes en relacion a los de los tioles restantes y superan
ampliamente el valor maximo esperado (6,x = 1). Esto se debe a que ambos tioles
presentan en su estructura el grupo —OH, el cual se oxida para generar grupos
carbonilicos, incluso a potenciales menores que el correspondiente a la oxidacién del
enlace S—Au.** En general, ademas del grupo terminal, también se oxida el enlace S—C,
no conociéndose el estado final de oxidacion.* En algunos casos, como en el de 4-MF y
en el de 3-MP (Figura 82), esto se manifiesta por la presencia de multiples picos de
oxidacion.*

Por lo expuesto anteriormente, en muchos casos los valores de 6,x no son

considerados como buenos indicadores de cubrimiento superficial.

6.2.2. Desorcion reductiva

Cuando un electrodo modificado se coloca en una solucion acuosa o etanélica en

un medio neutro o basico!®!7°

y se aplica un potencial negativo, se produce la
desorciéon reductiva de los tioles que conforman la MAE.”>'"' La reaccién

electroquimica involucrada es:"'*
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Au- S(CH,) X+e ——>Au’ +X(CH,),S (45)

donde X representa el grupo funcional del tiol. Esta reaccién se ve facilitada si los
productos redox cargados pueden estabilizarse por los cationes presentes en la solucion,
mediante la penetracion de éstos a la MAE. La reaccion dependera, entre otros factores,
del potencial de carga cero, de las propiedades de empaquetamiento de la MAE, las
interacciones cohesivas intermoleculares, la longitud de la cadena, los sitios de enlace
del sustrato, el pH y la presencia de co-adsorbatos y aniones.** Por lo tanto, los
voltamperogramas de desorcion reductiva proveen informacién acerca de la estabilidad
electroquimica, compactibilidad y propiedades de bloqueo de las moléculas adsorbidas
sobre la superficie del electrodo.

La Figura 83 muestra tres voltamperogramas ciclicos consecutivos de desorcion
reductiva de las MAE formadas a partir de los diferentes tioles. Los registros se
realizaron en KOH 1,00 M acuoso. A modo de comparacion, en la Figura 83 f se
muestran los voltamperogramas consecutivos de desorcién reductiva de una MAE
compacta de DDT, obtenida por deposicion gaseosa del tiol durante 30 min a 60 °C.
Para las MAE de 4-MF, 2-MES y 3-MP se observan dos picos de desorcién, mientras
que para BT y 6-M-1-H se distinguen tres. La presencia de multiples ondas se atribuye a
la variacion en el potencial de desorcion de moléculas de tiol adsorbidas en diferentes
dominios cristalograficos del electrodo de Au policristalino, como consecuencia de la
diferencia de energia de uni6n entre el tiol y cada uno de estos sitios.**'”* La rugosidad
del sustrato induce a la formaciéon de distintos dominios en la MAE, los cuales difieren
en estabilidad, grado de orden y, por lo tanto, en permeabilidad. Por este motivo, los
distintos dominios poseen propiedades de transferencia de carga diferentes,'’® que
resultan en distintos picos en VC.'”® En el caso extremo donde la unién entre moléculas
de tiol es muy fuerte, la MAE se desorbe stibitamente a un dado potencial,'’® como se
observa para el caso de DDT (Figura 83 f).

Por otra parte, la posicion y la forma de los picos de desorcién dan una idea
acerca de la compactibilidad de la MAE.>* Los potenciales de pico aportan informacion
acerca de la fuerza del enlace S—Au y de las interacciones entre cadenas, es decir,

puente hidrégeno, m—r y/o van Der Waals.** Asi, valores de E, . més negativos indican
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mayor estabilidad®'™

y picos mas angostos, interacciones mas fuertes entre las
moléculas adsorbidas.>® En cuanto a la posicion de los picos, se observa que el E, . mas
anodico es de la MAE de DDT, a -1,27 V, seguido por los E, . de 6-M-1-H y BT, que se
encuentran a -1,25 y -1,17 V, respectivamente. Si bien 6-M-1-H y BT presentan E
similares al correspondiente a DDT, muestran, ademads, otros picos de desorcidn, lo cual
indicaria que la union entre las moléculas de estos tioles no es tan fuerte. Para las MAE
restantes el E,. del pico mas negativo es -0,89 V, indicando que las MAE formadas a
partir de 4-MF, 2-MES y 3-MP no serian suficientemente compactas. Segin estos
resultados, la estabilidad de las MAE esti de acuerdo a lo encontrado en los
experimentos de desorcion oxidativa (Tabla 5).

Con respecto al ancho de pico a la altura media (W), valores pequefios son
111,122,176

indicativos de interacciones laterales fuertes entre las moléculas adsorbidas,

incluso cuando el cubrimiento superficial (0) es bajo.
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Figura 83. Voltamperogramas ciclicos de desorcion consecutivos registrados en
KOH 1,00 M, luego de la modificacion del electrodo de Au con a) 4-MF, b) 2-MES, ¢) BT,
d) 3-MP, e) 6-M-1-H (tmoq = 60 min) y ) DDT (tmoa =30 mina 60 °C). v=0,100V s™".

En el segundo y tercer voltamperograma registrados se observa que la intensidad
de los picos disminuye, a la vez que se desplazan hacia E, . menos negativos, sefialando
que en cada ciclo resulta mas facil producir la desorcion de tiol remanente. Esto est4 de
acuerdo con estudios que sugieren que la desorcién ocurre con mayor facilidad en los
sitios en los que la MAE presenta defectos.>>!””
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A partir de los voltamperogramas ciclicos de desorcion es posible determinar la
concentracion superficial por integracion del area del pico de reduccion. Teniendo en
cuenta el area electroquimica calculada para el electrodo de Au policristalino, la carga
Qe.da Obtenida integrando el pico de reduccién de los voltamperogramas ciclicos de
desorcion y haciendo uso de la ec. 36, se determiné el I” para las MAE de 4-MF, 2-MES,
3-MP, BT y 6-M-1-H. El 6,4, correspondiente al cubrimiento superficial, donde el
subindice sefiala que se trata de los valores obtenidos por desorcion reductiva, se calcul
como la relacién entre la concentracion superficial calculada para cada tiol y Ia
correspondiente a una MAE compacta (I' = 7,7x107'"° mol ¢cm™?)*. En la Tabla 6 se

muestran los valores obtenidos.

Tabla 6. Valores de los parametros obtenidos a partir de la desorcion reductiva de las

MAE formadas con diferentes tioles.

MAE Qred (}LC) I (1’1’101 cm'z) (-),ed Ep,1 / Ep,z/ Ep,3 (V) W] 2,1 / W] nR2 / W] 2.3 (V)*

4-MF 7.8 6,2x1071° 0,80 -0,62/-0,89 0,127/0,112
2-MES 9 7,2x1071° 0,92 -0,64/-0,89 0,075/0,110
3-MP 10 8,2x107° 1,05 -0,72/-0,89 0,038/0,068
BT 15 12x107'° 1,54 -0,68/-0,98/-1,17 0,159/0,082/0,140
6-M-1-H 9.4 7,5x107'° 097 -091/-1,12/-1,25 0,066 /0,087 /0,061
DDT 12 9,5x1071° 1,23 -1,27 0,059

*

Wini, Wirz y Wips son los Wy, del primer, segundo y tercer pico,

respectivamente.

De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla 6, se podria concluir que las
interacciones laterales entre las moléculas adsorbidas son mas débiles para 4-MF, 2-MES
y BT que para 3-MP y 6-M-1-H, las cuales son comparables con el valor obtenido para
la MAE compacta de DDT. Sin embargo, en base a los voltamperogramas ciclicos en la
Figura 83, probablemente algunos picos de desorcion se encuentran solapados, con lo

cual afectaria la determinacioén de W ,.
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Por otro lado, se observa que BT presenta un valor de 6,4 incluso superior al de
DDT. Esto se debe a que los tioles aromaticos pueden formar monocapas mas
densamente empaquetadas y ordenadas que los alcanotioles, a causa del gran nimero de
interacciones m-m que tienen lugar en este tipo de estructuras.®**'"®!" El menor
cubrimiento superficial de 4-MF respecto a BT puede ser atribuido a la presencia del
grupo —OH, que debilita la interaccion n-m entre los anillos arométicos por su efecto
dador de electrones.

Los datos de las concentraciones superficiales experimentales son del orden de
aquellas obtenidas asumiendo una MAE compacta adsorbida en direccion perpendicular
respecto a la superficie del electrodo, indicando que los tioles de las MAE estudiadas
deberian estar adsorbidos en un angulo similar.'**'®® Ramirez y col.” demostraron,
mediante calculos computacionales basados en el modelo molecular para una MAE de
4-MF, que concentraciones superficiales maximas de 3,4x10"° y 8,7x10"° mol cm™ se
corresponden con una orientacion paralela y perpendicular a la superficie del electrodo,
respectivamente. Por lo tanto, los valores de I" mostrados en la Tabla 6 serian
consistentes con la formacion de MAE cuyas moléculas se encuentran, en términos
generales, con orientacion perpendicular sobre la superficie del electrodo. Este
supuesto, combinado con el grado de cubrimiento del electrodo modificado y, con las
interacciones laterales relativamente débiles entre las moléculas de tiol, sefiala que las

MAE obtenidas presentan defectos y no se encuentran densamente empaquetadas.

Para este tipo de tioles, los valores de 0 que se obtienen mediante los
experimentos de desorcion oxidativa y reductiva son de diferente naturaleza, ya que con
la desorcidn oxidativa se produce la oxidacion de diferentes partes del tiol, ademas de la

del enlace S—Au (seccion 6.2.1.). Por ello, 85« y 6req Nno son comparables.

6.3. ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA

La impedancia electroquimica permite estudiar la capacidad de bloqueo de una
MAE, evaluar la presencia de defectos y/o huecos y determinar el grado de

desorden.’*'8!
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La Figura 84 muestra los espectros de impedancia electroquimica segun la
representaciéon de Nyquist, obtenidos en una solucion de [Fe(CN)g]™ 1x107 M para el
electrodo de Au desnudo y modificado con 4-MF, 2-MES, BT, 6-M-1-H y DDT. Los
datos fueron registrados a 0,190 V vs ECS, valor correspondiente al potencial formal de

la cupla redox empleada, determinado a partir de un voltamperograma ciclico obtenido

previamente.
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Figura 84. Diagramas de Nyquist registrados en [Fe(CN)s]™ 1x107 My KClI
0,100 M sobre electrodos de Au a) desnudo y modificados con b) 4-MF, ¢) 2-MES, d) BT,
e) 6-M-1-Hy f) DDT (tmoq = 30 min). Los puntos representan los datos experimentalesy la

linea continua, el mejor ajuste. Intervalo de frecuencias: 0,1 Hz a 10 kHz.

142



Capitulo 6 Caracterizacion de monocapas autoensambladas de tioles

El grafico de impedancia del electrodo de Au desnudo (Figura 84 a) muestra una
dependencia lineal con pendiente cercana a 1 en el intervalo de frecuencias elegido
(0,1 Hz a 10 kHz), caracteristica de un proceso electroquimico limitado por la difusion
del reactivo (pendiente de Warburg unitaria). El circuito equivalente que describe este
comportamiento se muestra en la Figura 85 a, donde CPE representa el elemento de fase
constante, R; la resistencia de la solucion, y los pardmetros R y W son la resistencia a
la transferencia de carga y la impedancia de Warburg, respectivamente, causada por la

transferencia de masa desde el seno de la solucion hasta el sitio de reaccion.

Ruar
2) ®) A
Rs II CPE II Rs [CPE]

—AM— SR — VY V-

|
2

Figura 85. Circuitos eléctricos equivalentes empleados para ajustar los grdficos
de impedancia para los electrodos de a) Au desnudo y modificados con 4-MF, 2-MES,
BT, 6-M-1-H y b) Au modificado con DDT.

Por el contrario, para DDT (Figura 84 f) se observa un semicirculo en el
intervalo completo de frecuencias, lo cual corresponde a un proceso limitado por
transferencia de carga. El circuito equivalente que describe este comportamiento se
muestra en la Figura 85 b, donde aparece una nueva resistencia a la transferencia de
carga (Rmag), correspondiente a la resistencia que presenta la presencia de la MAE.

Para las MAE formadas por 4-MF, 2-MES y BT (Figuras 84 b, ¢ y d,
respectivamente), a frecuencias altas se aprecia un semicirculo muy pequefio, siendo la
respuesta similar a la obtenida para el electrodo de Au desnudo. A frecuencias bajas, la
semejanza con el comportamiento del Au desnudo es indicativa del solapamiento de las
capas de difusion vecinas, debido a la proximidad entre los defectos y/o huecos en una
dada MAE.” La extension de la impedancia de Warburg en los graficos de Nyquist

indica que, para la mayor parte del intervalo de frecuencias aplicado, la transferencia
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electronica entre los electrodos de Au modificados con 4-MF, 2-MES y BT y la prueba
redox se encuentra limitada por difusion. El mejor ajuste para estas superficies se
obtuvo con el circuito equivalente de la Figura 85 a. A partir de lo observado, se infiere
que la presencia de estas MAE no impone una resistencia importante a la transferencia
de carga.

Para 6-M-1-H (Figura 84 e) la situacion es intermedia entre la de DDT y las
restantes superficies, ya que a frecuencias altas se observa un semicirculo bien definido
seguido por una parte lineal. Si bien la magnitud del semicirculo indicaria que la
resistencia a la transferencia de carga comienza a ser importante, el mejor ajuste se
obtuvo con el circuito equivalente de la Figura 85 a.

El comportamiento que presenta cada una de las MAE se puede explicar
mediante las estructuras quimicas de los tioles que las componen. Asi, 2-MES, por ser
un tiol de cadena corta, permite la llegada de la cupla redox a la superficie del electrodo,
no ofreciendo resistencia importante a la transferencia de carga. Por su parte, el sistema
de electrones m conjugados del anillo bencénico puede promover la transferencia de
electrones a través de la MAE** Con lo cual, 4-MF y BT presentan una alta
conductividad eléctrica debido a la facil deslocalizacion de los electrones en el
anillo, 178182 o que se traduce, también, en una baja resistencia a la transferencia de
carga. Sin embargo, debido a que la transferencia de carga se produce también en los
sitios defectuosos de las MAE, no es posible la separacion entre lo que corresponde a la
descarga a través del enlace y la descarga debida a la difusion de las especies hasta la
superficie del electrodo a través de los huecos.*” Finalmente, las cadenas de
hidrocarburos saturados que poseen los alcanotioles actian como capas aislantes, siendo
mas eficaces las de mayor longitud debido a que forman monocapas mas compactas y
organizadas,*>'®* lo que se ve reflejado en los espectros de impedancia de las MAE de
6-M-1-H y DDT.

Tal como se explico en la seccion 2.8.2., otra manera de llevar a cabo el anélisis
de los espectros de impedancia es mediante los diagramas de Bode, que consisten en
graficar el modulo de la impedancia, |Z|, y el angulo de fase, ¢, en funcion del logaritmo

de la frecuencia. Estos diagramas se muestran en la Figura 86.
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Figura 86. Diagramas de Bode registrados en [Fe(CN)s] ¥~ 1x10° M y KCI
0,100 M sobre electrodos de Au (-) desnudo y modificados con (<) 4-MF, (-) 2-MES, (-) BT,
(=) 6-M-1-H (tpoa = 60 min) y (=) DDT (t,0a = 30 min). Los puntos representan los datos
experimentales y la linea continua, el mejor ajuste. Intervalo de frecuencias: 0,1 Hz a

10 kHz.

En la Figura 86 a se puede apreciar que para casi todo el intervalo de
frecuencias, la MAE de DDT muestra mayores valores de impedancia, seguida por
6-M-1-H, mientras que las restantes MAE muestran un comportamiento similar al del
Au desnudo y, por lo tanto, mayor permeabilidad.m’165

La Figura 86 b muestra la variacion de ¢ con la frecuencia. El angulo de fase es
una medida de la importancia relativa de las vias resistivas y capacitivas dentro de un

12! Angulos de fase cercanos a 90° indican la presencia

circuito, a una frecuencia dada.
de un buen material aislante dieléctrico sobre la superficie del electrodo.'®® Por el
contrario, angulos mas pequefios indicarian que la MAE es mas permeable y, en
consecuencia, mas conductora. En esta representacion también se puede observar la
similitud entre las sefiales del Au desnudo y de las MAE de 4-MF y BT. Sin embargo,
puede apreciarse, con mayor claridad que en la Figura 86 a, la diferencia existente entre
estas respuestas y la de 2-MES, lo que se ve reflejado también en un mayor valor de R
obtenido del ajuste de los graficos (Tabla 7). Las medidas de ¢ permiten distinguir con

mayor claridad las diferencias en la permeabilidad'?' entre las MAE estudiadas.
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Asumiendo que toda la corriente faradaica de la prueba redox es debida a la
descarga de la misma en los defectos en la MAE, es posible obtener el cubrimiento

superficial (Bimp) a partir de la siguiente ecuacion:'®

Oy =1 2 (46)

ot MAE

donde R, ,, es la resistencia a la transferencia de carga del electrodo de Au desnudo y

R, ,ux ©s la correspondiente a la del electrodo modificado, ambas obtenidas de los

ajustes.

En la Tabla 7 se presentan los valores de los elementos de circuito equivalente

obtenidos a partir de los ajustes realizados y el cubrimiento superficial, 8imp, calculado.

Tabla 7. Valores de los elementos de circuito equivalentes que mejor ajustan la

-4/-3

respuesta electroquimica de [Fe(CN)q] sobre los electrodos de Au desnudo y

modificados con los diferentes tioles.

MAE quchfz o . Ra(k)  Rvae (k) ¥ Oimp
Au 1,404+0,437  1,00£0,07 0,297+0,135 - 0,008 -
Desnudo
4-MF 0,1503+0,0791  0,89+0,02 0,342+ 0,005 - 0,028 0,131
2-MES  6,295+0,421 0,765+0,008 1,547+0,078 = 0,026 0,808
BT 0,1989+0,0220 0,97+0,04 0,317+0,008 - 0,024 0,063
6-M-1-H 0,7622+0,0134 0,883+0,002 9,450+0,085 - 0,026 0,969
DDT 0,0284+0,0034 0,98+0,02 575 8,7+03 0,267 0,999

*Ocpe y © son los parametros de la impedancia de CPE ( Z, ), dada en la ec. 22.

Los valores de o varian entre 0 y 1 y reflejan la idealidad del capacitor. ¢ = 1

52,175
2

indica que el comportamiento de CPE es igual al del capacitor ideal mientras que

146




Capitulo 6 Caracterizacion de monocapas autoensambladas de tioles

valores menores a la unidad son indicativos de desorden estructural en la MAE.'®

Valores de 0,95 <06 <0,97 indican que la MAE presenta un pequefio numero de huecos

y sitios colapsados, mientras que ¢ > 0,97 indican que sélo contiene sitios colapsados.*®
Sin embargo, sobre Au policristalino siempre se observan desviaciones de la unidad en
el intervalo 0,88 < ¢ < 1, incluso para cubrimientos suficientemente altos, a causa de
imperfecciones debidas a las diferentes caras cristalinas y a la rugosidad de la
superficie."®*'®> Como puede observarse en la Tabla 7, los valores de o obtenidos
varian entre 0,765 y 0,98 (correspondientes a 2-MES y DDT, respectivamente). Con
excepcion al 2-MES, los o restantes se encuentran comprendidos en el intervalo
correspondiente a las desviaciones sobre Au policristalino, lo que indica que, en estos
casos, el comportamiento de CPE no se encuentra muy alejado al del capacitor ideal.”
Segun o, ¢l grado de ordenamiento creciente de las estructuras de las MAE viene dado
por 2-MES < 6-M-1-H < 4-MF < BT < DDT.

Valores pequefios en la capacitancia sugieren una menor permeabilidad de la
MAE, lo que indica que es mas compacta.'” La capacitancia puede, ademas, ser
correlacionada con diversos factores estructurales, tales como el espesor,
empaquetamiento y propiedades dieléctricas.'®® La magnitud de CPE (Qcpg) tiene el
siguiente orden para las MAE estudiadas: DDT < 4-MF < BT < 6-M-1-H < 2-MES. Si
se asume un modelo de placas paralelas, en el que la superficie de Au y los iones
fisisorbidos en la interface MAE/electrolito actian como placas y el tiol como material
dieléctrico, la diferencia en la capacitancia de las distintas MAE puede ser atribuido a la
relacion de la constante dieléctrica con el espesor de la misma; estando ambos
parametros asociados con la estructura de empaquetamiento de la MAE.'®

Las MAE con mayor orden conformacional (¢ ~ 1) y mas densamente
empaquetadas (capacitancias menores), podrian tener una menor constante
dieléctrica,'® a causa de la exclusién de las moléculas de solvente polar de la superficie
hidrofébica, y un mayor espesor, debido a un menor angulo de inclinacion.'®®

-4/-3

Por otro lado, los valores de R para la cupla redox [Fe(CN)g] en presencia

de las diferentes MAE son mayores que para el caso del electrodo de Au desnudo,’*'°
siendo BT < 4-MF < 2-MES < 6-M-1-H < DDT el orden correspondiente de menor a
mayor R. S6lo fue posible obtener la Rmag para DDT, ya que fue el unico tiol para el

cual el mejor ajuste se obtuvo con el circuito equivalente mostrado en la Figura 85 b.
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La resistencia de la solucidn, R, depende de la geometria del electrodo y de las
propiedades de la solucién, por lo que no debe verse afectada por las modificaciones
que tienen lugar en la superficie del electrodo.”*'®® Los valores de R, obtenidos de los
ajustes se mantuvieron constantes, con un valor promedio de 213 + 7 Q, siendo este
valor el esperado para el medio de reaccién utilizado.

Con respecto al cubrimiento superficial, se observan valores muy distintos entre
2-MES, 6-M-1-H, DDT y 4-MF, BT. Esto se debe a que sélo los valores de Oimp
correspondientes a las MAE de cadenas alifaticas pueden ser considerados como
cubrimiento superficial, ya que en el caso de tioles arométicos, la R¢ obtenida también
comprende la corriente transferida a través de los enlaces n—m. Esto se ve reflejado en el
bajo valor de Oiyp calculado para 4-MF y BT, los cuales son mucho menores a lo
esperado segin las restantes determinaciones realizadas. Para los tioles alifaticos, el
orden hallado fue 2-MES < 6-M-1-H < DDT, el que es esperado debido al largo de las
cadenas y a la presencia o no de grupos terminales.

En general, de lo presentado en la Tabla 7, se observa que los valores més altos
de o se corresponden con los menores de Jcpg, 10 cual es consistente con el hecho de
que las MAE mas ordenadas son las mas densamente empaquetadas. Estos resultados
también estan de acuerdo con los valores de R hallados. Para los tioles de cadenas
lineales, la compactibilidad, el orden y la resistencia a la transferencia de carga se
incrementa en el sentido 2-MES < 6-M-1-H < DDT, de acuerdo a la longitud de las
cadenas y a la naturaleza de los grupos terminales. Entre cadenas cortas de tiol es menor
la cantidad de las interacciones de van der Waals que tienen lugar y, por lo tanto, son
mas débiles que en el caso de las cadenas mas largas. Ademads, los grupos terminales
voluminosos interfieren en el ordenamiento de la MAE, mas aldn si se encuentran
cargados, ya que la repulsion electrostatica entre los grupos cargados en la interface
MAE/electrolito desestabiliza la monocapa.'®*®'®’ Por su parte, 4-MF y BT forman
estructuras mdas compactas que las de 6-M-1-H y 2-MES gracias a las fuertes
interacciones existentes entre los anillos aromaticos de moléculas de tiol adyacentes;
motivo por el cual tales MAE también presentan menores resistencias a la transferencia
de carga.

Lo encontrado a partir del analisis de impedancia se corresponde con lo

observado en VC (seccidn 6.1.), donde la respuesta de la cupla redox sobre las MAE de
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4-MF, 2-MES y BT no presenta cambios importantes respecto al Au desnudo, mientras

que la de 6-M-1-H decrece un poco y la de DDT bloquea la descarga de la cupla redox.

6.4. DETERMINACION DEL pK, APARENTE DE MONOCAPAS
AUTOENSAMBLADAS

El pK, superficial de una MAE es uno de los parametros méas importantes de las
propiedades superficiales ya que no sélo indica la acidez de la MAE, sino que también
da a conocer el estado de carga de la superficie a un determinado valor de pH.>”*® El
pKa. superficial aparente puede ser determinado mediante diferentes técnicas,*'6"-188-194
siendo las mas simples y practicas aquellas que consisten en la obtencién de curvas de
titulacion a partir de medidas de VC y angulo de contacto. Entre estas tiltimas, la técnica
de angulo de contacto presenta, ademas, la ventaja de no depender del empleo de una
cupla redox. A continuacion se presenta la determinacion de los pK, superficiales

aparentes de las MAE formadas por 4-MF, 2-MES, 3-MP, 6-M-1-H y CA.

6.4.1. Determinacion del pK, aparente mediante voltamperometria ciclica

La técnica de titulacion electroquimica mediante VC consiste en obtener las I, 5
de los voltamperogramas ciclicos de una cupla redox, tal como [Fe(CN)s]™®, en
soluciones de diferentes pH.6°"91 La respuesta que se obtiene sobre electrodos de Au
desnudo es independiente del pH del medio. Sin embargo, cuando la superficie se
encuentra modificada con un determinado tiol, el estado de disociacion de sus grupos
terminales es ¢l factor que controla la transferencia de carga entre la prueba redox y el
electrodo.'”®

Siendo AH el grupo acido terminal de una MAE, el pK; superficial se puede

definir, a partir del equilibrio de ionizacién del mismo, como:'®!

AH — A4 +H* (47)
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K —ATIH"]
[4H]

(48)
donde [A7] y [AH] son las concentraciones superficiales de las moléculas disociadas y

no disociadas de la MAE, respectivamente. El pK, puede obtenerse a partir de la ec. 48:

[47]

pK, = pH +log
[4H]

(49)

Asumiendo que la corriente total aparente (/) tiene contribuciones

independientes de la corriente generada a través de la MAE disociada (7, ) y de la no
disociada (/,, ), se obtiene I =1 _[A"]+1,[AH]. Usando [4 ]+[4H]=1 y las

ecuaciones anteriores, se obtiene:

(IAH _IA—)

K = pH +lo
PR, =D g(I—IA_)—l

(50)

donde I, e I, pueden ser determinadas a valores de pH suficientemente altos y

bajos,’®'”! respectivamente. Reordenando la ecuacién anterior, se obtiene la siguiente
relacion:
l,—-1,_
— A
Teloe 61

Asi, un grafico de I (1) en funcién del pH resulta en una curva sigmoidea, con
un punto de inflexién dado por el pK, superficial de la MAE.

La Figura 87 muestra la dependencia de I, registrada en una solucion de
[Fe(CN)s]™ 1x10° M en funcién del pH, sobre electrodos modificados con 4-MF,
2-MES, 3-MP, 6-M-1-H y CA. Como insertos en la figura se presentan las curvas

diferenciales, correspondientes al ajuste de los datos experimentales, a partir de las que
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se obtuvieron valores de pK, de 9,76, 4,99, 6,82 y 6,56 para las MAE de 4-MF, 3-MP,
6-M-1-H y CA, respectivamente. En el caso de la MAE de 2-MES no fue posible
determinar el valor del pK,, lo que implica que el grupo terminal se encuentra
deprotonado a todos los pH estudiados. En la region de pH por debajo de los valores
encontrados para 3-MP y 4-MF, la superficie se encuentra neutra, mientras que para 6-
M-1-H y CA la superficie se encuentra cargada positivamente.'88 Por su parte, el pK,

60191 ientras

estimado para 3-MP esta de acuerdo con el encontrado en bibliografia,
que el determinado para CA resulté menor (siendo 7,6 en bibliografia).'® Si bien tales
determinaciones también fueron realizadas sobre electrodos de Au policristalino, el pK,
aumenta con la homogeneidad de la superficie, es decir, es dependiente de la
rugosidad.'® En particular, segiin la Ref. 193, el pK, de CA fue determinado sobre una
superficie con un factor de rugosidad de 1,6, mientras que el del electrodo empleado en

este trabajo es 1,8 (seccion 3.2.2.1.2.); esto explicaria las diferencias encontradas.
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Figura 87. Dependencia de I,, con el pH para las MAE formadas por a) 4-MF,
b) 2-MES, c¢) 3-MP, d) 6-M-1-H y e) CA. Los puntos representan los datos

experimentales y la linea, el ajuste realizado con la ec. 51. En los insertos se muestran

las curvas diferenciales correspondientes al ajuste de los datos experimentales.
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La transferencia de electrones entre el electrodo y la especie electroactiva esta
relacionada con el estado de carga del grupo terminal de la MAE,*® debido a la
interaccion entre ambos. Si se trata de un tiol con un grupo acido terminal, como 3-MP
y 4-MF, a pH bajos la MAE no presenta carga, pero con el incremento del pH las cargas
negativas de los grupos disociados causan la repulsion del [Fe(CN)6]™, 1o que se ve
reflejado en la disminucion de la corriente y el aumento en la separacion de los picos de
los voltamperogramas ciclicos.””*%18%191 g ¢] grupo terminal del tiol consiste en —NH,,
o en —OH, como CA y 6-M-1-H, a pH bajos se encuentran positivamente cargados, con
lo cual se favorece la respuesta de [Fe(CN)6]™, que muestra un comportamiento

reversible debido a la atraccion electrostatica entre cargas opuestas.'>”'"!

6.4.2. Determinacion del pK, aparente mediante medidas del angulo de contacto

Cuando la hidrofobicidad de una superficie modificada es susceptible al pH de la
solucion en contacto, es posible determinar el pK, superficial de una MAE mediante
una titulacion por angulo de contacto (1).121¥¥! De manera similar a la descripta
anteriormente, un grafico del coseno del angulo de contacto en funcion del pH permite
obtener el pK, superficial de la MAE, determinando el valor de pH correspondiente al
punto de inflexion. La relacion equivalente a la empleada en VC (ec. 51), que describe

la curva sigmoidea obtenida para el &ngulo de contacto con el pH, esta dada por:'®

COSY  —~COSY 4

107%"PH 41 2

COSYy =COSY,, +

donde los términos cosy,, y cosy . corresponden a los angulos de contacto a los

cuales el tiol se encuentra protonado y deprotonado, respectivamente.

Se realizaron medidas de angulo de contacto para los electrodos de Au desnudo
y modificados con las MAE de 4-MF, 2-MES y 6-M-1-H, empleando gotas de
diferentes pH. Entre una medida y otra, el electrodo modificado fue enjuagado, en
primer lugar, con agua y, luego, con la soluciéon reguladora empleada para la

determinacion posterior.'®® La Figura 88 muestra los perfiles de gotas asi obtenidos.
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2-MES
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Figura 88. Imdgenes de perfiles de gotas para medicion de los dangulos de
contacto sobre superficies de Au desnudo y modificados con las MAE de 4-MF, 2-MES
y 6-M-1-H a diferentes pH.

Los valores de los angulos de contacto medidos para 2-MES se encontraron
entre 45° y 53°, indicando que para esta MAE las propiedades quimicas y estructurales
son similares a diferentes pH.

En la Figura 89 se presenta la relacion entre el cos y y el pH de las gotas
mostradas en la figura anterior y, en el inserto, las curvas diferenciales correspondientes

al ajuste de los datos experimentales.
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Figura 89. Curvas de titulacion: relacion entre el cos y y el pH de la gota.
Electrodos: a) (¢) Au desnudo y modificados con (e) 2-MES, b) 4-MF y ¢) 6-M-1-H. En
los insertos se muestran las curvas diferenciales correspondientes al ajuste de los datos

experimentales.

Las superficies de Au desnudo y 2-MES no se vieron afectadas por el cambio de
pH de la gota. A partir del ajuste de los datos experimentales se obtuvieron valores de
pKa de 9,11 y 6,83 para las MAE de 4-MF y 6-M-1-H, respectivamente. Los resultados
encontrados para las superficies analizadas son acordes a 1o observado mediante VC.

Los valores obtenidos para los 4ngulos de contacto son mayores a los esperados

para superficies ordenadas y compactas®'>®

(seccion 6.1.), lo que reflejaria el grado de
desorden de las MAE a todos los pH estudiados, revelando que los grupos terminales no
estdn del todo expuestos a la superficie.'® Si bien los valores de los angulos de contacto

encontrados no se corresponden con los esperados para MAE altamente ordenadas, los

156




Capitulo 6 Caracterizacion de monocapas autoensambladas de tioles

cambios que se producen con la variacion del pH fueron suficientes para la
determinacion de los pK, superficiales.

Los valores de pK, superficiales aparentes, ya sean determinados por titulacion
electroquimica o angulo de contacto, son mayores 0 menores que en solucion, segin se
trate de acidos o bases, respectivamente. Por ejemplo, el pK, de 3-MP en solucion es
49" y el de CA (-NH;") es 10,6,"*" mientras que para las MAE de estos tioles se
obtuvieron valores de 4,99 y 6,56.

El incremento en el pK, superficial respecto al de solucion de un tiol con grupo
terminal acido puede ser atribuido a la formacion intermolecular de enlaces puente
hidrégeno, lo que provoca que los protones se encuentren mas firmemente unidos a la
superficie de la MAE, dificultandose la deprotonacion.®%*L1%%  Ademas, la
deprotonacion de una MAE de un acido es termodinamicamente desfavorable debido a
la gran repulsion electrostatica que experimentan los grupos ionizados en la interface
monocapa/solucién.'®*'*° De igual manera, 1a repulsion entre las cargas positivas de los
grupos protonados de tioles con grupos terminales basicos, es energéticamente
desfavorable, lo cual facilitaria el proceso de deprotonacion y, por ende, la disminucién
del pK, superficial respecto al de solucion.

El pK, superficial es sensible al espesor, orden, densidad y caracteristicas

estructurales de la MAE,!?%1?7

ya que son factores que afectan la interaccion entre los
grupos terminales y, por lo tanto, la facilidad con la que se produce el cambio en la
carga superficial de la monocapa.®® Es por ello que la rugosidad de la superficie también
es un aspecto importante.'® Por lo anterior, se infiere que los pK, determinados son
particularmente validos para las MAE preparadas bajo determinadas condiciones, sobre

una superficie de Au policristalino con un dado factor de rugosidad.

6.5. CONCLUSIONES

En general, los valores de 6 altos encontrados estarian manifestando que los
defectos estructurales de las MAE, mas que los huecos, son en gran medida

responsables del comportamiento observado en los distintos medios estudiados.
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Por otra parte, se observé que la naturaleza de los grupos terminales de los
diferentes tioles tiene influencia sobre la respuesta de desorcién oxidativa y reductiva de
las monocapas y la facilidad de transferencia electronica, dejando en evidencia que
juega un rol importante en las estructuras de las MAE. Se encontr6 que para los tioles
alifaticos, el cubrimiento superficial, el orden, la compactibilidad y la resistencia a la
transferencia de carga aumentan con el incremento del largo de la cadena y la
disminucion del tamarfio del grupo terminal, esto es, 2-MES < 6-M-1-H < DDT. En
cuanto a los tioles aromaticos, si bien se encontré que la MAE de 4-MF es levemente
mas compacta, con BT se logra mayor cubrimiento superficial y orden, asi como
también menor resistencia a la transferencia de carga.

Ademés, los resultados obtenidos demuestran que, para determinadas superficies
modificadas, es posible controlar el estado de carga de las moléculas del tiol que

conforman la monocapa variando el pH del medio.
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A partir de los estudios realizados, se eligieron las MAE formadas por 4-MF y
2-MES como tioles para la implementacion de posibles sensores, con el fin de su
aplicacion en el desarrollo de métodos electroanaliticos para la cuantificacion de FIS.
Como se menciond anteriormente, ambos tioles son de importancia analitica ya que
sobre MAE de 4-MF FIS muestra adsorcién al igual que sobre la superficie de
electrodos de carbono vitreo, pero evitando la pasivacion, mientras que sobre la
superficie de Au modificada con 2-MES, FIS presenta una respuesta difusional.

En este capitulo se muestran los estudios realizados en el desarrollo de los

métodos electroanaliticos.

7.1. DESARROLLO DE UN METODO ELECTROANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE FISETINA EMPLEANDO MONOCAPAS
AUTOENSAMBLADAS DE 4-MERCAPTOFENOL

7.1.1. Eleccion de las condiciones éptimas de trabajo

Como se describid anteriormente, FIS muestra adsorcion espontanea (Figura 46)
sobre ¢l electrodo modificado con 4-MF. Cuando se tiene una sefial correspondiente a
una adsorcion, se deben determinar el t,c 6ptimo y verificar la influencia de la
aplicacion de un potencial al proceso de adsorcion, de esta manera se optimiza el
método, obteniéndose la maxima sensibilidad. En el caso de las MAE el tmoq del
electrodo aparece como otra variable que puede afectar la sefial. Por lo tanto, en primer
lugar se estudiaron estas variables para el desarrollo del método electroanalitico. Las
medidas se realizaron empleando VOC como técnica electroquimica, dadas las ventajas
que se conoce que posee esta técnica a la hora de ser utilizada con fines
cuantitativos.*>!1%13%157

En primer lugar, se llevaron a cabo los estudios variando el potencial de
acumulacién, £y, entre -0,100 y 0,100 V. Los resultados obtenidos demostraron que no

existen cambios significativos en la respuesta con los diferentes E,. aplicados. Si pudo

observarse que la aplicacion de un E,. favorece el fendmeno de adsorcion, si se lo
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compara con la sefial obtenida a circuito abierto. Por lo tanto, se selecciond 0,100 V
como E,..

Por otra parte, se observa un incremento en la sefial de adsorcion de FIS con el
tac, cOmo se muestra en la Figura 90. Los voltamperogramas de onda cuadrada se
obtuvieron luego de dejar sumergido el electrodo en la solucién de FIS durante un

determinado tiempo, registrando la respuesta en la misma.

8.0x107

A

-~ -7
= 4.0x107 4

0.0

0.30 0.35 0.40 0.45
Evs ECS/V

Figura 90. Voltamperogramas de onda cuadrada registrados en solucion de FIS
a distintos ta. s = Ix10°M. f = 20 Hz, AE, = 0,005 V, AE,. = 0,025 V. Medio: 15 %

DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4. toc = (<) 15 s, (<) 300 s, (-) 600 s, (=) 900 s,
(-) 1200 s.

En la Figura 91 se muestran los estudios realizados variando el tac y €l tmod; S€
presenta la variacion en la respuesta (/) de FIS para diferentes tac y tmoa del electrodo.
Se observé que para tmos = 60 min, la I, alcanza un valor constante a partir de
aproximadamente 900 s. Si bien al disminuir el tmoq del electrodo se ve favorecida la
respuesta, el valor constante en la I,, se alcanzaria a un t,c demasiado elevado. Se
presenta entonces una situacion de compromiso entre la rapidez y la sensibilidad de la
determinacion. Dadas estas condiciones, se consider6 como 6ptimo desde el punto de

vista analitico la seleccion de t,c = 900 s para tyoq = 60 min.
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Figura 91. Dependencia de I,, con t,. a distintos lmea cyg = 1x10° M

Eu =0,100V. f=20 Hz, AE, = 0,005 V, AEoc = 0,025 V. tyoa = (®) 15 min, () 30 min
y (®) 60 min. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4.

Finalmente, las condiciones de trabajo seleccionadas son: E,; = 0,100 V,

tmod = 60 min y t, =900 s.

7.1.2. Curva de calibracion de fisetina mediante voltamperometria de onda

cuadrada

Se procedi6 a la construccion de curvas de calibracion empleando los pardmetros
optimos seleccionados y la VOC como técnica electroquimica. Los voltamperogramas
se obtuvieron luego de dejar sumergido el electrodo en la solucién de FIS, registrando la
respuesta en la solucion del blanco.

La Figura 92 a muestra las respuestas obtenidas mediante VOC para distintas

¢, y la Figura 92 b, la correspondiente curva de calibracion.
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Figura 92. a) Voltamperogramas de onda cuadrada registrados en solucion del

blanco, luego de haber dejado el electrodo sumergido en soluciones de distintas c,.
f =20 Hz, AE, = 0,005 V, AE,. = 0,025 V. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion
reguladora de pH 4. b) Dependencia de I, , con c,,. r = 0,9975. t,c = 900 s.

Se obtuvo un intervalo lineal entre 1x10° y 1x10° M. La recta de regresion

lineal obtenida mediante un procedimiento de ajuste por cuadrados minimos fue:
1,, =(0,063+0,001)c;; +(1,8+08)x10" r=0,9988

La concentracion mas baja medida para una relacién sefial:ruido de 3:1 fue
5x107 M, lo cual corresponde a 0,143 ppm.

Se encontrd que el electrodo puede ser reutilizado si se lo deja un determinado
tiempo en la solucidon del blanco. De esta manera, se llevaron a cabo estudios de
repetibilidad realizando medidas de curvas de calibracion con un mismo electrodo
modificado. Para ello, luego de la construccion de la primera curva, el electrodo se
guardé a 4 °C en contacto con una solucién de blanco (15 % de DMSO + 85 % de
solucién reguladora de pH 4) hasta el dia siguiente, con el fin de producir la desorcion
de FIS adsorbida en la MAE y realizar asi una segunda curva. A partir de las pendientes
de las curvas de calibracion se calcul6 la desviacion estandar relativa porcentual entre

las medidas realizadas, la cual fue del 1,3 %.
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La reproducibilidad se determin6é a partir de cinco medidas realizadas con
electrodos diferentes, es decir, el electrodo fue modificado cada vez. De las pendientes
de las curvas de calibracién se obtuvo una desviacidén estandar relativa porcentual del

1,6 %.

7.2. DESARROLLO DE UN METODO ELECTROANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE FISETINA EMPLEANDO MONOCAPAS
AUTOENSAMBLADAS DEL ACIDO 2-MERCAPTOETANOSULFONICO

7.2.1. Eleccion de las condiciones 6ptimas de trabajo

La respuesta de FIS sobre la MAE de 2-MES, a diferencia de lo observado con
4-MF, est4 controlada por difusion (Figura 53), siendo la misma altamente reproducible.
Bajo estas condiciones sélo se puede variar el tyoq Y €l medio de reaccion para encontrar
las condiciones experimentales Optimas que le otorguen al método la méaxima
sensibilidad.

En primer lugar, se realiz6 un estudio del tyoq4 para la formacion de la MAE. Las
Figuras 93 a, b y ¢ muestran los resultados obtenidos para tmoa = 5, 30 y 60 min,
respectivamente. Para cada figura, los voltamperogramas ciclicos mostrados con
distintas lineas corresponden a los obtenidos al mismo tpyog con distintos electrodos. Si
bien el tmeq no afecta la sefial, se puede observar que a tiempos cortos no se obtiene
buena reproducibilidad. Por el contrario, cuando el tyoa del electrodo es de 60 min se
obtiene practicamente la misma respuesta con electrodos diferentes. Estos resultados
podrian explicarse considerando que tiempos de modificacion menores a 60 min no
permiten que la monocapa formada se organice de la misma manera cada vez que se

generan estas superficies. Se selecciond, por lo tanto, un tpyeg = 60 min.
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Figura 93. Voltamperogramas ciclicos de FIS registrados con electrodos

modificados con 2-MES a distintos tmeq = a) 5 min, b) 30 min, y ¢) 60 min.
Crs=Ix107* M. v = 0,050 V57

Por otro lado, una variable importante a tener en cuenta es el pH del medio ya
que, tal como se menciond, la principal descarga de FIS involucra H'. Se realizaron
estudios variando el pH del medio. La Figura 94 a muestra los voltamperogramas de
FIS obtenidos en presencia de soluciones reguladoras entre pH 2 y 8. Puede observarse
que, a medida que aumenta el pH de la solucion, se produce un desplazamiento de la
sefial a potenciales menos positivos. Las respuestas de mayor reversibilidad se logran a
pH 3, 4 y 5, mientras que a pH 2, 6, 7 y 8 se insinia un pico de reduccién
complementario. Si bien a partir de estos resultados se observa que es factible emplear
tanto pH 4 como 5 para los fines planteados, en esta oportunidad se seleccion6é pH 5,
dado que a este valor se obtiene una respuesta favorable en un intervalo de potencial

conveniente.
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Ademas, un grafico de E, en funcion del pH (Figura 94 b) mostr6 una pendiente
de — (0,063 + 0,002) V/unidad de pH, lo que concuerda con el valor tedrico esperado
para una reaccion electroquimica en la cual se intercambian igual nimero de electrones

y protones,'”® en este caso 2¢ y 2H".
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Figura 94. a) Voltamperogramas ciclicos de FIS a diferentes pH, obtenidos
sobre el electrodo de Au modificado con 2-MES. pH (-) 2;(-) 3; (-) 4, () 5; (<) 6, (<) 7;
(-) 8. b) Dependencia de E, con el pH, r = 0,9978. c;,; = Ix107 M. v = 0,050 Vs

7.2.2. Curva de calibracion de fisetina mediante voltamperometria de onda

cuadrada

A fin de determinar FIS cuantitativamente, se procedié a la construccion de
curvas de calibracion empleando la VOC como técnica electroquimica.

Las Figuras 95 a y b muestran las respuestas obtenidas en VOC para distintas

c,,s ¥ la correspondiente curva de calibracion, respectivamente.
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Figura 95. a) Voltamperogramas de onda cuadrada registrados en soluciones

de distintas c,,;, obtenidos sobre el electrodo de Au modificado con 2-MES. f = 20 Hz,
AE, = 0,005 V, AE,. = 0,025 V. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de
pH 5. b) Dependencia de 1, con c,,. r = 0,9989.

Se obtuvo un intervalo lineal entre 1x107 y 1x10™ M. La recta de regresion

lineal obtenida mediante un procedimiento de ajuste por cuadrados minimos fue:
I,, =(0,027+£0,001)c;; +(10£5)x 107 r=0,9919

La concentracion mas baja medida para una relacion sefial:ruido de 3:1 fue
1x107 M, lo cual corresponde a 29 ppb.

Los estudios de repetibilidad se llevaron a cabo realizando cinco curvas de
calibracién con un mismo electrodo modificado. Las medidas correspondientes a cuatro
de las curvas se realizaron de manera consecutiva, lo que fue posible debido al caracter
difusional del sistema, que no requiere la recuperacion de la superficie, a diferencia de
4-MF. Ademas, el electrodo no se ve afectado entre las medidas, ya que no ocurren
fendmenos de pasivacion de la superficie. Luego, el electrodo se guardé a 4 °C en
contacto con una solucion del blanco y fue utilizado al dia siguiente para la realizacion
de la quinta curva de calibracion. A partir de las pendientes de las curvas se calcul6 la

desviacion estandar relativa porcentual entre las medidas realizadas. la cual fue del 0,5 %.
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La reproducibilidad se determiné a partir de cuatro medidas realizadas con
electrodos diferentes, es decir, el electrodo fue modificado cada vez. De las pendientes
de las curvas de calibracion se obtuvo una desviacion estandar relativa porcentual del

2,2 %.

7.3. CONCLUSIONES

A partir de las respuestas de fisetina obtenidas con monocapas autoensambladas
de diferentes tioles, fue posible encontrar sefiales adecuadas para el desarrollo de
métodos electroanaliticos. De los tioles estudiados, se seleccionaron 4-mercaptofenol y
el acido 2-mercaptoetanosulfonico como posibles sensores, para cada uno de los cuales
se desarroll6 un método electroanalitico para la cuantificacion de fisetina.

En ambos casos se ha logrado obtener curvas de calibraciéon con muy buenos
parametros analiticos, reproducibilidad del método y estabilidad del -electrodo
modificado, siendo mas sensible y reproducible la MAE del 4cido

2-mercaptoetanosulfonico por el caracter difusional de la sefial.
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El método electroanalitico desarrollado para la determinacion de FIS empleando
la MAE de 2-MES, se transfirié de manera directa a la determinacion de QUER, dada la
similitud estructural entre estos flavonoides (Figuras 6 a y b). En este capitulo se
muestra la determinacion del flavonoide quercetina en una muestra real mediante la

aplicacion del método electroanalitico y se lo compara con un método de HPLC.

8.1. RESPUESTA ELECTROQUIMICA DE QUERCETINA

Al igual que en el caso de FIS, la solubilidad de QUER en agua es baja. De
acuerdo a su estructura quimica (Figura 6 b), se espera que QUER presente varios
valores de pK,. Sin embargo, en la literatura se informan sélo tres valores: pKa, = 7,65,
pPKa = 9,39 y pKaz = 11,51."" Estos fueron obtenidos por extrapolacién a partir de
medidas realizadas en mezclas metanol/agua debido a su escasa solubilidad en agua. Fl
cuarto pK, no se han podido obtener con exactitud, siendo el mismo mayor que 12.

La Figura 96 muestra la respuesta de QUER obtenida sobre un electrodo de Au
desnudo. El primer voltamperograma ciclico registrado presenta tres ondas de
oxidacién, cuyas intensidades disminuyen al realizar barridos consecutivos. La sefial
obtenida para este electrodo es similar a la que presenta sobre electrodos de CV,
superficie en la que también se pone de manifiesto un mecanismo de reaccion

electroquimica complejo.'®
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Figura 96. Voltamperogramas ciclicos de QUER consecutivos y el

correspondiente blanco, registrados sobre un electrodo de Au desnudo. céUER = Ix107* M.

v=0,050Vs"'. Medio: 20 % DMSO + 80 % solucién reguladora de pH 4.

La Figura 97 muestra la sefial de QUER sobre un electrodo modificado con
2-MES. Se observa que, al igual que la respuesta de FIS obtenida sobre esta superficie
(Figura 58), QUER presenta un solo pico de oxidacion, de caracter difusional. Ademas,
al transferir el electrodo a la solucién de blanco, luego de registrar voltamperogramas en
las soluciones de QUER, no se observaron cambios respecto del blanco inicial. Esto
indica que sobre la superficie del electrodo no se produce adsorcién de ninguna especie

presente en solucion.
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Figura 97. Voltamperogramas ciclicos registrados en solucion de QUER y en la

solucion correspondiente de blanco, sobre el electrodo de Au modificado con 2-MES.

= Ix10"* M. v = 0,050 V 5. Medio: 20 % DMSO + 80 % solucién reguladora de

*
Cousr =

pHA4.

Para la determinacion cuantitativa de QUER se realizaron curvas de calibracion
en soluciones a pH 4 aplicando VOC. La Figura 98 muestra las respuestas obtenidas

para distintas concentraciones y la correspondiente curva de calibracion.
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Figura 98. a) Voltamperogramas de onda cuadrada registrados en soluciones

de distintas cZ,UER, sobre el electrodo de Au modificado con 2-MES. f = 20 H:z.

AE, = 0,005 V, AE,. = 0,025 V. Medio: 20 % DMSO + 80 % solucion reguladora de
pH 4. b) Dependencia de I, , con céUER. r=209933.
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Se obtuvo un intervalo lineal entre 1x107 y 1x10™ M, la recta de regresi6n lineal

obtenida mediante un procedimiento de ajuste por cuadrados minimos fue:
1,, =(0,056+0,002)c,, e +(8+1)x107* r=0,9933

La concentracion mas baja medida para una relacion sefial:ruido de 3:1 fue
1x107 M, lo cual corresponde a 0,034 ppm.

Los estudios de repetibilidad se llevaron a cabo realizando medidas de tres
curvas de calibracion con un mismo electrodo modificado. Para ello, se realizaron las
medidas correspondientes de manera consecutiva, lo que fue posible debido al caracter
difusional del sistema. Ademads, al igual que con FIS, el electrodo no se ve afectado
entre las medidas, ya que no ocurren fenémenos de pasivacion de la superficie. A partir
de las pendientes de las curvas de calibracion se calcul6 la desviacion estandar relativa
porcentual, la cual fue de 1,5 %.

La reproducibilidad se determindé a partir de medidas realizadas con dos
electrodos diferentes, es decir, €l electrodo fue modificado cada vez. De las pendientes
de las curvas de calibracién se obtuvo una desviacion estandar relativa porcentual de
0,14 %.

Los valores de desviaciones estadndares relativas son comparables con los

obtenidos para los métodos electroanaliticos desarrollados para FIS.

8.2. DETERMINACION DE QUERCETINA EN UNA MUESTRA REAL

El método electroanalitico desarrollado para la determinacion de FIS y de QUER
empleando la MAE de 2-MES, se aplico a la cuantificacion directa de QUER en una
formulacién farmacéutica comercial. La formulacién farmacéutica Artihial (descripta
anteriormente) contiene QUER y naringina en proporcion de 30 y 10 mg por cada sobre
de 30 g, respectivamente, segliin se declara en el producto. Ademas, contiene
maltodextrina, fructosa, colageno hidrolizado, 4cido citrico anhidro, sorbato de potasio,

acido hialur6nico, aroma de frutos del bosque, acesulfame y celulasa.
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En la Figura 99 se muestra la estructura quimica de naringina.

OH

OH OH

Figura 99. Estructura quimica del flavonoide naringina.

Con ¢l fin de establecer si naringina es un interferente en la determinaciéon de
QUER, se analiz6é su respuesta sobre el electrodo de Au desnudo y modificado con
2-MES.

Las Figuras 100 a y b muestran los voltamperogramas ciclicos de naringina
sobre electrodos de Au desnudo y modificado con 2-MES, respectivamente. Se observa
que los voltamperogramas registrados no presentan picos de oxidacién entre los
potenciales -0,100 y 0,600 V. Este comportamiento se debe a que la naringina no
contiene en su estructura al grupo catecol y el C-3 del anillo C no posee ¢l grupo enol,
que son los responsables de los picos 1 y Il caracteristicos en los voltamperogramas de
FIS y QUER, respectivamente.'*14%143

Se observa, ademas, que cuando el electrodo no estd modificado (Figura 100 a)
se produce la pasivacion de la superficie. Sin embargo, la pasivacion se evita si el
electrodo esta modificado con 2-MES (Figura 100 b). Por lo tanto, la presencia de
naringina no interferiria en la sefial electroquimica de QUER obtenida sobre la

superficie modificada.
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Figura 100. Primer voltamperograma registrado en una solucion de naringina
(linea continua) y voltamperograma registrado a los 10 min en la misma solucion (linea

discontinua) sobre un electrodo de Au a) desnudo y b) modificado con 2-MES.

c, = 5x10° M, v = 0,050 V 5. Medio: 20 % DMSO + 80 % solucién reguladora

naringina

de pH 4.

Para la determinacion de QUER en la muestra real se disolvié el contenido de un
sobre de Artihial en S0 mL de DMSO y se dej6 la solucién en reposo durante 24 h para
producir la decantaciéon de los compuestos insolubles. Las determinaciones fueron
realizadas tomando alicuotas de la fraccion soluble, llevandolas a un volumen de 10 mL
y composicion final de 20 % de DMSO + 80 % de solucion reguladora de pH 4.

La Figura 101 muestra el voltamperograma de onda cuadrada obtenido en la

solucion de la muestra, preparada segin lo indicado en el parrafo anterior.
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Figura 101. a) Voltamperograma de onda cuadrada registrado en una solucion
de Artihial, sobre el electrodo de Au modificado con 2-MES. f = 20 Hz, AE, = 0,005 V,
AE,. = 0,025 V. Medio: 20 % DMSO + 80 % solucion reguladora de pH 4.

Como puede observarse, el Ep, se corresponde con el de QUER y la seial
aumenta al hacer agregados de cantidades conocidas de QUER comercial. Las medidas
realizadas en la solucién de la muestra no provocaron fendmenos de pasivacion ni de
adsorcion de especies sobre la superficie, lo cual se corrobor6 registrando
voltamperogramas luego de la transferencia del electrodo a una solucién de blanco.

A partir de la respuesta obtenida en VOC y de la curva de calibracién
(Figura 98 b) se determindé una concentracion promedio de 29,3 mg de QUER por

sobre. El valor determinado corresponde al 97,7 % del valor informado.

8.2.1. Determinaciéon de quercetina mediante HPLC con deteccion por arreglo de

diodos

Con el fin de validar el método electroanalitico, se procedié a realizar la
determinacion de QUER en la formulacién farmacéutica mediante un método
alternativo, como HPLC con deteccion por arreglo de diodos. Para ello, en primer lugar,
se registraron los respectivos espectros de absorcion UV-Visible de QUER y naringina

en metanol.
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Condiciones cromatogrdficas

Como fase movil se utilizaron las mezclas: agua:acido acético en proporcion
99:1, y metanol:acetonitrilo:acido acético en proporcion 89:10:1, denominadas solvente
A y solvente B, respectivamente. La elucién se realiz6 con un método por gradiente,
donde la composicién inicial fue de 60 % del solvente A, la que fue reducida a 5 % en
30 min, con retorno final a 60 % de solvente A después de 32 min. El intervalo de
longitudes de onda fue de 270 a 380 nm. La velocidad de flujo fue de 0,2 mL min™.

Las soluciones empleadas fueron filtradas y desgasadas. El volumen de
inyeccion de las muestras de QUER, naringina y de la formulacion farmacéutica fue de

15 uL.

La Figura 102 muestra los cromatogramas obtenidos para soluciones patrones de
QUER Yy naringina y el correspondiente a una solucién mezcla de ambos. Los tiempos

de retencion, tg, de naringina y QUER fueron 19,5 y 27,5 min, respectivamente.

Absorbancia
N

11l

0 10 20 30
t /min

Figura 102. Cromatogramas HPLC de (-) QUER, (=) naringina y (-) la mezcla de

ambos. A =375 nm. céUER = c;a,,ng,,,a = 1x10°* M. tr guer = 27,5 min, tg paringina = 19,5 min.

Como puede observarse, existe una muy buena resolucion de los picos en la
mezcla, por lo que se procedi6 a realizar el calibrado a partir de soluciones patrones de

la mezcla de ambos flavonoides.
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La Figura 103 muestra el cromatograma de la formulacién farmacéutica, en el

que el primer pico corresponde a naringina y el tercero a QUER.

5
0.8
0.6
b}
o
=1
<
<
S 044
o
<
0.2
A
0.0 T r T T
0 10 20 30

t /min
Figura 103. Cromatograma HPLC de la formulacion farmacéutica Artihial.

A =375 nm.

Debido a que mediante esta técnica es posible detectar la presencia de naringina,
se decidio llevar a cabo también su cuantificacion. En la Figura 104 se muestran las
curvas de calibracion de QUER y naringina obtenidas. Para la construccién de las

curvas se emplearon las areas debajo de los picos del cromatograma a A = 375 nm.

1
e

6.0x10" 4 o

4.0x107 A
3 - |
3 ”

r 4
2.0x10" A P
_/
./(..'
0.0fe”
T v T v T T T
0.0 4.0x10™ 8.0x10™ 0.0 4.0x10* 8.0x10™
chIER ™M c""‘“g"" ™

Figura 104. Dependencia de la absorbancia con a) c;,,ER , r=09988 y b)
c r=09998 A =375nm. cyy, = c, =9,1x107, Ix107, 1x10°, 5x107 y

naringina ’ naringina

9, 1x10* M.
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La respuesta fue lineal, para ambas especies, en el intervalo de concentraciones
empleadas. Las rectas de regresion lineal obtenidas mediante un procedimiento de ajuste

por cuadrados minimos para QUER y naringina, respectivamente, fueron:

drea=(72£2)x10° cpy, +(71£8)x10° r=0,9988

*

drea =(703+5)x10° ¢ +(4£2)x10° r=0,9998

naringina

A partir de la respuesta obtenida por HPLC y de las curvas de calibracion,
realizadas por duplicado, se determiné una concentracién promedio de 28,9 mg de
QUER y de 8,7 mg de naringina por sobre de 30 g de la formulacion farmacéutica.
Estos valores corresponden a un 96,3 % y 87,0 % de lo declarado en el sobre,
respectivamente. El resultado obtenido para QUER concuerda razonablemente bien con

el determinado por el método electroanalitico.

8.3. CONCLUSIONES

El método electroanalitico desarrollado para fisetina a partir de monocapas
autoensambladas del 4cido 2-mercaptoetanosulfénico se transfirié en forma directa a la
determinacion de quercetina, otro flavonoide de caracteristicas estructurales semejantes.
Por otro lado, fue posible corroborar la validez del método electroanalitico mediante la
técnica de HPLC con deteccion por arreglo de diodos.

La diferencia entre los valores establecidos para la cantidad de QUER presente
en la formulacion Artihial, hallados mediante las dos técnicas diferentes, fue de 0,4 mg
(1,4 %), demostrandose, de esta manera, la equivalencia entre los métodos para la
determinacion de QUER. Los resultados obtenidos indican que es factible aplicar los
métodos desarrollados a la determinacién de QUER en muestras reales. En particular, el

método electroanalitico demostro ser sencillo, rapido y reproducible.
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De acuerdo a los resultados obtenidos hasta el momento sobre el estudio de
monocapas con el objetivo de obtener un sensor electroanalitico, se concluye que es
fundamental la presencia de defectos para poder obtener una respuesta electroquimica.
En los dltimos afios ha surgido un nuevo concepto: submonopacas autoensambladas
(sSMAE), que constituye una alternativa interesante para la modificacion del electrodo y
su empleo como sensor. Si bien no existe una definicion concreta de submonocapa, se
puede considerar que se tiene una submonocapa de tiol cuando éste se ha adsorbido s6lo
en parte de la superficie, de manera que genera los efectos deseados de la presencia de
una MAE, sin evitar la descarga del analito. Las superficies generadas presentan un gran
numero de defectos, condicion Optima para la deteccion electroquimica de analitos
organicos policiclicos con electrodos metalicos, de manera tal que la adsorcion y la
velocidad de transferencia de carga del analito se vean favorecidas.”** Esto ocurre en el
limite de una monocapa diluida, es decir, en una submonocapa, ya que los adsorbatos se
encuentran rodeados por moléculas de solvente y las restricciones estéricas entre ellos
son insignificantes.'”” La obtencion este tipo de superficies modificadas requiere
trabajar a concentraciones bajas de tiol y a tiempos de modificacion suficientemente
cortos.

Carrillo y col.’®® comprobaron que esta estrategia es util para analizar
electroquimicamente mezclas de aminas aromaticas. Por su parte, Calvente y col.
emplearon superficies con cubrimientos extremadamente bajos (concentraciones de tiol
por debajo de milimolar) en el desarrollo de un tratamiento unificado de

197,199

voltamperometrias de “stripping” y de monocapas, en el andlisis de los efectos de

la solvatacion hidrofobica de interfaces™® y en la investigacion de la organizacion
interfacial en la formacion de la monocapa.'**'’

Con el fin de obtener un gran numero de defectos superficiales se procedid al
estudio de sSsMAE de tioles.

En este capitulo, se muestra el procedimiento para la obtencién de SMAE vy el
desarrollo de un método electroanalitico para la determinaciéon de FIS, empleando
SMAE. Puesto que la respuesta voltamperométrica de la mayor parte de los
antioxidantes esta ligada a la oxidacion de grupos fendlicos, para el estudio de SMAE se

eligiéo como cupla modelo la oxidacion electroquimica del catecol. Los tioles empleados
en esta etapa son 4-MF, 2-MES, BT y HT (hexanotiol).
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9.1. FORMACION DE SUBMONOCAPAS AUTOENSAMBLADAS

Como se menciond anteriormente, para obtener SMAE se requiere trabajar a

concentraciones de tiol (c,,,) bajas y a tmod suficientemente cortos. Inicialmente, la

tiol
formacion se llevd a cabo por el método mas simple, que consiste en la adsorcién
espontanea de tiol sobre la superficie del electrodo a partir de la inmersion de éste en
una solucién etandlica, tal como se procedié en la formacién de MAE (seccion
3.2.2.1.3.). Bajo estas condiciones se encontré que las SMAE no eran reproducibles, con
lo cual se procedio a aplicar el método potenciostatico para su formacién. El proceso de

200

adsorcidn electro-asistida es muy rapido™ y permite un mayor control del ensamblado

> ayudando a la organizacion de la monocapa.”’®® Este fenémeno puede

molecular,'?
influir en varios parametros importantes, tales como la orientacion molecular, el anclaje
de cabeza de grupo y las propiedades de adsorcién.'®

La Figura 105 muestra el esquema de modificacion para el método
potenciostatico. El procedimiento consisti6 en la modificacion electroquimica del
electrodo de Au inmerso en una solucién de tiol en KOH 1,00 M etandlico. Antes de la
modificacidén propiamente dicha, se aplicé un salto de potencial de -1,300 V durante un
dado tiempo, denominado tiempo de desorcidn (t4), con el fin de desorber las moléculas
de tiol adsorbidas espontaneamente. Este procedimiento se realizd para tener un mayor
control del proceso de modificacion, logrando reproducibilidad en el mismo, ya que la
aplicacion inicial de un t4 iguala las condiciones en las que se encuentra la superficie del
electrodo al momento de proceder a la modificacion. Posteriormente, se aplicé un salto
de potencial de -0,600 V durante un determinado t,.q. Una vez obtenida la sSMAE de la
manera descripta, el electrodo se enjuagdé con etanol y, luego, con abundante agua
destilada y se transfirio a una celda conteniendo la solucion de analito, donde se registré

su respuesta.
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A
E/V
Ty Unoa
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Figura 105. Esquema de modificacion electroquimica del electrodo de Au en

solucion de tiol en KOH 1,00 M etandlico.

El método de modificacion descrito, segin el cual se transfiere el electrodo de

una celda a otra, es el que se utiliza habitualmente. Dado que, para obtener sMAE se

emplean ¢, , muy bajas, se decidid trabajar también en una unica celda donde se llevara

tiol
a cabo la modificacion y el registro del voltamperograma ciclico del analito, de manera
tal de evitar asi la transferencia del electrodo.

En la Figura 106 se muestra el procedimiento seguido para la modificacion
realizada en presencia del analito. Al electrodo inmerso en una solucién de tiol y FIS en
15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de pH 4, se le aplicaron saltos de potencial
como se describio anteriormente en la Figura 105. En este medio de reaccion, al aplicar
un potencial de -1,300 V para la desorcion de las moléculas adsorbidas
espontaneamente, se genera H; sobre la superficie del electrodo. Para liberar el H,, antes
de llevar a cabo la modificacion el electrodo de Au se agitd suavemente, sin desconectar
la celda. A diferencia del método descripto en la Figura 105, donde el medio de
modificacién es basico, en este caso se emplea una solucidon reguladora de pH 4. Por
cada unidad de pH se considera que se produce una variacioén de 0,060 V en el potencial
del sistema, con lo cual, para asegurar la equivalencia en las condiciones de
modificacién, el potencial de modificacion (Enoq) aplicado en este medio fue -0,200 V
en lugar de -0,600 V. Los voltamperogramas ciclicos de FIS fueron registrados a
continuacion. El uso de una concentracion de tiol baja asegura que la difusién libre de

las moléculas de tiol no interfiera con la sefial electroquimica generada.'®’
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A
E/V
Unod
0_ 4 .r——-—-k—\
-0,2 1
-1,34 .
0 t/s/

Figura 106. Esquema de modificacion electroquimica del electrodo de Au en la

solucion de tiol y FIS en 15 % DMSO + solucién reguladora de fosfatos de pH 4.

En ambos métodos, los tiempos de desorcion y de modificacion se variaron
dependiendo del experimento realizado y se indican en las figuras correspondientes. Las
soluciones de tiol empleadas para la formacion de SMAE fueron de concentraciones

comprendidas entre 5 y 200 pM.

Para poder correlacionar la respuesta voltamperométrica con la composicion
superficial, se llevaron a cabo experimentos adicionales de desorcion reductiva en
disoluciones de KOH 1,00 M en etanol, pudiendo establecerse una relacion cuantitativa
entre el tmoq del electrodo y la concentracién o el cubrimiento superficial del tiol. En la
Figura 107 se muestran las distintas curvas de I" y 0 obtenidas en funcioén del tyoq. Para
la obtencion de los graficos se integréd el voltamperograma ciclico en el rango de
potencial completo y se consideré el 4rea electroquimica del electrodo de Au
policristalino (determinada como se indica en la secciéon 3.2.2.1.2.) para los calculos
correspondientes, segun la ec. 36. El cubrimiento superficial se calculé de la relacion

entre la concentracion superficial obtenida y la de una monocapa compacta.
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Figura 107. Curvas de concentracion superficial, I (mol em™), y de cubrimiento

superficial, 6, en funcion del t,.q (s). a) 4-MF, b) 2-MES, c¢) BT, d) HT. c,,, = (¢) 1 uM,

(*) 5 M, (¢) 10 uM, () 30 uM, (¢) 50 uM, (=) 100 pM.

Las curvas de concentracion y/o cubrimiento superficial brindan informacién
acerca de la superficie del electrodo, dando a conocer si se tiene SMAE o MAE. En
realidad, no existe un limite exacto entre un tipo de cubrimiento y otro. Ademas, el
numero de moléculas que pueden adsorberse sobre la superficie del electrodo para
formar una monocapa es dependiente del tamafio de las mismas.*

Como puede observarse, cuando ¢l electrodo se modifica con 4-MF y 2-MES;, 0
no supera el valor de 0,24 bajo todas las condiciones de trabajo empleadas. En el caso
de BT y sobre todo en el de HT, los cubrimientos superficiales son mucho mayores. Se

ha probado que hasta una concentracion superficial méaxima aproximadamente de

3,4x107'° (8 = 0,44) los tioles no se encuentran orientados perpendicularmente sobre la
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superficie del electrodo.” Teniendo en cuenta lo anterior, se puede considerar que por
encima de 6 ~ 0,4 o 0,5 se obtienen monocapas, para BT el limite corresponde a

Chot = 3,5x107° MM a tmoqa = 120 s y para HT estd marcado por la curva hallada para

C,.; = 30 pM, mientras que por debajo de estos valores seria posible la obtencion de

submonocapas sobre la superficie.
Por lo tanto, al momento de llevar a cabo la modificacién del electrodo es
posible seleccionar las condiciones experimentales adecuadas, de manera tal de obtener

la superficie deseada.

9.2. COMPORTAMIENTO ELECTROQUIMICO DE CATECOL

La Figura 108 muestra la respuesta de catecol obtenida sobre un electrodo de Au

desnudo en la regiéon de potenciales entre -0,100 y 0,550 V. El comportamiento

. . . - + 201,202
observado es el conocido, un proceso redox reversible, el cual involucra 2¢”y 2H" .7~

4.0x10°

2.0x10° 4

I/A

0.0

-2.0x10% 1
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. — .
-0.1 0.0 0.1 0.2 03 0.4 0.5
Evs Ag/AgCl /V

Figura 108. Voltamperograma ciclico de catecol sobre un electrodo de Au sin

modificar registrado en 15 % DMSO + 85 % solucién reguladora de pH 4.
Contecos = IX107* M. v = 0,050 V 57"

catecol ~
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La Figura 109 muestra las respuestas de catecol obtenidas sobre MAE de los

diferentes tioles, en comparacién con la correspondiente a Au sin modificar.
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Figura 109. Voltamperogramas ciclicos de catecol sobre Au (-) sin modificar y

modificado con a) 4-MF, b) 2-MES, c¢) BT y d) HT. c,,,= 5 mM. tmoa = 60 min. Medio: 15

*

% DMSO + 85 % solucién reguladora de pH 4. ¢ =5x10°M v=0050Vs".

catecol

Como puede apreciarse, la presencia de la MAE produce la separacion entre los
potenciales de pico y la disminucién en la intensidad de la corriente del catecol, lo que
indica que la respuesta se ve desfavorecida en todos los casos. Se observa que la
disminucién de la velocidad de oxidacion es mas marcada en el caso de los tioles
alifaticos que en el de los aromaticos, sugiriendo para estos ultimos una mejor
conduccion electronica a través de los anillos aromaticos de las moléculas del tiol

adsorbidas.
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9.3. COMPORTAMIENTO DE CATECOL SOBRE SUBMONOCAPAS
AUTOENSAMBLADAS

La Figura 110 muestra la respuesta de catecol sobre las sSMAE obtenidas segtin
el esquema de modificacidon presentado en la Figura 105. Tal como se describio, luego
de la modificacion potenciostatica, el electrodo se enjuagd y se transfirié a una celda
conteniendo la solucion del analito, donde se registr6 el correspondiente
voltamperograma ciclico. Se muestran las respuestas obtenidas a distintos tmeq para

soluciones de tiol de concentracion 5 uM.

a )
4.0x10% ) aoxig®]
2.0x10° 2.0x10° -
< <
~ e
00— 0.0.
1
-2.0x10° -2.0x10°
— p ' T v T 4 T T T v T T T il T v T T T
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.1 0.0 01 0.2 03 0.4 058
E vs Ag/AgCl /V E vs Ag/AgCl IV
d)
4.0x10° 4 e : 4.0x10° 4
2.0x10° - 2.0x10°
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: ~—
00 0.0
2.0x10° 4 -2.0x10° 4
- r v T . T T T T T
L] T T g T
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E vs Ag/AgCl /V E vs Ag/AgCl /V

Figura 110. Voltamperogramas ciclicos de catecol sobre electrodos de Au

modificados con a) 4-MF, b) 2-MES, c¢) BT y d) HT. ¢, = 5 uM en soluciéon de KOH

tiol

»

1,00M. ¢ =5x10" M. v=0050Vs" (-) Au desnudo, tmoa = (<) 10, (-) 30s, (<) 60 s,

catecol ~

(-) 120 s, () 200 s, (<) 300 s, (-) 700 s.
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Puede observarse que, excepto para BT para el cual la sefial de catecol
disminuyé notablemente, se observa que los voltamperogramas ciclicos sobre las SMAE
son similares al registrado sobre el electrodo de Au desnudo. Ademas, la respuesta de
catecol no presenta cambios significativos con la variacion del tnog. Puede concluirse
entonces que, cuando el tiol no cubre totalmente la superficie del electrodo, es factible
obtener una respuesta similar a la del electrodo de Au desnudo, lo que puede resultar de
gran interés en el estudio de analitos cuyas respuestas electroquimicas sean complejas,
dado que la presencia de la SMAE quizds pueda evitar o inhibir los procesos de
pasivacion, sin afectar la respuesta electroquimica de interés.

La Figura 111 muestra la respuesta de catecol obtenida para SsMAE de cada uno
de los tioles a concentraciones 10 o 30 uM y distintos tmed, Utilizando el procedimiento

descripto en la Figura 106.
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Figura 111. Voltamperogramas ciclicos de catecol sobre electrodos de Au
modificados con a) 10 uM 4-MF (t; = 40 s), b) 30 uM 2-MES (t; = 20 s), ¢) 10 uM BT
(ta=20s) yd 10 uM HT (t7 = 10 s). c. .., = 5x10° M. v = 0,050 V s'. (-) Au

catecol

desnudo, tmoa = (<) 10 s, (-) 30s, (=) 60's, () 120 s, (=) 300 s.

Puede observarse que, con la metodologia de trabajo aplicada, las respuestas
practicamente no se ven afectadas. Esto indica que la presencia del tiol en la celda y la
formacién de la SMAE sobre la superficie del electrodo, no producen variaciones en la
respuesta con respecto a la que se obtiene sobre electrodos de Au sin modificar. Sélo se
observa una disminucién en la intensidad de la corriente para HT, y un aumento para el
BT, si se las compara con las obtenidas cuando se realiza la transferenia del electrodo
para el registro de los voltamperogramas (Figura 110). Lo encontrado para HT puede
deberse a que la concentracion de tiol empleada en ambos experimentos es diferente,

siendo mayor en el ultimo caso, donde la superficie se encuentra mas cubierta por el
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tiol, tendiendo a bloquear la misma, resultado esperado considerando que se trata de un
alcanotiol. Una situacion contraria ocurre con BT, que favorece la descarga en un dado

intervalo de concentracion de tiol.

9.3.1. Estudio de la respuesta de catecol empleando una unica celda

4-mercaptofenol

La Figura 112 muestra la sefial de catecol en presencia de sSMAE de 4-MF. En
este caso, se observa que la respuesta no se desfavorece soOlo si se trabaja a
concentraciones de tiol de 10 pM y a tmes muy pequeiio (10 s), condicidn bajo la cual la

concentracion superficial es de 3x1 0" mol cm™.

a) b)

4.0x10° 4.0x10°

2.0x10° 2.0x10° -
< <
P~ —

0.0 0.0

-2.0x10° -2.0x10°

T T T T v T X ¥ T - T = T T T T
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
E vs Ag/AgCl /V E vs Ag/AgCl IV

Figura 112. Voltamperogramas ciclicos de catecol sobre electrodos de Au

modificados con 4-MF. a)c,,, = 10uM, b) c,,, = 50 uM. ¢ =5x10*M.v=0,050Vs"

*

tiol tiol catecol

ti= 40 s. (-) Au desnudo, tmoa = () 10 s, (<) 30 s, (<) 60s, (<) 120 s, (-) 200 s.

Aunque en todo el intervalo de tmog (Figura 107 a) I' se mantiene por debajo de
1,4x10"° mol cm? para concentraciones de tiol menores a 30 pM, segin la
Figura 112 a, valores mayores a 6x10™'' mol cm™ (6 = 0,078) muestran influencia sobre

la respuesta de catecol.
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Acido 2-mercaptoetanosulfonico

La Figura 113, por su parte, muestra la sefial de catecol en presencia de SMAE
de 2-MES. En este caso, la respuesta no se ve afectada cuando se trabaja a una
concentracion de hasta 50 uM de tiol, siempre que el tmeq €sté por debajo de los 100 s,
ya que puede observarse que, a pesar de trabajar a una concentraciéon 30 uM de tiol,

cuando el tmeq €s de 300 s la respuesta comienza a inhibirse.

aox10° @ so0x10°{ P

2.0x10° 2.0x10° 4
< <
—~ ~

004 —— 0.0 ]

-2.0x10° -2.0x10° +

v T T T L] T T T Ll T T L L T
0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 -01 0.0 0.1 0.2 03 0.4 05
E vs Ag/AgCl IV E vs Ag/AgCl /V

Figura 113. Voltamperogramas ciclicos de catecol sobre electrodos de Au

modificados con 2-MES. a) c,,, = 30 uM (t; = 20 s), b) c,,, = 50 uM (t; = 100 s).

*

c = 5x10° M. v = 0,050 V 5. (-) Au desnudo, tmoa = (-) 10 s, (<) 30 s, (=) 60 s,

catecol

(-) 1205, (=) 300 s.

Las curvas obtenidas para 5 y 30 uM de 2-MES (Figura 107 b) muestran que en
todo el intervalo de tme empleados, I' es menor a 1,8x10™'° mol cm™. Debido a la
similitud en las respuestas de catecol a 30 y 50 uM, se puede inferir que en este ultimo
caso, por lo menos hasta 120 s de modificacién, la concentracion superficial se

encuentra en el mismo intervalo. Sin embargo, a ¢,,, = 30 pM y 300 s si bien la

cantidad de moléculas de tiol adsorbidas es baja (I' ~ 1,5x107'° mol cm? 06~ 0,195) se
observa que la sefial de catecol disminuye haciéndose mas irreversible, lo cual puede

deberse a las caracteristicas que el grupo funcional le confiere a esta superficie.
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Bencenotiol

La Figura 114 muestra la sefial de catecol en presencia de SMAE de BT. En este
caso, solo cuando se trabaja a concentracién de 10 uM del tiol no se ve afectada la
respuesta de catecol, ain cuando se aumenta el tmoq. Por el contrario, cuando la
concentracion del tiol es 50 uM sdlo se obtiene una buena respuesta de catecol cuando
el tmoa €s lo suficientemente pequeiio (< 30 s) y a 100 uM a todos los tmed la sefial es de

baja intensidad y més irreversible.
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Figura 114. Voltamperogramas ciclicos de catecol sobre electrodos de Au

modificados con BT. a) c,,, = 10 uM (t; = 20 s), b) c,,, = 50 uM (s = 40 s),

*

c) Cuo = 100 uM (1 = 40 ). ¢ = 5x10° M. v = 0,050 V 5. (-) Au desnudo,

catecol

twod = (=) 10's, () 305, (=) 605, (=) 120’5, (=) 150 s, (=) 200 s, (-) 250 s, (-) 300 s.
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A ¢, , =10 uM la sefial de catecol se asemeja a la del electrodo de Au desnudo.

tiol
Segun lo observado en la Figura 107 c, se infiere que para tal concentracion, el valor de

I" se encontraria por debajo de 3,4x107'° mol cm™. Por su parte, para ¢, , = 50 pM esto

tiol
ocurre s6lo a los tmeg mds bajos (10, 30, 60 y 120 s), para los cuales todavia se considera
la formacion de una sMAE, mientras que a tpoq mayores se consideraria una MAE. Para

¢,,; = 100 uM no se cuenta con la curva correspondiente de manera de determinar el

tiol

tmoa al cual se dejarian de obtener sSMAE, sin embargo, se puede decir que el

comportamiento es similar al de 50 pM.

Hexanotiol

La Figura 115 muestra la sefial de catecol en presencia de SMAE de HT a
distintas concentraciones del tiol y tmoq. S€ observa que para concentraciones entre 10 y
50 uM de tiol la respuesta de catecol se ve poco afectada, mostrando sélo una
disminucién en la corriente, aunque se incremente el tyod. Sin embargo, cuando la
concentracion del tiol supera los 100 uM se comienza a desfavorecer la descarga de

catecol, siendo importantes los cambios a medida que aumenta el tmoq.
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Figura 115. Voltamperogramas ciclicos de catecol sobre electrodos de Au

modificados con HT a) c,,, = 10 uM (t4 = 10 s), b) c,,, = 50 uM (ts = 10 s), c)

tiol

=5x10* M. v =0,050Vs".

*

Coot =100 uM (ta=20s),d) c,,; =200uM (ta = 20 s). c

catecol

(-) Au desnudo, tmoa = (=) 10's, (=) 30's, (=) 60s, (=) 120 s, (-) 200's, (<) 300 s.

nol

Comparando estos resultados con la dependencia de la concentracion superficial

con el tyog mostrada en la Figura 107 d, se observa que a c¢,,, = 10 y 30 uM y hasta los

tiol

200 s de tiempo de modificacion, 6 se mantiene alrededor de 0,45, mientras que para

C,.; = 100 uM a los 30 s ya se encuentra por encima de 6 = 0,65.

En general, para los tioles estudiados, se aprecia que a concentraciones lo
suficientemente bajas de tiol no se observan diferencias entre las respuestas de catecol

obtenidas sobre electrodos de Au modificados y sin modificar. Sin embargo, a una dada
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concentracion, dependiente de cada tiol, la sefial comienza a afectarse por la presencia
de la sSMAE.

94. COMPORTAMIENTO DE FISETINA SOBRE SUBMONOCAPAS
AUTOENSAMBLADAS

Con el fin de conocer el efecto de la presencia de una SMAE en sistemas mds
complejos se estudid la respuesta de FIS sobre una submonocapa de 2-MES. En este
caso se aplico directamente el método de una Unica celda (Figura 106), lo que implica
un beneficio, desde el punto de vista analitico, por su sencillez y rapidez.

La Figura 116 muestra los voltamperogramas ciclicos obtenidos para FIS,

empleando diferentes c,,, ¥ tmod-
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3.00x10° 3.00x10°

1.50x10° 1.50x10°

I
I/A

0.00 0.00 4

0.0 03 06

somao®| © 3.00x10°

1.50x10° 4 1.50x10° 4

I/A
1/A

0.00 4 0.00 4

00 03 06 0o 03 06

e
3.00x10° )

1.50x10° 4

TIA

0.00

00 03 06
EvsECS/V

Figura 116. Voltamperogramas ciclicos de FIS sobre electrodos de Au
modificados con sSMAE de 2-MES. a) c,,,= 10 uM, b) c,,,= 30 uM, ¢) c,,,= 50 uM, d)

¢, =100uMye) c,,;= 200 uM. twoa = (=) 10, (=) 50, (-) 80's, (-) 100, (=) 200, (=) 300y (-)

ol

700, (-) voltamperograma de blanco posterior. ¢, =5x10™ M. v = 0,050 Vs' ta=40s.

Se observa que a una concentracion 10 uyM de 2-MES, a todos los tmed
estudiados, FIS presenta un pico principal de oxidacion, seguido por otro de menor

intensidad. Esta respuesta es consistente con las sefiales I y 11 de FIS sobre el electrodo
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de Au desnudo (Figura 40). Sin embargo, a partir de c,,, de 30 uM (Figura 116 b) se

observa un solo pico de oxidacién, tal como ocurre con la superficie modificada con
MAE de 2-MES (Figura 58). La sefial de FIS disminuye progresivamente con el
aumento del tmo4, a la vez que se produce una leve separacion entre los potenciales de
pico. Este comportamiento se acentiia a medida que aumenta la concentracion de tiol en

solucion.

Por lo tanto, en el caso de FIS, a ¢, , lo suficientemente bajas la respuesta sobre

tiol
sMAE atin guarda similitud con la del electrodo de Au desnudo, no siendo suficiente la

modificacion para evitar la segunda descarga. A ¢, , mayores, de 30 uM en adelante, el

tiol
cubrimiento de la superficie permite la obtencion de una sefial mas simple, la cual se ve

afectada tanto por c,,, cOmo por tmed. S€ observa que para FIS, por ser un sistema mas

complejo que catecol, la respuesta es mas sensible al cambio de las condiciones
experimentales relacionadas con la concentracion del tiol y el tiempo de modificacion.
Un aspecto importante a destacar es la gran reproducibilidad de los
voltamperogramas ciclicos obtenidos mediante este método, probablemente gracias a la
eficiencia con la que se realiza la limpieza de la superficie entre las medidas, por la
aplicacion de un potencial y la no manipulacion del electrodo. Esto ultimo queda
demostrado al observar los voltamperogramas registrados en la solucién de blanco,

luego de las medidas en la solucion de FIS + tiol.

9.4.1. Desarrollo de un método electroanalitico para la determinacién de fisetina
empleando submonocapas autoensambladas del acido

2-mercaptoetanosulfénico

Con el objetivo de determinar FIS cuantitativamente, se procedié a la
construccion de curvas de calibracion empleando VOC como técnica electroquimica. En

principio, se seleccionaron c¢,,, = 50 puM y tmod = 10 s; sin embargo, dadas las respuestas

tiol
mostradas anteriormente, es posible emplear diferentes combinaciones de c,,,; ¥ tmod.

La Figura 117 muestra las respuestas obtenidas en VOC para distintas c,, y la
curva de calibracion correspondiente.

202




Capitulo 9 Submonocapas autoensambladas de tioles
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Figura 117. a) Voltamperogramas de onda cuadrada registrados en soluciones

de distintas c,,;, sobre un electrodo de Au modificado con sMAE de 2-MES. f= 20 Hz,
AE, = 0,005 V, AE,. = 0,025 V. Medio: 15 % DMSO + 85 % solucion reguladora de
pH 4. b) Dependencia de I,,con c,,, r = 0,9976.

Se obtuvo un intervalo lineal entre 1x107 y 1x10™ M, la recta de regresion lineal

obtenida mediante un procedimiento de ajuste por cuadrados minimos fue:
1,, =(0,0394+0,0007) c; ;s +(7+3)x107® r=0,9976

La concentracion mas baja medida para una relacion sefial:ruido de 3:1 fue
1x10”7 M, lo cual corresponde a 0,029 ppm.

Los estudios de repetibilidad se llevaron a cabo realizando dos curvas de
calibracion con un mismo electrodo, es decir, sin pulirlo ni activarlo. Sin embargo, dada
la metodologia de trabajo, la superficie se modificé para realizar cada determinacion.
Las medidas correspondientes a cada una de las curvas se realizaron de manera
consecutiva. A partir de las pendientes de las curvas de calibracion se calculd la
desviacidn estandar relativa porcentual, que fue del 0,02 %.

La reproducibilidad se determindé a partir de dos medidas realizadas con
electrodos diferentes, es decir, el electrodo fue pulido y activado entre una curva de
calibracion y la otra. De las pendientes de las curvas se obtuvo una desviacion estandar

relativa porcentual del 0,9 %.
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La Tabla 8 compara los pardmetros analiticos obtenidos para los métodos
desarrollados empleando MAE y sMAE.

Tabla 8. Pardmetros correspondientes a los métodos electroanaliticos desarrollados

con MAE y sMAE.

Electrodo/ Repetibilidad (%) Reproducibilidad (%)

MAE 4-MF 1,3 1,6
MAE 2-MES 0,5 2,2
SMAE 2-MES 0,02 0,9

Puede observarse que es posible mejorar notablemente tanto la repetibilidad
como la reproducibilidad del método cuando se emplean sMAE. Esto probablemente se
deba a las condiciones experimentales mediante las cuales se evita la manipulacion del

electrodo, asi como también al mayor control sobre el procedimiento experimental.

9.5. CONCLUSIONES

Sobre la base de los resultados mostrados, se puso en evidencia la importancia
que tiene el hecho de poder controlar la superficie que se desea obtener, ya que el grado
de cubrimiento del electrodo es importante al momento de registrar la respuesta del
analito.

Se encontré6 que la modificacién a potencial controlado permite lograr una
mayor reproducibilidad en la obtenciéon de SMAE y que es posible el empleo de una
unica celda que contiene tanto el tiol como el analito, simplificando la determinacion
experimental y evitando la manipulacion del electrodo.

En cuanto a la cupla catecol, en todos los casos se observa una disminucion de la
velocidad de oxidacién al aumentar la concentracion superficial del tiol por encima de
un umbral. Para HT y BT, este valor coincide aproximadamente con el cubrimiento de

una monocapa de tiol que no se encuentra adsorbida en perpendicular con la superficie
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del electrodo (~ 3-3,4x107"° mol c¢m?).”'*? Por su parte, para 4-MF y 2-MES los
cambios en la respuesta de catecol se dan a I' menores, posiblemente, por la influencia
de los grupos terminales de cada tiol. Por debajo de este umbral, dependiente de cada
tiol, la presencia de la submonocapa no afecta la respuesta del catecol, siendo, en estos
casos, similar a la del electrodo de Au desnudo. En presencia de una MAE la respuesta
electroquimica se ve desfavorecida en todos los casos.

Se encontr6 que las diferencias entre las respuestas obtenidas con MAE o sSMAE
son significativas y se dan con todos los tioles estudiados. Estos resultados permiten
concluir que es factible encontrar condiciones de modificaciéon del electrodo para
favorecer la respuesta desde un punto de vista analitico. En este aspecto, mediante el
desarrollo de un método electroanalitico para la determinaciéon de FIS empleando
SMAE, qued6 demostrada la posibilidad de llevar a cabo determinaciones analiticas en
este tipo de superficies.

Finalmente, la escasa informacién bibliografica sobre este tipo de superficies

abre un vasto campo de posibilidades en el estudio y aplicacién de las mismas.
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A partir de los resultados obtenidos se pueden realizar las siguientes
conclusiones: para monocapas autoensambladas formadas por tioles de cadena
carbonada relativamente larga (como dodecanotiol y 6-mercapto-1-hexanol), la
presencia de la monocapa desfavorece la respuesta electroquimica de fisetina, actuando
como una barrera a la transferencia electronica, sin evitar los fendmenos de pasivacion.
Sin embargo, cuando el tiol es de cadena corta o posee un anillo aromatico permite
observar la descarga de fisetina, la que se ve mas o menos favorecida, dependiendo de
la presencia de grupos funcionales en el tiol. Se observd que las mejores respuestas se
obtienen cuando el tiol posee un grupo oxigenado. Asi, los tioles 4-mercaptofenol y
4cido 2-mercaptoetanosulfénico fueron los que presentaron la mejor respuesta, siendo
ambas diferentes, ya que fisetina se adsorbe sobre las monocapas de 4-mercaptofenol vy,
por el contrario, presenta una respuesta controlada por difusion sobre las monocapas del
acido 2-mercaptoetanosulfénico.

En general, a partir de los estudios realizados para caracterizar las diferentes
monocapas, se puede concluir que las caracteristicas estructurales de las mismas son
dependientes de numerosos factores, siendo los mas importantes la naturaleza de los
tioles que las constituyen y la solucion con la que estin en contacto, ya que las
propiedades electroquimicas pueden variarse dependiendo de sus condiciones.

En particular, bajo las condiciones empleadas, tanto 4-mercaptofenol como el
4cido 2-mercaptoetanosulfonico forman monocapas con un cubrimiento relativamente
alto y con una orientacion perpendicular a la superficie del electrodo, pero con un bajo
grado de empaquetamiento, lo que es esperado para tioles de cadena corta. Ademas, a
partir de la determinaciéon de los pK, superficiales, se pudo concluir que el &acido
2-mercaptoetanosulfonico se presenta deprotonado a todos los valores de pH estudiados,
generando una superficie modificada con una alta carga negativa. Por el contrario, el
4-mercaptofenol presenta un valor de pK, de 9,76, lo que implica que a pH 4 0 5 se
encuentra protonado. Estos resultados permiten explicar las diferencias observadas en
ambas respuestas, ya que por un lado, al estar protonado, el 4-mercaptofenol se asemeja
a la superficie del carbono vitreo, favoreciendo, de la misma manera, la adsorcion de
fisetina. Por el contrario, para el caso del acido 2-mercaptoetanosulfénico la elevada

carga superficial negativa seria fundamental para evitar los fendmenos de pasivacién e
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incluso la propia adsorcion de fisetina sobre la superficie del electrodo, lo que permite
obtener una respuesta controlada por difusion y altamente reproducible.

De esta manera, fue posible encontrar respuestas adecuadas sobre electrodos de
Au modificados con monocapas autoensambladas, que permitieron el desarrollo de
métodos electroanaliticos para la determinacién de fisetina. Los métodos presentaron
intervalos lineales razonables con muy buenos limites de deteccion y los electrodos
mostraron ser altamente reproducibles. Los resultados para la monocapa
autoensamblada del acido 2-mercaptoetanosulfonico pudieron ser transferidos en forma
directa a otro flavonoide muy abundante en la naturaleza, como lo es la quercetina, que
cuenta con caracteristicas estructurales semejantes, el cual se determiné en una muestra
real. El método electroquimico fue comparado con otro ampliamente usado, HPLC con
deteccion por arreglo de diodos, pudiendo confirmar su equivalencia en Ila
determinacién de quercetina, estableciendo a su vez las ventajas de cada uno. En
particular, el método electroanalitico frente al de HPLC presenta las ventajas de ser
rapido, de bajo costo y del empleo de pequeifias cantidades de solvente.

Por ultimo, el empleo de submonocapas como sensores electroquimicos abre un
importante campo de posibilidades en electroanalitica debido a que los experimentos
realizados demostraron que es posible desarrollar métodos que permitan obtener
excelentes parametros analiticos y que, a su vez, sean de una extremada simpleza
experimental.

Asi, se demostré una vez mas que la electroquimica es una herramienta poderosa
para el estudio de productos naturales y, debido a sus caracteristicas particulares, se ha

convertido en un método analitico alternativo.
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