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RESUMEN

En la presente Tesis se consolidé una técnica de estudio que no estaba desarrollada con
anterioridad en el lugar de trabajo. Para ello, se disefié y monté todo el equipamiento necesario
para la generacion y deteccion de la electroquimioluminiscencia (ECL). El trabajo de Tesis se
baso en tres lineas diferentes, dos de ellas estuvieron relacionadas con el estudio y desarrollo de
nuevos materiales con capacidad ECL (clasificados como moleculares y nanoparticulas) y la
otra estuvo asociada a una aplicacion analitica de la ECL.

Por un lado, como sistema molecular, se estudié un conjunto de colorantes derivados
del nucleo difluoro-boroindaceno (BODIPY), modificados sistematicamente con grupos
donores-aceptores de electrones en la posicion 8 del nicleo BODIPY. Se logré demostrar que
principalmente el comportamiento electroquimico y electroquimioluminiscente esta
influenciado por la capacidad —donor o aceptor de electrones— y por la distancia a la que se
encuentra el sustituyente en la posicion 8 del nticleo fotoactivo. Demostrando de este modo,
que la variacién de las caracteristicas estructurales de estos colorantes permite modular sus
propiedades redox y en consecuencia sus propiedades electroquimioluminiscentes. Estos
estudios generaron conocimiento para disefiar estructuras con propiedades mejoradas y
demostraron que tienen potencial para su posible uso como marcadores ECL con propiedades
especificas y en dispositivos optoelectronicos.

Por otro lado, como sistema nanoscépico, se sintetizé y caracteriz6 morfologica,
estructural, quimica y fisicoquimicamente nanoparticulas de carbono (CNPs). La exhaustiva
caracterizacion estructural de las CNPs reveld que estin constituidas por un nucleo grafitico
rodeado por una capa amorfa de espesor variable. Tanto el interior como la capa exterior de
carbono amorfo, se pueden describir como un material carbonoso con una mezcla de atomos de
carbono con hibridacién sp’ y sp’, que contienen baja cantidad de grupos funcionales derivados
de heterostomos, tal como se esperaba a partir del método de purificacién propuesto. El
comportamiento optoelectrénico no se puede asociar a efectos de confinamiento cuéntico
relacionado al tamafio y la forma de las nanoparticulas, tal como se ha observado en otros
sistemas reportados en la literatura. En este caso, todas las nanoparticulas comparten una
caracteristica comun, la capa de carbono amorfo, y segun el trabajo desarrollado durante esta
Tesis, esta particularidad parece jugar un papel importante en la determinacion de sus
propiedades optoelectrénicas.

El desarrollo de una aplicacion analitica de la ECL se fundamentd en el potencial que
presenta la técnica para la deteccion de herbicidas, como por ejemplo el glifosato (GLY). El
GLY posee en su estructura un grupo amino capaz de funcionar como correactante de
complejos de rutenio. Los resultados demostraron la posibilidad de generar ECL utilizando el
GLY como coreactante de Ru(bpy);*? y adem4s, revelaron que existia una correlacion lineal
entre la sefial de ECL y la concentracion de GLY demostrando la viabilidad de la técnica. Sin
embargo, a causa de la formacion de 6xidos sobre la superficie del electrodo la sefial ECL
carece de la estabilidad y sensibilidad necesaria para detectar los niveles de GLY establecidos
por las normativas vigentes. En funcién de ello, se usé electrodos de Au modificados con
monocapas autoensambladas (SAMs) que poseian diferentes grupos terminales, con y sin carga.
Se concluyd que el electrodo modificado con SAMs binarias de CHj3 | COOH exhibia el mejor
desempeiio analitico y permitié optimizar considerablemente el sensor desarrollado. En
consecuencia el mejoramiento de ciertos parametros experimentales, como la superficie del
electrodo de trabajo, permiti6 desarrollar un método para detectar GLY sin previa
modificaciéon quimica.




ABSTRACT

In this thesis, a study technique that was not previously developed in the workplace
was consolidated. To do this, we designed and assembled all the necessary equipment for
the generation and detection of electrochemiluminescence (ECL). The development of this
thesis was based on three different lines, two of which were related to the study and
development of new materials with ECL capacity (classified as molecular and
nanoparticles) and the other was associated with an analytical application of ECL.

Firstly, as a molecular system, a set of dyes derived from difluoro-boroindaceno
core (BODIPY), systematically modified with electron donors and acceptors at the 8-
position of BODIPY core was studied. It was proved that mainly the electrochemical
behavior and electrochemiluminescent is influenced by capacity, donor or acceptor
electron, and the distance that is the substituent at position 8 of the photoactive core. Thus
demonstrating that the change of the structural features of these dyes can modulate its redox
properties and consequently its electrochemiluminescent properties. These studies
generated knowledge that allows the designing of structures with improved properties and
demonstrated to have potential for possible use as ECL labels with specific properties and
optoelectronic devices.

Furthermore, as a nanoscopic system, carbon nanoparticles (CNPs) were
synthesized and characterized morphologically, structurally, chemically and
physicochemically The complete structural characterization revealed that CNPs are
constituted by a graphite core surrounded by an amorphous layer of variable thickness.
Both the interior and the outer layer of the amorphous carbon can be described as a
carbonaceous material with a mixture of carbon with sp? hybridized and sp’, containing low
amounts of functional derivatives heteroatom groups, as it was expected from the
purification method proposed. The optoelectronic behavior cannot be associated with
quantum confinement effects related to the size and shape of the nanoparticles, as observed
in other systems reported in the literature. In this case, all the nanoparticles share a common
characteristic, the amorphous carbon layer, and as the work developed during this thesis,
this feature seems to play an important role in determining their optoelectronic properties.

The development of an analytical ECL application was based on the potential that
presents the technique for the detection of herbicides, such as glyphosate (GLY). The GLY
in its structure has groups capable of functioning as developed complex reactants
ruthenium. The results demonstrated the possibility to generate ECL using GLY as a co-
reactant of Ru(bpy);™, and they also revealed that there was a linear correlation between
the ECL signal and GLY concentration indicating the feasibility of the technique. However,
because of the formation of oxides on the surface of the electrode, the ECL signal lacks
stability and sensitivity to detect the GLY levels established by current regulations.
Accordingly, Au electrodes modified with self-assembled monolayers (SAMs) possessing
different terminal groups, with and without load were used. It was concluded that the
electrode modified with CHj3 | COOH binary SAMs exhibited the best analytical
performance and improved the developed sensor significantly. Consequently, the
improvement of certain experimental parameters, such as the surface of the working
electrode, allowed the development of a method for detecting GLY without a previous
chemical modification.
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1.1. Electroquimioluminiscencia: definicion y caracteristicas generales

La electroquimioluminiscencia (ECL) es un proceso de emision de luz, que ocurre
sobre la superficie de un electrodo dentro de una celda electroquimica. Este fendmeno es
producido por una reaccién de transferencia de cargas energéticamente favorecida entre
iones generados electroquimicamente (Esquema 1).'* Un sistema tipico est4 formado por
una solucion que contiene los reactivos A y B conjuntamente con el electrolito soporte. La
secuencia de reaccidn para generar una especie en estado excitado y la consecuente emision

de luz estd representada en el siguiente esquema:

A+e” > A" (proceso de reduccién sobre un electrodo)
B-e” —»B"” (proceso de oxidacién sobre un electrodo)
A +B*>'A+B (formacion estado excitado)

'A* > A+hv (emisi6én de luz)

Esquema 1. Mecanismo general de ECL.

Los compuestos A y B pueden ser la misma especie, por ejemplo Ru(bpy);** en su
forma oxidada y reducida, o pueden ser dos especies quimicas diferentes. La ECL es un
fenémeno donde los reactantes pueden ser generados electroquimicamente por dos
mecanismos posibles: via aniquilacién y via correactantes. Ambos mecanismos tienen
diversas ventajas, y siguen caminos separados para generar el estado excitado que
finalmente emite luz en la region visible del espectro electromagnético.'~

En un sentido mas general el fendmeno de ECL supone la transformacion de energia
eléctrica en energia quimica y la consecuente obtencion de luz, como producto de la
reaccion de transferencia electronica que tiene lugar dentro de una celda electroquimica

(Esquema 2).
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A + B + electricidad — iones radicales — estados excitados — hv
(energia eléctrica — energfa quimica — luz como producto)

Esquema 2. Conversion de energia eléctrica en luz.

En relacién a otras técnicas que implican procesos de emision de luz, la ECL es una
clase particular de quimioluminiscencia (QL). En la QL el proceso de emision es generado
a partir de la mezcla de una molécula emisora con reactivos apropiados en un recipiente de
reaccion. Mientras que en el caso de la ECL, el proceso de emisién es controlado por la
corriente que pasa a través del electrodo que actia como un centro emisor. También, debido
a su naturaleza, la ECL es una técnica que presenta numerosas ventajas desde el punto de
vista analitico, ya que combina la alta sensibilidad de las técnicas fluorescentes con el

control que otorgan las técnicas electroquimicas.

Como técnica analitica, la ECL tiene también algunas primacias con respecto a la

QL:

Presenta mayor libertad espacial. Debido a que la reaccién
electroluminiscente solo ocurre en la capa de difusion del electrodo. En este
caso, el punto de emision puede ser controlado o manipulado por medio del
movimiento del electrodo y su correspondiente ajuste frente a la ventana del
detector electroquimioluminiscente o modificando el area y/o geometria del

mismo.

Es una técnica altamente selectiva. Ya que la generacion de estados

excitados puede ser controlada cambiando el potencial del electrodo.

Es una técnica no  destructiva. Ya  quelas  especies

electroquimioluminiscentes son regenerados después de la emision.
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Por otra parte, debido a su naturaleza, la ECL combina la alta sensibilidad de las
técnicas basadas en el fenémeno de fluorescencia con el control que otorgan las técnicas
electroquimicas. En comparacién con la fluorescencia, no necesita una fuente de luz de
excitacion, por lo que los problemas relacionados con la dispersion y las impurezas
luminosas  estdn  ausentes. Ademas, la  especificidad de la  reaccién
electroquimioluminiscente asociada con marcadores ECL (ECL labels), por ejemplo

Ru(bpy): ™ y especies de correactantes, disminuyen los problemas de “self-quenching”.>>

Por lo tanto, la ECL es una técnica que presenta numerosas ventajas para estudiar
las propiedades optoelectronicas de diferentes sistemas y desarrollar aplicaciones
analiticas."'! En este sentido, la ECL ha ganado considerable atencion como método de
andlisis debido a sus caracteristicas esenciales, tales como la alta sensibilidad, selectividad
y un amplio intervalo dinamico lineal para una variedad de analitos.'”"’ Asi, ha sido
empleada enestudios basicos de las propiedades optoclectronicas de numerosos

1,2.4,10,16

sistemas y en estudios analiticos basados en oxalato,"” alquilaminas,'®

aminoécidos,'>*’ NADH,*'"” ADN** y compuestos farmacéuticos.™****

En resumen, todas las caracteristicas mencionadas le confieren a la técnica un gran
potencial para ser utilizada como herramienta en el estudio de las propiedades
optoelectrénicas (dilucidar mecanismos, evaluar estabilidad de especies, identificar estados
activos, etc.) de diferentes sistemas, en el desarrollo de nuevos emisores ECL, ya sean
moleculares —orgédnicos e inorgadnicos—, poliméricos o nanomateriales. El potencial
analitico de la ECL —sencillez instrumental, alta sensibilidad y selectividad, etc.— le
confieren una capacidad significativa para acoplarse con otras técnicas y lograr un extenso
abanico de aplicaciones en diferentes 4reas, tales como quimica analitica, bioquimica,

bioimégenes, biosensores, inmunoensayos biolégicos.">*
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1.2. Un poco de historia...

El fendmeno de ECL fue observado por primera vez en la década de 1920,”° El
primer reporte detallado fue publicado por Hercules en 1964.*! En este trabajo se utilizaron
electrodos de platino en soluciones de acetonitrilo (ACN) o dimetilformamida (DMF)
observando emisién de luz con una serie de hidrocarburos, incluyendo el 9,10-

difenilantraceno (DPA), antraceno y rubreno.

La Figura 1 muestra una linea del tiempo con los acontecimientos de ECL mas
relevantes desde su aparicion hasta el afio 2002.* En los primeros reportes sobre ECL, los
detalles experimentales —tanto del estudio electroquimico como espectroscépico— no fueron
especificados, Gnicamente se reportd la deteccion del fendémeno ECL a través de la

observacion con los ojos de los investigadores.

Poco tiempo después, comenzaron a aparecer los primeros trabajos basados en el
tratamiento teorico de la respuesta de ECL, en términos de los mecanismos de formacion
del estado excitado y la forma de los transientes electroquimioluminiscentes. La
fotoluminiscencia de Ru(bpy);” fue reportada en 1952°* y su comportamiento
espectroscopico fue estudiado con mas detalles hacia los afios 60.>> La ECL de este

complejo organometalico en solucién de ACN fue observada recién en 1972.%*
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Tra.tamientos Oxalato Ru(bpy),?* EQL para
transientes EQL Ru(bpy),;** correactante polimero bioensayos
1966 1972 1977 1982 TPrA 1989 Accién Laser
Teoria de EQL correactante mediante EQL
1965 1987 1998

1990

Ru(bpy);** marcador
EQL

E Prin.lerost Sistemas EQL acuosos 1984
"’el';z:" 08 Efectos Campeos 1981  Ppersulfato Ultramicroelectrodos Nanocristales EQL
Magnéticos correactante EQL en selucién
1969 1982 1993 2002

Figura 1. Linea de tiempo donde se muestra el desarrollo de la ECL. [Adaptado de referencia: W.
Miao, Electrogenerated chemiluminescence and its biorelated applications. Chem Rev
108(7):2506-2553]

Desde entonces, el fendmeno ha sido extensamente estudiado para elucidar su
mecanismo y origen, encontrar nuevos compuestos emisores y consecuentes aplicaciones,
desarrollar equipamiento mas sencillo y accesible y lograr limites de deteccion mas bajos
para el analisis cuantitativo de diferentes analitos. En este sentido ha surgido una extensa
lista de publicaciones cientificas, desde articulos cientificos hasta libros completos, que han
permitido reunir los aspectos mas relevantes de la ECL."**!%12133340 También, han sido
registradas numerosas patentes sobre la tematica desde julio de 1964 hasta nuestros
dfas.*"*? Al afio siguiente del estudio de Hercules, Bard y sus colaboradores completaron la
observacion del proceso de ECL en hidrocarburos aromaticos.”? Los resultados sugirieron
que ya sea el cation radical u otras especies oxidantes, formadas durante experimentos de

voltamperometria ciclica, podrian dar como resultado la emision de luz.

Posteriormente, a comienzos de la década de 1970, el desarrollo de la ECL estuvo
relacionado con las contribuciones cientificas realizadas por el Prof. Fritz Pragst. Su aporte
benefici6é significativamente la comprensién de los mecanismos en la quimica organica, las
reacciones que involucran transferencias de energia y transferencias de carga, y la

exploracion de los estados tripletes, logrando de esta manera una interrelacion entre la
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quimica organica, la electroquimica y la fotoquimica.** Mas recientemente, Allen Bard y
colaboradores publicaron el primer libro en el area’ donde se compilan los avances en ECL.
En el afio 2013 se divulgdé el libro titulado “Electrogenerated Chemiluminescence,

Protocols and Applications” a cargo de Saima Parveen y colaboradores.’

Con el transcurso del tiempo la ECL se convirtié en un area que atrajo la atencién
de muchos investigadores para realizar trabajos vinculados a diferentes aspectos: teoria
béasica, compuestos emisores de ECL, elucidacién de mecanismos, aplicaciones, etc.
Consecuentemente, los avances en el ambito de la ECL se incrementaron de manera
exponencial durante mas de 45 afios. Como ya se mencioné en parrafos anteriores, la ECL
se ha convertido en una herramienta analitica muy potente y ha sido utilizada en muchas
areas, como: ciencia forense, medio ambiente, biomedicina, inmunoensayos, etc. 124,10 pota
técnica también ha sido empleada efectivamente como un detector acoplado a diferentes
métodos de andlisis: andlisis de inyeccion por flujo (flow injection analysis, FIA),
cromatografia liquida de alta resolucion (high-performance liguid chromatography,
HPLC), electroforesis capilar (capillary electrophoresis, CE) y microsistemas de analisis

total (micro total analysis, uTAS).'**

En consecuencia, en la ultima década el mimero de publicaciones ha crecido

notablemente, muchas de las cuales estuvieron enfocadas a bio-aplicaciones.2**

1.3. Sistemas ECL

Desde un punto de vista tecnolégico, la biisqueda de nuevos compuestos con
mayores eficiencias ECL y la modificacién de alguna porcién de su estructura quimica para
el posterior etiquetado de biomoléculas son las fuerzas impulsoras que conducen al disefio
y sintesis de nuevas especies ECL. Para los fines de esta Tesis el extenso abanico de
compuestos emisores ECL serd divido en dos grupos: (I) sistemas moleculares, el que a su
vez se subdivide en: /) moléculas inorgénicas derivadas de complejos organometalicos y if)

moléculas organicas, representadas principalmente por hidrocarburos aromaticos
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policiclicos (PAHs) y (II) sistemas de nanoparticulas, esencialmente de materiales
semiconductores y derivados de carbono. A continuacion se presentara el estado del arte de
cada uno de los grupos mencionados con una breve descripcion de las ultimas

investigaciones encontradas en la literatura.

1.3. 1. Sistemas moleculares
1.3.1.1. Sistemas Inorgdnicos

Una gran variedad de complejos organometalicos basados en Ag, Al, Au, Cd, Cr,
Cu, Eu, Hg, Ir, Mo, W, Os, Pd, Pt, Re, Ru, Si, Tb y Tl han exhibido propiedades de ECL.2
No obstante, el primer y mas valioso —por su invaluable rol en el area hasta el presente—
complejo inorganico que presenté ECL fue el Ru(bpy);™. La fotoluminiscencia de
Ru(bpy); ™ fue reportada en 1952* y su comportamiento espectroscopico fue estudiado con
mas detalles hacia los afios 60.** La ECL de esta especie en solucién de ACN fue observada

en 1972** y se propuso la siguiente secuencia de reacciones (Esquema 3):

Ru(bpy);* —e™ — Ru(bpy);’ (oxidacién electroquimica)
Ru(bpy);? +e~ — Ru(bpy);' (reduccién electroquimica)
Ru(bpy):' + Ru(bpy);® — Ru(bpy);?" + Ru(bpy):? (formacién estado excitado)
Ru(bpy)}?" — Ru(bpy):? +hv (emisién de luz)

Esquema 3. Mecanismo de ECL para Ru(bpy);'? en ACN.*

La solubilidad y estabilidad en agua del complejo Ru(bpy):* impulsé el desarrollo
de la ECL en medios acuosos.*’ Sin embargo, existia la dificultad asociada con el hecho de
que la ventana de potencial del agua era mas pequefia en comparacién con la mayoria de los
solventes organicos, tal como ACN impidiendo la reduccién del Ru(bpy)s 2. Entonces, era

necesario el hallazgo de especies solubles en agua que pudieran formar mediante procesos
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de oxidacion un compuesto reductor para la posterior reaccion con Ru(bpy)s*. Este tipo de
especies se conoce con el nombre de correactantes y el primer descubrimiento fue el anion
oxalato en el afio 1977. EL mecanismo de ECL para esta especie se ejemplifica en el

Esquema 4.

C,0,%-e—>CO, +CO,
Ru(bpy);> + CO,” — Ru(bpy):?" +CO,

Esquema 4. Mecanismo de ECL para Ru(bpy);"* y oxalato en solucién acuosa.**

De esta manera, la ECL puede ser generada simplemente por la oxidacién de
Ru(bpy)s'? y oxalato en solucién acuosa.*® Afios mas tarde se encontr6 un correactante mas
eficiente para Ru(bpy);”, la tri-n-propilamina (TPrA)'%%° La ECL basada en Ru(bpy);™ y
sus derivados posee considerables ventajas debido principalmente a la alta sensibilidad en
medio acuoso conjuntamente con las excelentes propiedades redox y fotofisicas que
ofrecen estos compuestos. Ademds Ru(bpy):;* posee compatibilidad con numerosos
analitos y ha sido utilizado para la deteccion de muchos correactantes, tales como oxalato,48
alkilaminas,’® aminoacidos,’' acido ascorbico® y otros compuestos farmacéuticos.’*>> A su
vez, el Ru(bpy);"* conjuntamente con la TPrA como correactante, forman el sistema base
de los equipamientos comerciales utilizados en” inmunoanalisis y andlisis de ADN, entre

otras biomoléculas. La eleccion de este sistema se debe a la tremenda sensibilidad que

2

permite alcanzar el Ru(bpy);’* como marcador ECL para detectar concentraciones del
orden de subpicomolar (~10"%) y a la gran variacién de la intensidad de ECL,

aproximadamente seis 6rdenes de magnitud.*®

Por todo lo descripto arriba, muchos métodos de sintesis han sido adaptados para
disefiar o modificar los grupos ligados en los complejos de Ru con el objetivo de mejorar su
habilidad para el reconocimiento molecular. Por ejemplo, complejos de Ru con
funcionalidades de éteres corona unidas covalentemente a los ligandos bipiridilos (bpy) o
fenantrolina (phen) han sido usados para la deteccion de cationes metdlicos ya sea por el

mecanismo de aniquilacion de iones o por el de correactantes.>**® También se ha observado
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la generacién de ECL a partir Ru(bpy)s*? sobre distintos sustratos, tales como geles de
Ru(bpy);",°! en cristales derivados de sol-geL®? peliculas finas compuestas de silica y

nafion®> mediante el uso de correactantes.

La generacién de ECL desde complejos derivados del Ru(bpy):™ ha sido
extensamente estudiada. Por ejemplo, el complejo [Ru(bpy).dppz](dppz = dipirido[3,2-
a:20,30-c]fenacina) tiene la habilidad de poder intercalarse con alta afinidad dentro de las
moléculas de ADN debido a su extensa estructura aromitica.®® Esta molécula posee un
comportamiento fotoluminiscente un tanto particular: en solucion acuosa no muestran
fotoluminiscencia, sin embargo cuando se agregan moléculas de ADN la fotoluminiscencia
incrementa notablemente. Igualmente, la produccion de ECL en presencia de oxalato como
correactante es despreciable, aunque cuando se intercalan estructuras de acidos nucleicos la
intensidad de ECL aumenta unas 1000 veces aproximadamente.® Este tipo de moléculas se
identifica en la literatura con la denominacién de “light switch” y resultan prometedoras
para los estudios basados en la interaccion con ADN Yy para la construccion de biosensores

relacionados.

De manera similar el Ru(bpz)s**(bpz)2,20-bipiracina), otro complejo de Ru, ha
atraido gran atencion en la comunidad cientifica debido a que genera ECL en ACN
mediante la formacion de los estados +3 y +1 de Ru. Este complejo ha sido utilizado para
determinar persulfato (correactante catddico) en solucién acuosa con limites de deteccion
(LOD) del orden del nanomolar.*  Otras estrategias, tales como la sintesis y el estudio del
comportamiento de complejos de Ru multimetdlicos se encuentran reportadas en la
literatura.®%® La utilizacion de complejos supramoleculares de Ru con mas de un nucleo
metdlico, del mismo 4tomo o de atomos diferentes, ofrecen un enfoque para incrementar y

modular la eficiencia de ECL.

Independientemente de los complejos de Ru, los sistemas ECL polipiridinicos de
otros metales poseen una oxidacidn electroquimica irreversible no obstante el proceso de
reduccion es reversible. En estos sistemas, el mecanismo de ECL no deberia incluir la

oxidacién electroquimica de estas moléculas.®’ En estos casos, la emisién de ECL puede ser
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generada en presencia de TPrA como correactante con pulsos de potencial lo
suficientemente positivos para oxidar la TPrA pero inferiores al requerido para oxidar el
Ru(bpy);*2.%® La utilizacién de potenciales electroquimicos mas bajos provee un camino
alternativo para detectar ADN, ya que la secuencia de oligonucleétidos podria ser dafiada

irreversiblemente a potenciales superiores a 1 V versus ECS.

A pesar de que los complejos de Ir(III) han exhibido emision de ECL mas eficiente
que el Ru(bpy)s ™, su uso es limitado debido a su baja solubilidad en soluciones acuosas y a

36,56.69-73 Gin embargo, la

su sensible inactivacion por el oxigeno molecular (quenching).
creciente investigacion de este tipo de complejos ha permitido sintetizar nuevos
compuestos mas solubles en solucién acuosa. Por ejemplo un complejo neutro de Ir(1ll)
completamente insoluble fue encapsulado dentro de NPs mixtas de silica-PEG,*”*" lo cual
permitié no solo mejorar la solubilidad sino también limitar la inactivacion de la emision
ECL por moléculas de agua y oxigeno. Estas alternativas ofrecen un nuevo camino para

obtener una gran cantidad de materiales ECL solubles en agua.

Los complejos de Os(Il) con bpy (bipiridilo) y phen (fenantrolina), como grupos
ligandos, también han mostrado la generacion de ECL mediante el mecanismo de
aniquilacién de iones. También, se ha observado el fenémeno de ECL en este tipo de
complejos en presencia de correactantes, tal como persulfato.’® La ECL también se ha
extendido hacia sistemas basados en otros metales, tales como AIII1)"7"® y Cu(II),”**cuya

deteccion resulta necesaria tanto para la salud humana como para el medio ambiente.

1.3.1.2. Sistemas Orgdnicos

El primer reporte detallado de ECL tuvo como protagonista moléculas
orgénicas.3 14381 posteriormente, otras moléculas tal como PAHs, DPA, rubreno fueron
extensamente estudiadas debido a sus rendimientos cuanticos de fluorescencia muy altos y
a su capacidad para formar cationes y aniones radicales estables en solventes organicos.

Otros compuestos como el luminol, los ésteres de acridonio, algunos polimeros y siloles
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(andlogos a los pirroles pero con Si) han sido investigados por su capacidad para generar
ECL.? La ECL desde luminol permite detectar sensiblemente peréxido de hidrégeno
(H203), el cual es producido como producto de algunas reacciones de muchas sustancias
biolégicas. Consecuentemente el luminol es ampliamente utilizado para la construccion de

biosensores.

En particular, ciertos electrodos (ITO) modificados con nanoparticulas de Au (NPs-
Au) ofrecen una alternativa interesante para el desarrollo de biosensores sensibles en el pH
fisiologico debido a la excelente biocompatibilidad de las NPs-Au.***? El lucigenin, un

éster acrodinio, también presenta emision de ECL en presencia de H,0,%#

y ha sido
utilizado en la deteccion de riboflavina,®® gonadotropina corionica humana (hormona
glicoproteica producida por la mujer durante el embarazo)®® y el grupo hemo.”
Separadamente, la ECL a partir de lucigenin ha sido estudiada con electrodos de Au
modificados con monocapas autoensambladas (SAMs) de tioles alifaticos.®* Este estudio es
uno de los dnicos antecedentes de ECL con electrodos modificados con SAMs. En este
caso, la modificacion de los sustratos de Au y la presencia de moléculas de surfactante

(Triton X-100) provocaron un considerable aumento en la sefial de ECL.

Algunos PAHs derivados del fluoreno presentan una eficiencia de ECL

8 Otros compuestos derivados del DPA, pireno y antraceno fueron

considerable.
sintetizados usando fluoreno como agente protector (capping agent). Estas moléculas son
candidatos potenciales para la generacion de ECL debido a sus altos rendimientos de
fluorescencia y a la estabilidad de sus iones radicales. La introduccién de unidades de
fulereno evita las interacciones inter croméforos y bloque las posiciones activas del nicleo

del PAH, sujeto a descomposicion electroquimica.

Particularmente, las moléculas de pireno presentan  caracteristicas
electroquimioluminiscentes bastante pobres debido a la inestabilidad electroquimica de sus
cationes radicales. Sin embargo, una estrategia para aumentar su capacidad de generar ECL
y producir cationes radicales estables es la introduccion de grupos donores de electrones en

la periferia del pireno. De este modo, derivados del pirenos han mostrado mayores
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eficiencias de ECL en funcion del nimero de unidades donoras de electrones (por ejemplo

N,N-dimetil anilina) ubicadas en la periferia.®*®

La accion laser mediante ECL fue desarrollada en 1998.°' Un laser ECL tendria
algunas ventajas sobre los laseres de colorantes tradicionales. Asi, un laser que funciona
por este principio no requeriria de una fuente laser adicional para producir el estado
excitado requerido en el colorante y puede ofrecer ventajas adicionales en términos de
potencia, capacidad de sintonizacién y la variedad de longitudes de onda disponibles. Afios
después, se reporto el estudio del comportamiento electroquimico, fotofisico y de ECL de
cinco colorantes laseres.”” En otro estudio, se utilizé6 rodamina B —uno de los colorantes
laseres mas estudiado— como sensibilizador para aumentar la débil sefial de ECL
proveniente de la tiamina (vitamina B1) en solucién alcalina. E]l proceso involucra una
transferencia de energia entre un producto oxidado en estado excitado de la vitamina Bl y

la rodamina B.>?

También se ha observado emisidon de ECL desde moléculas que poseen dos
croméforos en la misma estructura molecular. Por ejemplo, la ECL desde 2,20-bis (10-
fenilantraceno-9-yl)-9,90-spirobifluoreno ocurre mediante una transferencia simultanea de
dos electrones. En este caso, la molécula esta compuesta por dos unidades de fenilantraceno
unidas entre si por una configuracién “spiro” fluoreno.'® Debido a la presencia de dos
centros redox la generacién de ECL sigue la ruta de aniquilacién de iones.”* Otro ejemplo
similar se observa para 3,6-dispirobifluorene-N-phenylcar-bazole, el cual contiene dos
grupos “spiro” fluoreno unidos covalentemente a un nicleo de N-fenilcarbasol.”® Estas
arquitecturas quimicas del tipo donor-aceptor de electrones ofrecen una alternativa

interesante para disefiar nuevos materiales con potencial de ECL.

El fluoreno y sus derivados han sido ampliamente estudiados en el area de la
optoelectrénica.”*®® Por otra parte, la introduccion de grupos aceptores de electrones
permite entre otros efectos reducir su “band gap ", logrando de esta manera una emision de
ECL mas estable y modificar la posicion del méximo de emision ECL desde la porcion azul

al verde del espectro visible.'® Por consiguiente, la habilidad que presentan estos sistemas
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para modificar la luminiscencia mediante la eleccién adecuada de grupos aceptores de
electrones, los convierte en posibles candidatos para disefiar marcadores ECL con multiples
longitudes de onda.'®*® Por otro lado, el ajuste de los potenciales electroquimicos de
compuestos hibridos basados en siloles y tiofeno, mediante la modificacién de grupos
sustituyentes y la proteccion estérica de las posiciones mas reactivas, ha permitido generar
cationes radicales estables para la produccion de ECL.”® Entonces, la destreza que
presentan estos sistemas a la modificacion de sus propiedades electroquimicas los convierte

en materiales atractivos para la generacién eficiente de ECL.*

Por otra parte, la ECL ha sido desarrollada en polimeros orgénicos. Por ejemplo, el
dendrimero PAMAM con grupos terminales OH en presencia de (NH4).S.0s como
correactante genera una importante sefial de ECL en solucidén acuosa y una fluorescencia

190.19T Otros compuestos poliméricos

intensa en la region azul del espectro electromagnético.
derivados del polifenil venileno (PPV) has sido estudiados como sistemas ECL en
presencia de TPrA como correactante.'” También, un polimero conjugado semiconductor
posee la capacidad de producir peliculas finas con capacidad de ECL mediante la oxidacion
electroquimica de la pelicula en presencia de un correactante anodico.'” El mecanismo de
ECL propuesto, el comportamiento redox y la transicion critica de hinchado (swelling) del
polimero tiene una importante inferencia en el disefio y el modo de operacion
electroquimico de dispositivos optoelectrénicos, tal como diodos emisores de luz (LEDs),
transistores de efecto de campo sensibles quimicamente, ventanas “inteligentes”

recubiertas con materiales electrocromicos y ciertos tipos de celdas solares.'*

1.3.2. Sistemas de nanoparticulas

A diferencia de los sistemas moleculares electroquimioluminiscentes, ya sean
organicos o inorganicos, los sistemas basados en nanoparticulas (NPs) se han desarrollado
durante la ultima década. El fendmeno de ECL a partir de NPs aparecio por primera vez en
2002.'" La ECL desde NPs semiconductoras de Si fue generada en una solucién de ACN

mediante ambos mecanismos de ECL, aniquilacién y correactantes. Especialmente los
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nanocristales de semiconductores 0 mas conocidos como puntos cuanticos (quantum dots
QDs) han sido extensamente estudiados. La ECL basada en CdSe,'?>1% cds,'o719?
CdTe*!'"® y ZnS'"' y en QDs de PbS!!? y ZnSe''>'"? fue observada y aplicada en el campo

de los biosensores.

La ECL también ha sido generada en elementos semiconductores, tales como Si y
Ge, ademas de los compuestos semiconductores ya mencionados en el parrafo anterior. El
mecanismo de ECL en estas NPs de semiconductores sigue ambas rutas conocidas
—aniquilacién y correactantes—>''"* Asimismo en los ultimos afios, NPs de 6xido de

115-117

grafeno, y NPs de carbono han exhibido potencial para producir ECL."'®'*
Generalmente la generacidon de ECL en NPs de semiconductores, mediante la ruta de
correactantes, utiliza H,O, y peroxidisulfato a potenciales altos.” Sin embargo, estudios
recientes revelan la utilizacion de aminas, tal como DBAE (una amina terciaria), en la

produccién de ECL a potenciales mas bajos.'*

En la literatura también se encuentran reportes de ECL en nanoparticulas del tipo
core-shell. Myung y colaboradores reportaron la utilizacion de NPs de CdSe/ZnSe para la
generacion de ECL."! En este caso, las NPs de CdSe fueron recubiertas por una capa
protectora de ZnSe, el espectro de ECL resultante presentaba una banda de emisiéon que
estaba corrida aproximadamente 200 nm desde el borde de la banda de fluorescencia. Otros
estudios reportan la produccién de ECL en peliculas de NPs, tales como peliculas de NPs
de PbSe'?? y de CdSe,'? y en peliculas de NPs del tipo core/shell, tales como CdSe/ZnS,'**
ZnS/CdSe'” y CdSe/CdS,'* Io cual resulta relevante debido a las posibles aplicaciones en

sistemas optoelectrénicos o como componentes en dispositivos nanoelectrénicos.

Por otra parte, debido a las propiedades distintivas que presentan los nanomateriales
es muy atrayente observar el fendmeno de ECL desde complejos de Ru en la nano escala.
En este sentido, se ha observado la generacién de ECL a partir de nanocintas obtenidas
desde un derivado de Ru(bpy):™ insoluble en agua, [Ru(bpy).(4,40-(CH3(CH,)14COO)

2ppy)(C104)2, con TPrA como correactante.'>®
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A diferencia de las investigaciones realizadas con NPs derivadas d¢ metales y
elementos semiconductores, los estudios de ECL en NPs de carbono, que son de particular
interés en esta Tesis, datan del afio 2008 en adelante y se trata de un campo menos
explorado pero que sin embargo presenta potenciales aplicaciones. Bard y sus
colaboradores reportaron uno de los primeros estudios de ECL basado en NPs de
carbono.'?” El fenémeno de ECL fue observado a partir de una suspensién de NPs de 6xido
de grafeno en presencia de altas concentraciones de TPrA, usado como correactante.
Ademds, en dicho reporte también se menciona la generacion de ECL mediante la
oxidacién electroquimica de grafito pirolitico altamente orientado. Estos estudios proveen
una interesante alternativa para estudiar no sélo la electroquimica de NPs de carbono y
otras NPs metélicas, tales como de Au y Pt, sino también la base de futuras aplicaciones

electroanaliticas altamente sensibles.

También el fendmeno de ECL ha sido observado en otras nanoestructuras de
carbono, tal como puntos cuéanticos de carbono (CDs).''®!'?%132 Egtas investigaciones
revelan que la generacion de ECL puede ocurrir mediante ambos mecanismos, aniquilacion

129

y correactantes. A excepcion de un estudio muy reciente,'* el resto utiliza S0 para la

produccién de ECL en CDs.!**!%

1.4. Aplicaciones Prdcticas
1.4.1. Aplicaciones Anallticas

La aparicién de la ECL en solucién acuosa y especialmente el descubrimiento de
especies correactantes permitieron pensar a la ECL como un método adecuado para el
analisis. Diferentes compuestos fueron descubiertos para su utilizacién como correactantes
tales como oxalato, piruvato, TPrA, etc., los cuales podian reaccionar con Ru(bpy);+2 para
producir la emisiéon de ECL en numerosas aplicaciones analiticas. Un tipo diferente de
aplicaci6n analitica implica el uso de Ru(bpy):** u otro emisor activo de ECL como una

etiqueta o marcador, por lo general en una molécula de interés bioldégico o un anticuerpo,
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reemplazando de esta forma los marcadores radiactivos o fluorescentes utilizados

anteriormente.'%%¢

La sensibilidad de Ru(bpy);™ en las determinaciones de ECL es alta, hasta niveles
del orden de 10> M, y la linealidad de la respuesta con la concentracion es buena en
amplio intervalo de concentraciones.'™'** Como se mencioné previamente, la ECL posee
ciertas ventajas respecto de los marcadores fluorescentes, ya que no requiere una fuente de
luz de excitacion y por consiguiente, los problemas relacionados a la dispersiéon de luz y a

la presencia de impurezas fluorescentes en la muestra estdn ausentes.

Por lo tanto, la ECL se ha utilizado comercialmente para inmuno andlisis y anélisis
de ADN.'%46:13+137 Actualmente, los métodos analiticos basados en la ECL permiten
detectar biomoléculas en una intervalo amplio de pesos molecularesmediante la
construccién de bio e inmunosensores.”®?'?8128132.3% Mediante la ECL es posible
monitorear en qué concentracién o simplemente la presencia de proteinas especificas o
ciertas secuencias de ADN.'®*® Otra aplicacién de la ECL ha sido el seguimiento de la

actividad enzimatica dentro de células vivas.*!1*®

Por 1ltimo, pero no por ello menos importante los equipamientos instrumentales
para desarrollar experimentos de ECL son relativamente simples y de bajo costo si se lo
compara con otras técnicas que pueden alcanzar rendimientos similares. Ademas la
sencillez y la alta especificidad que distinguen cada experimento de ECL son las
caracteristicas claves que trasladan el desarrollo de la técnica a otras areas, tales como
diagndstico clinico, andlisis de comestibles y herbicidas y la investigacion de nuevos

materiales.

1.4.2. ECL en estado solido: peliculas finas, dispositivos electronicos y OLEDs

Desde los origenes de la ECL habia interés en el uso de este fendmeno para la
iluminacién, pantallas y LED. Las investigaciones originariasno permitieron desarrollar

dispositivos comerciales, tal vez porque el funcionamiento operativo y el encapsulacién del
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material emisor no era el adecuado. Sin embargo, con el correr del tiempo comenzaron a
aparecer nuevas investigaciones que revelaban la generacion de ECL en peliculas finas de
Ru(bpy);*,' peliculas de polimeros como el poli (vinil-9,10-difenilantraceno).”**'*° En los
ultimos afios, han crecido las investigaciones relacionadas a la produccién de ECL en
estado sélido y materiales poliméricos.***®'*%142 por otro parte, la ECL es una herramienta
invaluable a la hora de evaluar las propiedades optoelectrénicas de nuevos materiales en
solucién, como paso previo a su caracterizacién en estado sélido, o en dispositivos que

requieren complejas tecnologias de armado.

1.5. Sistemas de estudio y desarrollo de una aplicacién analitica

El avance de esta Tesis comenzé en primera instancia con el disefio y montaje del
equipamiento experimental de generacion y deteccion de ECL, en el laboratorio de
optoelectronica de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC), tal como se describe en
el Capitulo 3. En segundo lugar, se presenta un estudio basico de dos sistemas
electroquimioluminiscentes, un sistema de moléculas organicas y un sistema de
nanoparticulas de carbono, donde se correlaciona el comportamiento electroquimico,
fotofisico y de ECL con la estructura molecular y morfol6gica de ambos sistemas
respectivamente. Finalmente, se muestra una aplicacién analitica de la técnica, de gran

impacto ambiental y sociocultural para nuestra region.

Los dos grandes sistemas electroquimioluminiscentes estudiados corresponden por
un lado a una serie colorantes orgédnicos basada en el nicleo difluoro-boroindaceno o boro-
dipirrometeno (BODIPY). Y por otro lado, el otro sistema corresponde a un tipo de
nanomateriales basados en carbono mas especificamente, nanoparticulas de carbono
(CNPs). A continuaciéon se detalla brevemente cada unos de los sistemas
electroquimioluminiscentes agrupandolos de acuerdo a la naturaleza del material. Y
seguidamente se presenta el desarrollo de la ECL como técnica de deteccion para glifosato,

un herbicida organofosforado de amplio uso a nivel mundial y nacional.
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1.5.1. Sistema de estudio: colorantes BODIPYs

Idealmente, los sistemas moleculares que presentan ECL deben ser capaces de
generar cationes y aniones radicales estables con suficiente energia para producir estados
excitados que emitan luz con alto rendimiento. Por lo tanto, en esta Tesis se propone
desarrollar y  estudiar las  caracteristicas  electroquimicas, fotofisicas y

electroquimioluminiscentes de nuevos materiales con propiedades electroluminiscentes.

En el Capitulo 6 se presenta una nueva familia de colorantes basada en el nucleo
difluoro-boroindaceno o boro-dipirrometeno (BODIPY, Figura 2a) que consiste en dos
anillos pirrolidinicos unidos entre si por un grupo metino y un grupo BF,. Estos colorantes
y sus derivados fueron desarrollados a finales de 1980 por su aplicacion en laseres y son

estudiados hasta el presente.'**'*°

Los colorantes BODIPY representan una clase
importante de moléculas que se caracterizan por poseer fuertes bandas de absorcién y
emision en la region visible del espectro electromagnético, una alta fotoestabilidad y un
pequefio corrimiento de Stokes.'**'**'*! Desde el punto de vista de la ECL, el interés por
esta familia de colorantes radica en el hecho de que sus propiedades espectroscopicas y
electroquimicas dependen de la ubicacion y naturaleza de los grupos sustituyentes ubicados
en la periferia del nicleo BODIPY, lo que permite a través del disefio molecular modular

sus propiedades optoelectrotronicas, 4149152165

Con respecto al fenémeno de ECL, por un lado estos colorantes poseen altos
rendimientos quénticos de emisién y por el otro, forman cationes y aniones radicales
estables cuando las posiciones sobre el anillo mds reactivas se encuentran
bloqueadas.”>'5*!6% Las excelentes propiedades fluorescentes de estas moléculas han hecho
que estos fluordforos se utilicen en muchas aplicaciones, especialmente en el marcado de
proteinas y DNA en investigaciones bioquimicas.'**'**'®® En afios recientes se han
sintetizado derivados de estos colorantes laseres cuya fluorescencia es sensible a la
presencia de aniones o protones.'*”"*%!% Egtas aplicaciones analiticas, conjuntamente con
la capacidad de formar radicales estables, convierten a estos colorantes laseres en buenos

candidatos para la produccién de ECL.
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Un estudio precedente revela que los colorantes que tienen todas las posiciones del
nicleo BODIPY (Figura 2b) bloqueadas por grupos alquilicos, presentan un
comportamiento electroquimico reversible tanto para el proceso de oxidacién como para el
de reduccion y una sefial de ECL moderadamente intensa.’” Sin embargo, se conoce que los
grupos sustituyentes en las posiciones 2 y 6 afectan considerablemente la estabilidad de los
cationes radicales mientras que la sustitucion de la posicion 8 provoca importantes cambios

en la estabilidad del ani6n radical electrogenerado.'®’

a) b)

Niicleo BODIPY PM 567

Figura 2. a) Estructura molecular del nicleo BODIPIY. b) Estructura molecular del PM 567.

En este sentido y con el objetivo de encontrar nuevos colorantes para la produccion
de ECL, se disefid una serie de moléculas derivadas del colorante comercial PM 567. La
estructura molecular de cada colorante fue modificada sistematicamente con diferentes
grupos sustituyentes ubicados en la posicion 8 del nicleo BODIPY. En general, se cambi6
la capacidad donor-aceptor de electrones del grupo sustituyente y se vari6 el largo y el
grado de conjugacion del espaciador —cadena alquilica o grupo p-fenilo— que lo separa del
anillo central. En consecuencia, se espera que las moléculas a estudiar sean potenciales
candidatos para la generacion de ECL ya que por un lado, deberian poseer una intensa
fluorescencia, debido a que son derivados del nicleo BODIPY y por otro lado, generar
iones radicales estables por tratarse de un conjunto de colorantes BODIPY completamente

sustituidos.

No obstante, los grupos funcionales que sustituyen al nicleo BODIPY pueden

afectar sus caracteristicas electroquimicas especificamente, la estabilidad de las especies
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cargadas como consecuencia de posibles reacciones inherentes al propio grupo sustituyente.
Adicionalmente, se presupone que el cardcter donor-aceptor de electrones del grupo
ubicado en la posicion 8 afecta sensiblemente la energia de formacién del anion radical. Por
consiguiente, se espera que el comportamiento electroquimioluminiscente del colorante sea
modificado. Los resultados obtenidos son correlacionados con la estructura molecular de
los colorantes con la idea de generar conocimiento que permita proyectar estructuras

optimizadas.

1.5.2. Sistema de estudio: Nanoparticulas de Carbono

Los nanomateriales han despertando un gran interés en el campo de los biosensores
debido a sus unicas propiedades fisicoquimicas.'*”'”° La mayoria de estos nanomateriales
utilizados en aplicaciones ECL son derivados de costosos metales preciosos y/o elementos
toxicos. Sin embargo, en los tltimos afios se han sintetizado nanoparticulas fluorescentes
de carbono (CNPs) de baja toxicidad que prometen multiples aplicaciones en el area
biolégica y optoelectrénica.’”’'”® En este marco, se investigé el potencial

electroquimioluminiscente de CNPs.

En el Capitulo 7 se presenta un estudio integral de nanoparticulas de carbono
(CNPs). En primer lugar se sintetizaron CNPs a partir de precursores moleculares

empleando un método de tratamiento térmicosencillo '**'®!

y poniendo especial énfasis en
el método de purificacion. Para ello se us6 el método de separacion basado en
cromatografia en columna con silica gel, mediante el cual se pretende separar y obtener
CNPs que posean la menor cantidad posible de grupos funcionales en su superficie. De esta
forma, se intenta evitar posibles contribuciones al comportamiento fisicoquimico de las
CNPs, desde la presencia de grupos superficiales oxigenados que puedan presentar algun
comportamiento fotofisico y/o electroquimico en particular. De esta manera, se obtiene un
sistema mas sencillo que permite correlacionar los resultados obtenidos con las

caracteristicas estructurales de las CNPs.
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En segundo lugar, se procedidé a caracterizar morfolégicamente, estructuralmente,
quimicamente y fisicoquimicamente el sistema de nanoparticulas. Se utilizé la microscopia
electrénica de electrones (TEM) para la comprobacion de la existencia de nanoparticulas y
seguidamente se us6 la espectroscopia IR, EELS y *C-NMR para obtener informacién
acerca de la estructura quimica —presencia o ausencia de ciertas funcionalidades— de las
mismas. Luego, se examiné el comportamiento fotofisico, electroquimico y
electroquimioluminiscente a fin de poder relacionar su estructura molecular con sus

propiedades optoelectronicas.

Por otra parte, teniendo en cuenta que la mayoria de los sistemas nanométricos

utilizados en aplicaciones electroquimioluminiscentes son derivados de metales preciosos
. 24182 .

costosos y/o elementos toxicos, los nanomateriales carbonosos se muestran como una
alternativa viable por numerosas razones. Entre ellas se puede mencionar que son faciles de
sintetizar, econémicos, amigables con el ambiente, poseen caracteristicas fisicoquimicas
unicas, buena compatibilidad y baja toxicidad en organismos vivos.'®'  Estas
caracteristicas han despertado gran interés en las siguientes dreas: biomedicina

especialmente en el uso para imagenes celulares (bioimagenes),'’!!73 175183183

177,178,189 179,190

186-188 y optoelectronica.

bioanalitica, conversion de energia,176 fotocatalisis
Este interés en aplicaciones concretas ha llevado a que en los tltimos afios haya crecido

notablemente el interés de explorar nuevos métodos de sintesis y estudiar sus propiedades.

1.5.3. Desarrollo de una aplicacion ECL: Deteccion de Glifosato

Debido a su naturaleza, la ECL es una potente técnica para el desarrollo de
biosensores € inmunoensayos debido a que combina las ventajas de la selectividad
electroquimica y la sensibilidad de la técnica ECL.>'%* Ademas, la ECL ofrece varias
ventajas en relacion al equipamiento sencillo y de bajo costo en comparacion con otras

técnicas que ofrecen limites de deteccion similares.
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En Argentina, el herbicida GLY se utiliza extensivamente en la agricultura
conjuntamente con otros agroquimicos. A modo de ejemplo, se utilizan més de ochenta
millones de kilogramos por afio de GLY.'®! Por lo tanto, el seguimiento a niveles residuales
de varios productos agricolas en el suelo, en la atmoésfera, en aguas superficiales y
subterraneas ha atraido una considerable atencion debido al posible peligro para la salud
humana y el ambiente. Por otra parte, debido a las caracteristicas fisicoquimicas del GLY,
el desarrollo de métodos de deteccion representa un desafio analitico. Actualmente, para
obtener limites de deteccion del orden de los sugeridos para agua potable, la mayoria de los

métodos desarrollados requieren procedimientos de derivatizacion quimica.'#%'%¢

En este contexto, el Poder Ejecutivo Nacional en el afio 2009 crea una Comision
Nacional de Investigacion de productos agroquimicos para determinar su impacto en la
salud y en el medio ambiente y estimular estudios cientificos.'”! En este marco, en el
Capitulo 7 se presenta una aplicacion de la ECL a fin de desarrollar un método analitico de
glifosato que no requiera de la modificacién quimica previa.Para ellos, se desarrollo una
técnica de deteccion y cuantificacion de glifosato, en presencia de Ru(bpy)s** como especie
emisora de luz y glifosato como correactante. Dado el potencial analitico de la ECL
conjuntamente con la elevada sensibilidad de! Ru(bpy)s** en solucion acuosa, la deteccion
de GLY mediante la ECL resulta una alternativa muy interesante debido a que actualmente

existen serias limitaciones en los métodos estandarizados que se utilizan.

En el desarrollo inicial de la técnica se utilizé como electrodos de trabajo sustratos
metalicos, tales como Pt y Au, para evaluar la factibilidad del sistema
electroquimioluminiscente propuesto: Ru(bpy);*/GLY. Luego, con el objetivo de
optimizar el método de deteccién se estudid la generacidn y cuantificacion de la ECL
mediante el uso de electrodos de Au modificados con monocapas autoensambladas de
alcanotioles. También en esta segunda etapa fue necesario perfeccionar el disefio del

equipamiento instrumental del laboratorio.
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OBJETIVOS

2.1. Objetivos Generales

*

Desarrollar, estudiar y proyectar sistemas organicos moleculares y
nanoscopicos electroquimioluminiscentes que presenten altos rendimientos
quanticos de emision y caracteristicas generales que los conviertan de

utilidad practica en el campo de la optoelectronica y la quimica analitica.

Correlacionar las caracteristicas estructurales y electronicas de los nuevos
sistemas con sus propiedades electroquimioluminiscentes con el fin de
alcanzar un mayor entendimiento de este fendmeno y proyectar nuevas

estructuras con propiedades electroquimioluminiscentes mejoradas.

Desarrollar aplicaciones practicas de la electroquimioluminiscencia en el

campo de la quimica analitica.

Para cumplimentar tales propdsitos se propusieron diferentes objetivos

especificos que se detallan a continuacion.

2.2. Objetivos Especificos

*

Articular y perfeccionar técnicas de estudios, que no estaban desarrolladas
en el lugar de trabajo (UNRC), para poder detectar y estudiar fendmenos

electroquimioluminiscentes.

Realizar estudios de electroquimioluminiscencia de sistemas moleculares
derivados del nudcleo difluoro-boroindaceno o  boro-dipirrometeno
(BODIPY) a fin de relacionar sus propiedades electroquimicas, fotofisicas y

de electroquimioluminiscencia con sus caracteristicas estructurales.

Realizar estudios electroquimioluminiscencia de sistemas nanoscopicos
derivados de nanoparticulas de carbono (CNPs). Desarrollar un método de
sintesis y purificacion CNPs que permita minimizar o controlar la cantidad
de grupos funcionales en la superficie de las nanoparticulas.
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* Investigar el potencial electroquimioluminiscente de las CNPs a fin de
correlacionar sus propiedades, electroquimicas, fotofisicas y de ECL con sus

caracteristicas quimicas y estructurales.
*  Desarrollar un método de deteccion de herbicidas basado en la ECL.

* Evaluar la posibilidad de utilizar el sistema Ru(bpy);**/GLY como sistema

ECL, para la deteccion y cuantificaciéon de GLY.

*  Optimizar el método de deteccion de acuerdo a las reglamentaciones

vigentes en el ambito nacional e internacional para agua potable.
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3.1. Electroquimioluminiscencia
La electroquimioluminiscencia (ECL) es un proceso de emisiéon de luz producido

por una reaccion de transferencia de cargas energéticamente favorecida entre iones
generados electroquimicamente, la cual promueve la generacion de especies emisoras de
luz. En el fenémeno de ECL los reactantes pueden ser generados electroquimicamente
mediante dos mecanismos posibles, via aniquilacién y via correactantes, estas especies
electrogeneradas se combinan luego para generar luz. Ambos mecanismos tienen diversas
ventajas y siguen caminos separados para generar el estado excitado que finalmente emite

luz. A continuacion, se realizard una descripcion detalla de cada uno de los mecanismos.

3.2. Mecanismos de generacion de ECL

3.2.1. Aniquilacion de iones

El mecanismo de generacion de ECL en solucion, es bien conocido. Un esquema
general involucra una reaccién de aniquilacién de iones, lo cual requiere la generacioén de
aniones y cationes radicales en la interfase de un electrodo por medio de barridos o saltos
de potencial eléctrico. Las dos especies cargadas opuestamente pueden dar lugar a una
reaccion de transferencia de cargas que conduce a la formacién de un estado excitado,

singlete o triplete, dependiendo de la energética de la reaccion.

R-e—> R"” (oxidacion electroqumica) (2)
R—e—> R (reduccioén electroqumica) (b)
R*"+R" >R +R (formacién del estado excitado) (c)
R* > R+hv (emision de luz) (d)

Esquema 5. Mecanismo de ECL: aniquilacion de iones.
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Como se observa en el Esquema 5, después de que el emisor (R) es
electroquimicamente oxidado (reaccién a) y reducido (reaccioén b), el cation radical (R™) y
anion radical (R™) son aniquilados entre si para formar la especie en estado excitado (R*)
(reaccién c), la cual sera responsabie de la correspondiente emision de luz (reacciéon d). La
entalpia, que esta directamente relacionada con la energia disponible en la reaccion de

aniquilacion de iones (reaccién c), se puede calcular de acuerdo a la siguiente expresion

— AH,, =-AG:, —-T*AS:, =AE,, -T*AS;, (1)

Donde, el AG*,,, puede ser expresado en funcidén de los potenciales estandar de la
especie R y el término 74S se estima en un valor aproximado de 0,1 (£0,1) eV a 25 °C."”7
Cominmente, se utilizan los potenciales de pico, E, (en volts, obtenidos desde un
voltamperograma ciclico) a 25 °C, como una aproximacién para el AE°.! En consecuencia,

la (1 se expresa de la siguiente forma:

—-AH;, ~E_(R/R*)-E_(R™/R)-0] (2)

Luego, la energia disponible en la reaccién de transferencia de carga (-AH zun)
gobierna que estados excitados serdn producidos. Entonces, si la magnitud de la entalpia es
suficiente para producir directamente el primer estado excitado singlete, es decir - AH,,,,> E;
(E;s: energia del estado excitado singlete), se dice que la ECL es generada por medio de una
“ruta-S” donde es posible formar directamente la especie ‘R” (reaccién c1) y se indica que

es un sistema energéticamente suficiente o favorable.

R* +R"—-'R*+R (formacion del estado excitado singlete) (c)

Por el contrario, si el valor de -4H,,, no es suficiente para producir el estado
excitado singlete, pero si lo es como para originar un estado triplete de energia E,, es decir
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que la entalpia de la reaccion de aniquilacion (reacciéon ¢ Esquema 1) es mayor que la
energia del estado triplete pero menor que la energia del primer estado singlete (E<-AH <
E,). Entonces, en este caso se forma la especie *R” (reaccién ¢2) y luego es posible la
formacién del estado singlete emisor por medio de una reaccién de aniquilacion triplete-
triplete (ATT, reaccién d), dicho mecanismo es conocido como “ruta-T’ o sistemas

energéticamente deficientes.

R* +R™->°R*+R (formacion del estado excitado triplete)  (c2)

R*+*R*5'R* +R (aniquilacion triplete - triplete)  (e)

En algunos casos, la reaccién de aniquilacién de iones ademds de generar estados
excitados singlete y triplete (reacciones ¢, ¢l y ¢2) puede conducir a la formacién de
excimeros (dimeros excitados) y exciplejos (complejos excitados) y por consiguiente, la
emision puede observarse desde estas nuevas especies. Un ejemplo son las moléculas que
tienen un importante solapamiento de orbitales m, como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos planos (PAHs) —pireno y perileno—.>° Otras reacciones tal como el proceso de
ATT, pueden conducir a la formacion de excimeros y/o exciplejos.'” Las|reacciones

asociadas a la aparicion de estas especies se dice que siguen la “ruta-E” y se resumen en el

Esquema 6.
R™+R™ —>R; (formacion de excimero) 63)
R* +R™ > (RR’)" (formacién de exciplejo) €3]
‘R*+’R*5'R; (ATT formaci6n de excimero) (h)

Esquema 6. Generacién de ECL desde excimeros y exciplejos.

Por lo tanto, deben cumplirse ciertas condiciones para la generacion eficiente de

sefial electroquimioluminiscente en el mecanismo de aniquilacibn de iones
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electrogenerados las cuales son:'' (I) iones radicales estables de las moléculas precursoras
en el electrolito de interés, que pueden ser evaluados a través de una respuesta de
voltamperometria ciclica (VC), (II) alta eficiencia de fotoluminiscencia (FL) en el producto
proveniente de la reaccion de transferencia de electrones, que a menudo se puede calcular
desde un experimento de fluorescencia y (III) energia (- AH.m) suficiente en la reaccion de

aniquilacion para producir el estado excitado necesario para la emision de luz.

3.2.2. Correactantes ECL

En la actualidad, todos los instrumentos analiticos de ECL comercialmente
disponibles estan basados en la tecnologia de correactantes. En consecuencia, es importante
la comprension de los mecanismos de ECL que involucran este tipo de especies. A
diferencia de la aniquilacion de iones, en la que se requiere la generacion electroquimica de
ambos precursores electroquimioluminiscentes —cationes y aniones radicales—, el uso de
correactantes supone que la ECL es generada en la interfase de un electrodo por un barrido
de potencial unidireccional, en una solucién que contenga la especie emisora de luz y el
correactante. Dependiendo de la polaridad del potencial aplicado tanto el luminéforo como
el correactante, pueden ser primero oxidados o reducidos en el electrodo para formar
radicales e intermediarios. Estas especies intermediarias provenientes del correactante, por
descomposicién quimica, formaran potentes agentes oxidantes o reductores para producir

los estados excitados necesarios para la emision de luz.

A menudo, las reacciones de ECL con correactantes (C) se nombran como
“oxidacion-reduccion” o "correactantes anddicos", cuando la especie intermediaria
altamente reductora (C"q) es generada después de una oxidaciéon electroquimica
(Esquema 7), y “reduccién-oxidacién” o "correactantes catoédicos”, cuando el poderoso
intermediario oxidante (C”.x) es formado después de una reduccion electroquimica

(Esquema 8).'213
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R-e —»R"™ L .
(oxidacion electroquimica) (a)

C-e"—»C™

R*+C—sR+C™

C™ >Cy, (reacciones del correactante) (b)

atRS>R”+P

R*”+R™”->R'+R . .
(formacién del estado excitado) (c)
R™ +CL, >R "+P

R® - R +hv } (emisién de luz) (d)

Esquema 7. Mecanismo de ECL: correactantes anddicos (“oxidacién-reduccién™). Donde R:
luminéforo, C: correactante, C*: intermediario del correactante con subindice "red" para un agente
reductor, P: producto asociado con las reacciones de C*.

R+e”>R™

€ (reduccién electroquimica) (a)
C+e »C™
R*+C—->R+C™
C” >C, (reacciones del correactante) (b)
C> +R—->R™+P

R*"+R™">R*+R

- (formacién del estado excitado) (c)
R™+C;, >R " +P
R* >R +hv } (emisién de luz) (d)

Esquema 8. Mecanismo de ECL: correactantes catédicos (“reduccidn-oxidacién”). Donde R:
luminéforo, C: correactante, C*: intermediario del correactante con subindice "Ox" para un agente
oxidante, P: producto asociado con las reacciones de C*.
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Por lo tanto, un correactante es una especie que luego de una oxidacion o reduccion
electroquimica (reacciones a) es sometido a una descomposicion quimica para formar un
intermediario fuertemente reductor u oxidante (reacciones b) que pueda reaccionar con el
luminéforo oxidado o reducido para generar los estados excitados (reacciones ¢) en la
especie electroquimioluminiscente (en los Esquema 7 y 8). A diferencia del mecanismo de
aniquilacién de iones ECL, la secuencia de reacciones en presencia de un correactante
parece ser mas complicado (tal como se detallara mds adelante para dos ejemplos
concretos) pero en general son tres los procesos involucrados y se clasifican de la siguiente
manera: (a,b) reacciones redox sobre la superficie del electrodo, (¢) reacciones quimicas
homogéneas (reacciones del correactante y formacion del estado excitado) y (d) emision de
luz. En el Esquema 9 se resume estos cuatro tipos de reacciones para un correactante

catddico, de igual manera ocurre con un correactante anddico.

R+e —»R™*
(a,b)
C+e —»C*

R*+R™" >R +R
. . . (©)
R*+C, >R +P

R* - R +hv}(d)

Esquema 9. Mecanismo general de ECL con un correactante catédico.

Dependiendo de la naturaleza del electrodo de trabajo y el potencial redox del
correactante, son posibles tanto las reacciones quimicas homogéneas como heterogéneas.
Con respecto, a la formacién de especies en estado excitado, también existen dos vias
generales: la cldsica aniquilacion de iones y la reaccion que implica la participacion de

intermediarios provenientes del correactante.

El uso de correactantes es especialmente til cuando el catién (R") o anion radical

(R™) no es lo suficientemente estable para producir una sefial de ECL, o cuando la ventana
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electroquimica del solvente no es lo suficientemente amplia como para formar R” y R™.
También, la utilizacién de estos compuestos puede hacer posible el proceso de ECL cuando
algunas sustancias fluorescentes solo tienen una reduccién u  oxidacién
electroquimicamente reversible. De la misma manera, cuando la reacciéon de aniquilacion
entre especies oxidadas y reducidas no es energéticamente suficiente, el uso de un
correactante ayuda a producir una sefial més intensa. Finalmente otra ventaja es que se
puede eliminar el efecto “quenching” del oxigeno, presente en el mecanismo de
aniquilacion de iones, en las reacciones del tipo “oxidacion-reduccién”, por lo que un

experimento de ECL puede ser llevado a cabo en presencia de aire.'*

Cabe destacar que en el mecanismo de generacion de ECL a través de
aniquilaciones de iones (Esquema 5), todos los reactivos de partida pueden ser regenerados
después de la emision de luz. Por el contrario, en un sistema de ECL con correactante, tal
como Ru(bpy)s** [rutenio(Il) tris(2,2"-bipiridilo)]/TPrA (tri-n-propilamina), solamente la
especie emisora de luz puede ser regenerada, mientras que el correactante es consumido

mediante procesos quimicos y electroquimicos.

En la Tabla 1 se muestra un listado de tipicos sistemas ECL con correactantes, para
los cuales los mecanismos de reacciéon se encuentran bien estudiados.'* Ademas de ellos
existen otros compuestos de origen bioldgico, farmacéutico, etc. que han mostrado
potencial para actuar como correactantes de ECL.'>'® En esta lista se puede observar que
los intermediarios generados in-situ a partir de los correactantes son agentes reductores
fuertes (en la “oxidacion-reduccion” ECL) o agentes oxidantes potentes (en la “reduccién-

oxidacién” ECL), segun lo indican sus potenciales redox estandares.'*
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Tabla 1. Tipicos correactantes de ECL

Tipo de Luminéforo Correactante Principal E° Observaciones
correactante intermediario intermediario
(V vs NHE)
Ru(bpy);™ Oxalato(CyO05”) CO; CO,/CO;" a
-1.9Vv"
Ru(bpy)s”’ Piruvato/Ce(111) CH;CO’ b
oxidacién-  Ru(bpy)s> Tri-n-propilamina  TPrA", TPrA"/TPrA ¢
reduccién [TPrA, TPrA’ +1.1V,'3°
(CH3CH2CH2)3)N] P 1/ TPrA’
-1.5 V¥
Ru(bpy)s* Hidrazina (N;H;)  NoH, NoHy NoH/N, d
< _2'3 VZO,ZI,
Ru(bpy)s** Persulfato (S;05”) SO4” SO, /S0 e
+2.9 V&
Hidrocarburos Peréxido de CsHsCOy CeHsCO,/ f
reduccién- aromaticos benzoilo [BPO, CeHsCOy
oxidacién (CsHsCO,)1] +1.7 V®
Ru(bpy);** Peréxido de OH OH/OH g
hidrégeno 1.77-1.91
(H:0,) Y2426

? Primer correactante reportado del tipo “oxidacién-reducién” ECL. ° Reduccién natural de CH;CO’
similar a la de CO,". ¢ Ampliamente usado en equipos comerciales de ECL. ¢ Sistema complicado.
¢ Primer sistema de correactante ECL del tipo “reduccién-oxidacién”. f Puede usarse peroxido de
hidrogeno. ® Los estudios se realizaron en una solucién buffer de fosfato a pH 7,5, donde el
Ru(bpy):* reducido electroquimicamente puede ser absorbido y precipitado sobre el electrodo. A
concentraciones >1 mM H,0, con 0,10 mM Ru(bpy):** existe un efecto “quenching”.

En resumen, se deben considerar numerosos criterios necesarios para un buen
correactante de ECL tales como la solubilidad, la estabilidad electroquimica, las
propiedades cinéticas, el efecto “quenching”, la sefial ECL de base, etc.'"'*'® De todos
ellos, el mas importante corresponde a las propiedades electroquimicas del correactante, el
cual debe ser facilmente oxidado o reducido en presencia de un luminéforo en la superficie
de un electrodo y posteriormente, debe participaren una ripida reaccién quimica para
formar un intermediario que tenga un poder reductor u oxidante poderoso para reaccionar
con el emisor oxidado o reducido. Por iltimo, reaccionar con la especie emisora para

formar el estado excitado emisor de luz.
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A continuacién se describen algunos ejemplos representativos de correactantes

anodicos y catédicos y se discutirdn los mecanismos involucrados en la generacién de ECL.

3.2.2.1. Tipicos sistemas ECL con correactantes y sus mecanismos

3.2.2.1.1. Correactantes del tipo “Oxidacion-Reduccion” o "Correactantes Anédicos"
Aunque hay una gran variedad de moléculas que presentan ECL, la gran mayoria de
las publicaciones que tratan de correactantes y sus aplicaciones analiticas, se basan
principalmente en la utilizacién de Ru(bpy);>' o sus derivados como la especie emisora de
luz. Debido a las excelentes propiedades quimicas, electroquimicas y fotoquimicas, incluso
en medios acuosos y en presencia de oxigeno, que presenta este complejo.”” Como ejemplo,
se describira en detalle el sistema ECL Ru(bpy)s*>'/TPrA que es de importancia para esta

Tesis.

3.2.2.1.1.1. Sistema de correactantes ECL relacionado con Tri-n-propilamina (TPrA)

La mayoria de las aplicaciones de ECL reportadas a la fecha, involucran Ru(bpy);>*
o sus derivados como centro emisor y TPrA como correactante. Debido a que el sistema
Ru(bpy)s*"TPrA presenta la mayor eficiencia de ECL y como tal, constituye la base de los

dispositivos comerciales para inmunoensayos y analisis con ADN. 141628

El mecanismo de reaccidbn en este sistema es muy complicado y ha sido
extensamente estudiado.''""*'®*?° Habitualmente un grafico de la intensidad de ECL en
funcién del potencial aplicado se compone de dos ondas. La primera ocurre a 0,9 V vs un
electrodo de Ag/AgCl y se corresponde con la oxidacién directa de TPrA sobre un
electrodo carbono vitreo y se encuentra montada sobre la segunda onda que aparece a 1,14

2* son relativamente altas (~mM,

V vs Ag/AgCl cuando las concentraciones de Ru(bpy);
Figura 3d). El segundo pico aparece al potencial en que es oxidado el

Ru(bpy)s>* '®*°Ambas ondas electroquimicas producen la emision desde la especie
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(Ru(bpy)s>)*.*° La intensidad relativa de ECL de la primer onda es significativa en
soluciones diluidas de Ru(bpy)32+(<pM, Figura 3a y 3¢) y 0,1 M de TPrA. Asi, la mayor
parte de la sefial de ECL obtenida en sistemas con bajas concentraciones de analitos, como
lo son los estudios relacionados con inmunoensayos y con sondas de ADN con Ru(bpy)s**

como marcador ECL, probablemente se origine en la primer sefial de ECL.

(a)

15 4
\ 1({00 pAlem? ) 2nd
(b) . L LRSS ENERERETEISEISSEE 0
'6’.' ......... / ]} 5 2 g
ov mAfc E |
© K
2nd £, 1
-»’.’_',/ \\—-\“‘
— \__.'\ |
S~
0+
L) L] o T L v T v LI T v T L] L} - T - T - L L} L] L]
14 1.2 1.0 08 08 04 02 00 14 12 1.0 0.8 0.6 04 02 0.0
E(V vs Ag/iAgCl) E (V vs. Ag/AgCy)

Figura 3 a) Respuesta de ECL en funcién del potencial y b) voltamperograma ciclico para
Ru(bpy):"> 1 nM en presencia de 0,1 M de TPrA (buffer 0, 1 M de Tris/0.10 M LiClO4,pH 8) con
un electrodo de carbono vitreo. v: 50 mV/s. ¢) Respuesta de ECL en funcién del potencial para el
mismo sistema pero con Ru(bpy); 1 uM. La escala para la intensidad de ECL es 100 veces mayor
que la del i 1nc1so a.'* d) Respuesta de ECL en funcién del potencial para diferentes concentraciones
de Ru(bpy)s™ en presencia de 0,1 M de TPrA (0,2 M PBS, pH 8,5). [Ru(bpy);”’]: 1 mM (—), 0.50
mM (---), 0.10 mM () y 0.05 mM (--+)

El Esquema 10 resume el mecanismo relacionado con la primer onda de ECL,
donde el catién radical TPrA™ formado durante la oxidacién de TPrA es un intermediario
lo suficientemente estable —con un tiempo de vida media de ~ 0,2 ms—que puede oxidar al
Ru(bpy)s” —formado a partir de la reduccién de Ru(bpy);** por el radical libre (TPrA’)- para
dar (Ru(bpy)s™")*."*
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TPA<TIPAIT eemcmenen e,

(
- TRA™ TRA--
1 r‘ t
TRA® X Rulbpy);* Rutbpy);* -
P, RUbpY): g aeeenenn Ru(boy);* )d

Esquema 10. Mecanismo de ECL para Ru(bpy);*"/TPrA: con oxidacién electroquimica de TPrA y
oxidacién homogénea de Ru(bpy),®*. Donde TPrA™= (CH;CH,CH,);N*-, TPrAH'= Pr;NH,
TPrA-= Pr,NC*HCH,-CH;y P,= Pr,N'C=HCH,CH,.

Electrodo
(ﬂ)

El mecanismo de reacciéon del segundo pico sigue la clasica via de correactante,
"oxidacién reduccioén ", donde la oxidacion de TPrA genera un intermediario fuertemente
reductor TPrA", (E°Py/TPrA«=-1,7 V vs ECS).'® Este proceso puede ocurrir a través de una
via denominada “ruta catalitica”, donde el Ru(bpy);’" generado electroquimicamente
reacciona con TPrA mediante reaccion directa en el electrodo como lo describen los

Esquema 11-13."

Mientras que la “ruta catalitica” que se muestra en ¢l Esquema 13 implica la
oxidacién homogénea de TPrA con Ru(bpy)s*".'® La contribucién de este proceso a la
intensidad global de ECL depende de la concentracion de Ru(bpy)s>*, la cual es pequefia
cuando se usan bajas concentraciones de Ru(bpy):**.>' En resumen el estado excitado de
Ru(bpy);** se pueden producir a través de tres rutas diferentes: (I) la oxidacion de
Ru(bpy):" por el catién radical TPrA™ (Esquema 10), (II) la reduccién de Ru(bpy)s>* por el
radical libre TPrA’ (Esquema 11) y (III) mediante la reaccion de aniquilacion entre las

especies: Ru(bpy)s>'y Ru(bpy);" (Esquema 12).
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s RU"bPY",xH B R e L L R\.I(bp)"];;:_‘\
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Esquema 11. Mecanismo de ECL para Ru(bpy)s>'/TPrA: “ruta catalitica” con oxidacién
electroquimica de TPrA. Donde TPrA™= (CH;CH,CH,);N™, TPrAH'= Pr;NH', TPrA=

Pr,NC*HCH,-CH3,P,= Pr,N"C=HCH,CHsy P,= Pr,NH + CH;CH,-CHO]

.....................................
.

PN o Ru(bpy i : x Rty
S In:
-, & - =
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1A L i A" P L_L(_)_’ P
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B

Esquema 12. Mecanismo de ECL para Ru(bpy);*'/TPrA: “ruta catalitica” con oxidacién
electroquimica de TPrA. Donde TPrA™= (CH;CH,CH,):N", TPrAH'= Pr;NH', TPrA'=

PerC'HCHz-CH:;,P]: PI'2N+C:HCH2CH3y P2= PerH + CH3CH2-CHO]

~ Ru{bpy)a”XTPrA-'—‘ﬂ—» TPrA®
o
M Ru(opy), < TPrA <H_TPrAH*

Electrodo

Esquema 13. Mecanismo de ECL para Ru(bpy);’/TPrA: “ruta catalitica” con oxidacién
homogénea de TPrA. Donde TPrA*= (CH;CH,CH,:N"™, TPrAH'= Pr:NH y TPrA-=

Pr,NC'HCH,-CHs.

Para el sistema Ru(bpy)s;**/TPrA, la oxidacion directa de TPrA sobre el electrodo
desempefia un papel importante en el proceso de ECL y por tanto depende del material del

electrodo y la hidrofobicidad de su superﬁcie.14 También, se ha encontrado que la
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intensidad de ECL de la primer y segunda onda es proporcional a la concentracién de TPrA
en un amplio intervalo de concentraciones (0,001-0,10 M).”’”’“"’18 Se debe tener en cuenta
que el O, disuelto puede influir en la intensidad de la seilal cuando se utilizan bajas
concentraciones de TPrA (<20 mM).*”*> Este comportamiento se explica en base a los
mecanismos de ECL descritos en los Esquema 10-12 y teniendo presente que un gran
exceso de intermediarios radicales en presencia de altas concentraciones de TPrA permite
reducir el O, disuelto dentro de la capa de reaccién, de manera que este no ejerza un efecto
de “quenching” sobre la emisién. Sin embargo, para bajas concentraciones de TPrA Ia
oxidacién del correactante genera una pequefia cantidad de intermediarios reductores y de
esta forma el O; actiia como un interceptor. En consecuencia, destruye los intermediarios
antes que participen en la reaccion de ECL, dando lugar a una reduccién en la intensidad de
emision. En este ultimo caso, la ruta inicial de ECL menos eficiente es significativamente

afectada.

La respuesta de ECL en el sistema Ru(bpy):>*/TPrA, también depende del pH de la

3334 se observa un notable incremento a pH>5,5 y con un valor maximo a pH

solucion:
7,5.3% La explicacion de lo anteriormente expuesto no esta clara pero puede estar asociada a
reacciones de deprotonacion de las especies TPrAH" y TPrA™ (Esquema 10-12), asi como
a la estabilidad en el medio de los intermediarios formados. La disminucién en la
solubilidad de la TPrA a valores altos de pH podria ser otra razon por la que se produce el

mdaximo de intensidad de ECL a un pH de 7,5.

Un estudio reciente sobre la influencia de la naturaleza, la concentracién y el pH del
buffer en el paso determinante de la velocidad de sistemas Ru(bpy)s>*/aminas alifaticas
terciarias reveld que la deprotonacién del ion amonio es el paso que determina la velocidad
de reaccion a pH<5, mientras que la deprotonacion del cation radical es el paso
determinante a pH>5.” Por lo general, valores de pH superiores a 9 no deben ser utilizados
porque el Ru(bpy)s’ generado en el electrodo puede reaccionar con los iones oxidrilos

. . .. . Q
presentes en la solucién para producir una significativa sefial de base.!!1416-2
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3.2.2.1.1.2. Otros sistemas de correactantes ECL relacionados con aminas

De la misma manera que para TPrA, una amplia variedad de aminas pueden ser
utilizadas como correactantes y formar parte en las reacciones de ECL con Ru(bpy)s:*".
Dado que los grupos amino son frecuentes en numerosos compuestos bioldgicos y
farmacologicos importantes, incluyendo aminoacidos, péptidos y proteinas entre otros, el
sistema de correactante: —Ru(bpy);>*/amina— forma la base de un gran niimero de estudios

1535 varios

basadosen la deteccion y determinacion de especies biorelacionadas.
investigadores han intentado correlacionar la eficiencia de ECL con la estructura molecular
de las aminas.'******° Aunque no hay criterios estrictos sobre el tema se adopta como regla
general, que el aumento en la intensidad de ECL sigue el siguiente orden: amina primaria
<secundaria < terciaria, observandose limites de deteccion mas bajos para las aminas

o 4.4
terciarias.>**!

Como se observa en los Esquema 10-12, la amina debe tener un atomo de
hidrégeno unido al carbono adyacente (C-a) al 4tomo de nitrogeno, entonces después del
proceso de oxidacion el catién radical puede perder un 4tomo de hidrégeno y formar el
radical reductor.”®> También la naturaleza de los sustituyentes unidos al nitrégeno o al C-a
afecta la intensidad de ECL. En general grupos atractores de electrones provocan una

disminucion en la intensidad, mientras que grupos donores inducen el efecto opuesto.

3.2.2.1.2. Correactantes del tipo “Reduccion-Oxidacion” o "Correactantes Catodicos"

Existen numerosos correactantes del tipo catédico (“reduccion-oxidacién”, Tabla
1). Todos ellos exhiben mecanismos de reaccion similares al mostrado en el Esquema 8.
En esta Tesis se utilizard per6xido de benzoilo (BPO) para el estudio de ECL en
nanoparticulas de carbono, que se presenta en el Capitulo 7. A continuacion se describe el

mecanismo para la generacion de ECL con BPO.
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3.2.2.1.2.1. Sistema de correactante ECL relacionado con perdxido de benzoilo

Los peréxidos se usan como correactantes debido a que producen agentes oxidantes
potentes cuando son reducidos electroquimicamente o en soluciéon. En solventes orgénicos
el peréxido de benzoilo puede ser usado para generar ECL mediante reacciones del tipo
“reduccion-oxidacién”. La mayoria de los estudios que se han realizado con BPO
involucran la generacion de ECL desde hidrocarburos arométicos policiclicos (PAHSs) tales
como rubreno, DPA, antraceno, pireno y compuestos derivados, etc.. 23424 g Esquema 14
detalla la secuencia de reacciones que se llevan a cabo para la produccion de estados
excitados singlete en moléculas aromaticas mediante la generacién electroquimica de

aniones radicales en presencia de BPO.?>****

La reaccién 1 representa el proceso de reduccion electroquimica de hidrocarburos
aromaticos, mientras que la reaccion 2 manifiesta la reduccion irreversible de BPO en el
electrodo. El proceso de reduccion electroquimica para BPO se caracteriza por un pico
irreversible a -0,36 V vs ECS. También, la reduccién de BPO puede ocurrir en solucién
mediante el anion radical electrogenerado desde el hidrocarburo aromético (R™), tal como
lo revela la reacciéon 3. Luego, debido a la inestabilidad del BPO", éste rapidamente se
descompone en la cupla anién/radical benzoato (CsHsCO,"/CsHsCO-), la cual actia como
correactante (reaccién 4). La reaccion S conduce a la formacién de estados excitados
tripletes en las moléculas de hidrocarburo. Sin embargo, Chandross y sus colaboradores
sugieren que la poblacion directa del estado excitado singlete (reaccién 5a) puede ocurrir
mediante la oxidacion del ani6én benzoato a 1,5 V vs ECS,” en lugar de 0,8 V vs ECS
sugerido por Akins y sus colaboradores.® La ocurrencia de la reaccién 5a provocaria una
menor cantidad de estados excitados tripletes disponibles para la reaccién de aniquilacion
triplete-triplete (ATT, reaccién 7). Debido a esta discrepancia ambas teorias son tenidas en

cuenta para el mecanismo de ECL propuesto en el Esquema 14.

Respecto a las reacciones 6 y 7, ambas manifiestan las reacciones conocidas de los
estados excitados tripletes, “quenching” y aniquilacién triplete-triplete.*’ Mientras que las

reacciones 8 y 9 conducen a la formacion de cationes radicales desde hidrocarburos
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aromaticos en estado triplete. Y por otro lado, la reaccién 9a propone la formacion de

cationes a partir del estado singlete. Finalmente, la reaccién 10 indica la reaccion de

aniquilacion entre el anion y cation radical para formar moléculas en estado excitado

singlete, las cuales producirdn la emision de luz como lo se demuestra en la reaccién 11.

R+e >R €9)
BPO + ne”~ — productos 2)
R + BPO — R+ BPO" 3)
BPO™ - C,H,CO, +C,HLCOS 4
R +CH,CO,” - R +C,H,CO, 5)
R +C,H,CO," - 'R +C,H,CO; (5a)
‘R"+Q—->R+Q 6)
'R"+°R">' R +R @)
’R° + BPO — R* + BPO~ ®
‘R"+C,HCO," > R" +C,H,CO, 9
R+CH,CO,® > R™ +C,H,COS (9a)
R*+R"5'R +R (10)
'R" > R+hv (11)

Esquema 14. Mecanismo de ECL para R y peréxido de benzoilo (BPO), donde R es un

hidrocarburo aromatico (PAH).****
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4.1. Estado del conocimiento
Fundamentalmente un instrumento que posea la capacidad de producir y detectar la

sefial de electroquimioluminiscencia (ECL) esta compuesto de dos médulos instrumentales,
uno de ellos consta de una unidad electroquimica y el otro de una unidad
espectrofotométrica. En general, la unidad electroquimica estd integrada por una celda
electroquimica, electrodos, un potenciostato y un generador de funciones (que puede estar
integrado al potenciostato). EI médulo espectrofotométrico se encarga de medir la luz
emitida y consta bisicamente de una caja negra, un monocromador, elementos épticos,
amplificadores de seflales y un detector de fotones. De acuerdo a este esquema general, se
pueden plantear diferentes disefios instrumentales dependiendo de la informacién requerida
de la emision. Los principales parametros a tener en cuenta antes de proyectar cualquier
disefio instrumental son el intervalo espectral, la sensibilidad a la luz, el tiempo de

respuesta y el tiempo de acumulacién maxima del detector.

En este Capitulo se presenta el disefio instrumental para generar y detectar seflales
de ECL existentes en otros laboratorios y que sirvieron como modelos para el armado y
montaje de nuestros equipos. Esos sistemas de deteccion seran descriptos y analizados con
detalle. Luego, se describira el disefio y el armado del equipamiento experimental de
generacion y deteccion de ECL desarrollo en esta Tesis en la Universidad Nacional de Rio
Cuarto (UNRC). También, se detallara la calibracion y optimizacion del funcionamiento
del nuevo equipamiento mediante la utilizacién de moléculas testigo o modelo cuyas

propiedades electroquimicas, fotofisicas y de ECL son conocidas en bibliografia.

4.2. Instrumentos para ECL desarrollados en otros laboratorios

Para realizar experimentos de ECL existen distintos disefios experimentales que
permiten estudiar el fendémeno de emisioén desde diferentes puntos de vista. En general se
utilizan tres esquemas que se clasifican de acuerdo al tipo de detector de luz que utiliza el

montaje. A continuacion, se describiran cada uno de ellos:
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Sistema PMT-ECL (Figura 4). La unidad electroquimica de este arreglo
experimental esta formada por un potenciostato (ECOCHEMIE, Holland) conectado a una
celda electroquimica ubicada dentro de una caja negra, en la cual existe un tubo
fotomultiplicador (PMT) posicionado en frente de la superficie emisora de luz del electrodo
de trabajo, como unidad espectrofotométrica o de deteccion de luz. A su vez este PMT

trabaja con un voltaje de 750 V suministrado por una fuente externa de alto voltaje.

Figura 4. Sistema PMT-ECL. Disefio experimental para detectar sefial de ECL en el laboratorio del
Dr. A. Bard en Austin (TX, USA).

El disefio experimental mencionado permite medir intensidades de ECL en un
intervalo aproximado de 200-1000 nm (intervalo de deteccion para un PMT). Sin embargo,
este tipo de detectores no discrimina la intensidad de luz recibida en funcién de su longitud
de onda. No obstante, el hecho de que pueda ser ubicado a unos pocos centimetros de la
superficie emisora lo convierte en un dispositivo muy sensible, tal que permite detectar

emisiones de luz muy débiles.

Ademds de estos componentes principales también existen otros dispositivos

electrénicos secundarios que forman parte del equipamiento experimental. Debido a que la

60




DISENO INSTRUMENTAL PARA ELECTROQUIMIOLUMINISCENCIA

intensidad de emision puede variar varios 6rdenes de magnitud es necesario controlar
adecuadamente la relacién sefial/ruido del PMT, especialmente para intensidades de
emision relativamente pequefias. Para ello, se utiliza un multimetro de bajo ruido, el cual
permite filtrar y amplificar la sefial recibida desde el PMT y luego, enviarla como una
segunda sefial al potenciostato (la primer seiial es la corriente eléctrica) para ser digitalizada
junto con la sefial de corriente. También, la caja negra que contiene a la celda y el PMT se
encuentra completamente aislada de fuentes luminosas externas para asegurar la detecciéon

de sefiales experimentales enmascaradas en el ruido propio del PMT.

Como se menciond al comienzo de este capitulo, un instrumento para detectar seiial
de ECL consta de dos moédulos fundamentales, uno electroquimico y el otro
espectrofotométrico. Por consiguiente, la obtenciéon simultdnea tanto de la corriente
eléctrica como de la intensidad de ECL pone en evidencia la dependencia de la intensidad
de ECL respecto del potencial aplicado (voltamperometria ciclica: VC) y del tiempo
(cronoamperometria: crono). Un grafico que muestra simultdneamente los valores de
corriente y las intensidades de fotocorriente en funcidén del potencial aplicado o del tiempo

representa una curva corriente/luz.

La Figura 5 presenta dos ejemplos tipicos de curvas corriente/luz obtenidas
mediante la disposicion experimental: PMT-ECL. En la Figura 2a se representa en linea de

2 en presencia de TPrA como

color rojo la respuesta voltamperométrica de Ru(bpy);"
correactante vy la linea azul la correspondiente sefial de ECL para dicho sistema. Este tipo
de experimento es util para el analizar el mecanismo de produccién de la sefial de ECL. En
la Figura 2b se representa con linea de color rojo la corriente obtenida al aplicar sucesivos
saltos de potencial en funcion del tiempo (respuesta cronoamperométrica) para Ru(bpy); ™
en presencia de TPrA como correactante y la linea azul corresponde a la sefial de ECL
producida. Este tipo de experimento es iitil para el anélisis mecanistico de produccién de

seflal ECL y en técnicas analiticas.
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Figura 5. a) Respuesta de ECL tipica en funcién del potencial aplicado obtenida durante un
voltamaperograma ciclico (v: 100 mV/s) para Ru(bpy)s >y TPrA en ACN. b) Respuesta de ECL en
funcion del tiempo obtenida a partir de experimentos de cronoamperometria (amplitud del pulso de
potencial: 0,1 s) en el mismo sistema.

Sistema CCD-ECL (Figura 6). A diferencia del equipamiento descripto
anteriormente que utiliza un PMT como detector de ECL, este esquema utiliza un
dispositivo de carga acoplada (CCD) enfriado con nitrégeno liquido hasta temperaturas por
debajo de los -100 °C, debido a que el ruido electrénico del CCD aumenta fuertemente con
la temperatura. El sistema CCD-ECL permite obtener un espectro de ECL, ya que el CCD
es ubicado a la salida de un espectrometro de rejilla (grating spectrometer) que funciona

como un prisma, separando linealmente la intensidad de luz emitida en diferentes
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longitudes de onda.? Al igual que la disposicion PMT-ECL, en este caso el programa de

potencial aplicado para obtener la sefial de ECL puede ser provisto por un potenciostato.

Como se mencioné en el parrafo precedente, este disefio experimental permite
adquirir un espectro de ECL acumulando simultaneamente todas las longitudes de onda.
Este método permite registrar emisiones de muy corta duracion si la intensidad de luz es
suficiente. Debido a la alta sensibilidad que presenta los CCD, se debe trabajar en
habitaciones oscuras para evitar la presencia de fotones extrafios y ajenos al sistema de
estudio que suelen aparecer como picos extrafios (spikes) en el espectro de ECL obtenido.
Los valores de intensidad de la luz obtenidos a partir de un CCD son expresados en
unidades arbitrarias (U.A.) y en funcion del nimero de células fotoeléctricas o pixeles que
posea el CCD. Para convertir el nimero de pixeles en unidades de distancia como la
longitud de una onda electromagnética (nm) se utiliza un espectro estandar, por ejemplo el
obtenido a partir de una lampara de Hg. Para ello, se usan los cuatros emisiones

caracteristicas del Hg (94, 115, 189 y 211 nm). En la

Figura 7 se muestra un espectro de ECL tipico obtenido con un CCD.

2rbing spectrometer

Figura 6. Sistema CCD-ECL. Disefio experimental para detectar sefial de ECL en el laboratorio del
Dr. A. Bard en Austin (TX, USA).!

En resumen, los dos disefios experimentales descriptos con anterioridad, CCD-ECL
y PMT-ECL, proveen informacién complementaria para entender el comportamiento de

especies ECL electroquimicamente activas. Habitualmente, primero se recurre al sistema
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PMT-ECL para observar la presencia del fendmeno electroquimioluminiscente debido a su
alta sensibilidad para optimizar la intensidad de emisién, mediante la eleccién del maximo
potencial aplicado, velocidad de barrido y/o sucesivos saltos de potencial. En general, el
barrido de potencial (VC) se utiliza solo en el caso de que la emisidn sea estable en el
tiempo, de lo contrario se usan saltos de potencial consecutivos (crono). Seguidamente, se

puede registrar un espectro de ECL mediante un CCD (sistema CCD-ECL).
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Figura 7. Espectro de ECL para Ru(bpy);” 1 mM en ACN (desgasado con Ar) con 0,1M TBAHFF
como electrolito soporte, obtenido mediante un CCD. Ancho de pulso: 0.1 seg., mecanismo de

ECL: aniquilacién de iones.’

Sistema PD-ECL (Figura 8). Este disefio experimental utiliza como detector un

fotodiodo (PD) y permite realizar experimentos de ECL en compuestos que poseen
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capacidad de producir sefial ECL de gran intensidad. Basicamente, el sistema PD-ECL es
muy similar al sistema PMT-ECL.* Por ejemplo en la caracterizacién de dispositivos
orgénicos de emision de luz (OLED), que poseen la capacidad de generar sefial ECL de alta
intensidad y de gran 4rea, se prefiere utilizar para su caracterizacion PD en lugar de un
PMT para evitar la saturacién de la sefial. Otro aspecto que diferencia a este sistema es el
significativo cambio que sufre la caja negra y el soporte que sostiene el electrodo de
trabajo. Al igual que en los sistemas anteriores un potenciostato es la unidad principal de la
estacion electroquimica que permite obtener las correspondientes curvas corriente/luz en

estado sélido.

OLED TESTNG

>
recion |,

DetactorPT of
PHOTODIODE)

Figura 8. Sistema PD-ECL. Disefio experimental para detectar seflal de ECL en estado sélido del
laboratorio del Dr. A. Bard en Austin (TX, USA).!

4.2.1. Sistema con miiltiples detectores y monocromador

Algunos laboratorios han desarrollado sistemas de detecciéon de ECL mas complejos
que tienen las formas de deteccion presentadas anteriormente en un Unico esquema
instrumental. Por ejemplo, el equipamiento desarrollado en el laboratorio del Dr. S.

Zanarini' permite realizar los siguientes experimentos:
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- Obtener un espectro de ECL (intervalo espectral: 200-1000 nm).
- Medir curvas corriente/luz mediante estudios de voltamprometria ciclica y
cronoamperometria.

- Detectar fotocorrientes en un amplio intervalo de intensidades (nA-mA).

Por lo tanto, el equipamiento del Dr Zanarini permite no solo obtener las curvas
corriente/luz mediante estudios de voltametria ciclica y cronoamperometria, sino también,
obtener espectros de ECL en un amplio intervalo espectral. En general, los principales

componentes son los siguientes:

- Un monocromador dual (Mod. Spectra-Pro 2300i Acton Research)

- Un Sistema de detecciéon "PD-ECL" formado por unfotodiodo de silicio como
detector para ECL en estado sélido (Mod. SI 440 Acton research,intervalo de
deteccion: 400-1100 nm)

- Un Sistema de deteccion "PMT-ECL" formado por unfotomultiplicador (Mod.
PD 471 Acton research; con una fuente de alto voltaje, voltaje maximo de 1250
V, intervalo de deteccion 300-1100 nm)

- Un modulo de control (Mod. Spectra Hub Acton)

- Un preamplificador de corriente (Mod. 181 Princeton)

La presencia de dos detectores permite medir intensidades de emision muy débiles
(PMT) y muy intensas (PD). La eleccién de cada uno de ellos se controla mediante un
software adecuado. En la Figura 9 se muestra el esquema general de los componentes
espectroscopicos y electroquimicos del equipamiento experimental mencionado

anteriormente.'

El monocromador tiene un slit de entrada y dos slits de salida, la amplitud de todos
ellos se controla mediante tornillos micrométricos, cuya apertura maxima es de 5 mm. La
celda electroquimica (celda ECL en la Figura 9) se ubica dentro de una caja negra, la cual
esta centrada con el slit de entrada del monocromador. En cada uno de los slits de salida se
encuentran ubicados los dos detectores mencionados anteriormente (PMT y PD). Una

interface electrénica, denominada Spectra hub, controla los parametros del monocromador
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y el PMT de alto voltaje. Finalmente el amplificador de corriente es una tarjeta electronica
de bajo ruido electrénico que permite obtener una buena relacidn sefial/ruido en un

intervalo amplio de fotocorrientes. La sensibilidad de este dispositivo es del orden de 10°°-

10™* A/V con un nivel de ruido de aproximadamente 1072 A.

] o
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Celde ...
EQL | .o | v
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=
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Figura 9. Esquema general de un equipamiento para ECL.

En resumen, este disefio experimental mide no sélo intensidades de ECL en funcién
del tiempo y el potencial aplicado (curvas corriente/luz), cuando el monocromador esta
ausente (posicion en 0 nm), sino también espectros de ECL mediante el uso del
monocromador. Sin embargo, esta configuracion tiene la desventaja que para adquirir un
espectro de ECL necesita un tiempo considerablemente mayor (del orden de varios
segundos) que el necesario para adquirir un espectro con un espectrometro de rejilla

acoplado a un detector CCD. Esto es debido a que el monocromador necesita hacer un
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barrido en longitud de onda para tomar el espectro, sumando el tiempo de integracion de la
sefial para cada longitud de onda, mientras que el espectrometro de rejilla refleja todo el
espectro ya resuelto sobre el drea de deteccion del detector CCD y en tnico tiempo integra

toda la seiial.

4.3. Celda electroquimica y electrodos

Otro componente importante, que demanda un cierto disefio de acuerdo a la
configuracién instrumental para la deteccion de la sefial de ECL, es la celda electroquimica.
Un disefio tipico es una celda convencional de vidrio con forma cilindrica, la cual esta
compuesta por tres electrodos: electrodo de trabajo (W), contraelectrodo (Ct) y electrodo de
referencia (R) (Figura 10). Respecto al electrodo de referencia, se utiliza un alambre de Ag
(quasi electrodo de referencia) para electrolitos orgdnicos y los clasicos referencias

—Ag/ClAgy Calomel (ECS)— para electrolitos acuosos.’

Generalmente, como electrodo de trabajo se utilizan electrodos de metales nobles,
tal como Pt y Au, y carbono vitreo entre otros y un alambre de Pt de gran area superficial
(aproximadamente entre 5-10 veces el area del electrodo de trabajo) como electrodo
auxiliar. Este tipo de celda cilindrica pose una base que no permite el paso de luz
apropiadamente para su deteccion y exige que la geometria del electrodo de trabajo sea en
forma de “L”. Esta geometria permite exponer directamente la superficie del electrodo
hacia el monocromador o PMT, ubicado en frente de la celda (Figura 15). La construccién
de este tipo de electrodos en forma de “L” es dificil de realizar, se requiere la asistencia de

un técnico en vitroplastia con experiencia en el manejo para embutir metales en vidrio.
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Figura 10. Celda electroquimica convencional de tres electrodos para ECL. La superficie del
electrodo de trabajo (en forma de “L ") se ubica hacia el detector (CCD o PMT).

Por otra parte la celda electroquimica que se muestra en la Figura 10 es el tipo de
celda mas usada en la mayoria de los experimentos de ECL relacionados a los aspectos
basicos y mecanisticos de la ECL. Sin embargo, la escasa reproducibilidad que se obtiene
en las medidas experimentales, alrededor de un 50%, la convierte en una celda no apta para
fines analiticos. A pesar de ello, existen varias celdas electroquimicas no convencionales
que se adaptan a ciertas consideraciones especiales. Este tipo de celdas pueden ser de vidrio
o teflon, este dltimo material se prefiere cuando se utilizan solventes orgénicos, y de
diversas formas, cuadradas o triangulares, también existen celdas para alto vacio, celdas de
flujo, etc. En la Figura 11 se muestran algunas de las celdas electroquimicas no

convencionales que se encuentran en la literatura.®’
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Figura 11.Celdas electroquimicas no convencionales para ECL.' a) Celda de vidrio cuadrada con
un block de tefldn para sujetar los electrodos. b) Celda para alto vacio. ¢) Celda de flujo.

4.4 Disefio y desarrolilo del sistema de deteccion para ECL en la UNRC

La idea basica impulsora fue construir un instrumento lo mas simple posible que
permitiera desarrollar todos los experimentos de ECL tipicos con los recursos disponibles

para llevar adelante esta Tesis. Para ello, se necesité tener en cuenta los siguientes aspectos:

- Registrar curvas de la sefial de ECL en funcién del tiempo y/o en funcion del
potencial durante experimentos de cronoamperometria y/o voltametria ciclica,
respectivamente.

- Deteccidn de fotocorrientes en un amplio intervalo de intensidades (nA-mA).

- Disefiar una celda electroquimica que permita no sélo estudiar sistemas ECL en
un medio acuoso y/o en uno orgénico, sino también utilizar distintas superficies
como electrodo de trabajo.

- Adaquirir espectros de ECL (intervalo espectral 300-850 nm).
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A partir de los disefios experimentales mostrados anteriormente se observé que
algunos aspectos necesitaban ser mejorados principalmente para fines analiticos. Segiin se
describi6 mas arriba, la celda electroquimica de vidrio en forma de cilindro y el electrodo
de Pt en forma de “L” (Figura 10) presentaban algunos inconvenientes para una adecuada
reproducibilidad en la sefial de ECL. Dado que el estudio de los aspectos basicos y
mecanisticos de la emision de ECL solo necesita una vision semicualitativa de los datos
experimentales, en general una estimacion del orden de magnitud de la intensidad de ECL
medida es suficiente. Por el contrario, para fines analiticos se necesita conocer con
exactitud la magnitud de la intensidad de ECL y a su vez que sea lo mas reproducible

posible tras sucesivos experimentos.

Considerando que en esta Tesis, entre otros estudios, se necesité realizar una
adecuada comparacion de la eficiencia de ECL entre distintos electrodos de trabajo para
una mejor deteccion de glifosato, se realizaron muchos esfuerzos y modificaciones del
disefio experimental original para mantener constante la superficie del electrodo de trabajo

y mejorar significativamente la reproducibilidad de las medidas experimentales.

Teniendo en cuenta lo mencionado, se decidi6 desarrollar un sistema de deteccién
para la sefial de ECL del tipo PMT-ECL, para obtener las curvas de luz (sefial de ECL) en
funcién del potencial y del tiempo. Mientras que para obtener los espectros de ECL, se
trabaj6 en la adaptacion de un fluorémetro ya existente en el laboratorio. A continuacién, se
presenta el primer disefio instrumental del tipo PMT-ECL con el que se realizaron los
estudios de ECL iniciales de esta Tesis y luego, se mostrarin las modificaciones realizadas
sobre el modelo original con los siguientes objetivos adicionales a los anteriormente

mencionados:

- Medidas de ECL cuantitativas (£ 5%)

- Utilizar electrodos comerciales, ya sea Pt, Au, Ag, ITO y/oC.

Por altimo, se describen las adaptaciones que se realizaron en el fluorémetro.
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4.3.1 Sistema PMT-ECL en la UNRC

Entre los objetivos de esta Tesis no solo se encuentra el estudio de las propiedades
ECL de nuevos materiales sino también, el desarrollo del disefio instrumental. La
optimizacién de los parametros experimentales permitié encontrar las condiciones de
trabajo mas convenientes. El compuesto de referencia que se utilizé para probar todo el
equipamiento fue el complejo de Ru(bpy);™, dado que sus propiedades ECL son
adecuadas, estables y bien conocidas en la literatura.® El instrumento ensamblado en el
laboratorio de optoelectronica de la UNRC no es un equipo comercial y est4 construido por
componentes individuales, algunos de los cuales se han conseguido comercialmente

mientras que otros se han construido localmente.

El equipamiento desarrollado en Rio Cuarto fue del tipo PMT-ECL y permite
registrar curvas de la sefial ECL en funcion del tiempo y/o en funcion del potencial durante
experimentos de cronoamperometria y/o voltametria ciclica, respectivamente. En la Figura
12 se muestra un diagrama con los principales componentes del equipo de deteccion para
ECL.

Seffal
electrogquimica

Potenciostato Celda electroquimica

Ventana de Sefial EQL

cuaLzo

Fotomultplicador

Figura 12. Diagrama general del equipamiento para ECL en la UNRC.
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El diagrama de la Figura 12 tiene los siguientes componentes principales: un
portenciostato, (AUTOLAB o Tq3) como unidad electroquimica, el cual se conecta a la
celda ubicada dentro de una caja negra. A su vez la celda electroquimica compuesta por tres
electrodos estd ubicada en frente o debajo del PMT, ambos componentes se encuentran
dentro de la caja negra para evitar todo tipo de interferencias ajenas al sistema de estudio.
Finalmente el PMT estd conectado a una computadora con un software adecuado y
especialmente disefiado para el equipo de ECL, que permite el procesamiento de las sefiales
de ECL.

En la Figura 13 se muestra una fotografia del sistema de deteccion de ECL. Los
componentes 1, 2, 3 y 4 estan asociados con la unidad electroquimica. Dentro de la caja
negra (componente niimero 5) se encuentra €l soporte para la celda electroquimica montado
en un riel que le otorga desplazamiento lineal frente a un fotomultiplicador (PMT, Mod.
Hamamatzu H7467-01, Figura 14). A su vez, el PMT el cual est4d soportado en una torre
con desplazamiento en los ejes x € y mediante dos tornillos micrométricos, los que permiten
realizar ajustes finos de su posicién respecto a la superficie emisora de luz del electrodo de
trabajo para maximizar la sefial (ver la fotografia de la Figura 15 para mds detalle).
Ademds, se encuentra la respectiva fuente de voltaje +5 V del PMT vy la interface RS-232C
que permite digitalizar los datos experimentales. Por tltimo, el componente niimero 6 es la

PC conectada a través de una interface RS-232C al PMT que digitaliza la sefial.

El PMT H7467 (Figura 14) consta de una tGnica y compacta carcasa de metal que
aloja los diferentes componentes necesarios para su funcionamiento: el tubo
fotomultiplicador, el circuito electrénico de la fuente de alimentacién de alto voltaje, el
circuito de conteo de fotones, un contador de 20 bits y el microprocesador. El uso de un
PMT como detector de la sefial luminosa permite medir intensidades de emision muy
débiles. En particular este PMT H7467-01, opera en modo digital o conteo de fotones
(photon counting) que permite mejorar la relacién sefial/ruido en comparaciéon con el modo
analégico. La transferencia de datos, el tiempo de medicion y otros ajustes necesarios son
controlados mediante el software, el cual fue especialmente disefiado n nuestro

laboratorio, a través de una interface RS-232C.
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Figura 13. Fotografia del equipamiento para ECL de la UNRC. Los diferentes componentes son (1)
potenciostato; (2) generador de funciones; (3) osciloscopio; (4) generador de funciones; (5)
fotomultiplicador y receptaculo de la celda electroquimica; (6) computadora.

Figura 14. Fotomultiplicador (Mod. Hamamatzau H7467-01) utilizado como detector de luz para el
equipamiento de ECL.

Como se mencioné anteriormente y segin se observa en la Figura 15, el PMT y Ia
celda electroquimica se ubican dentro de la caja negra. El PMT se posiciona en frente de la
celda a unos pocos milimetros de la superficie del electrodo de trabajo, ya que de esta

manera se evitan pérdidas de la sefial ECL y la sensibilidad aumenta considerablemente.
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Celda clectroquimica

para PQIL.

¢lda electroguimien
parn EQL
4

Figura 15. Disposicion experimental para la celda electroquimica y el PMT dentro de 1a caja negra.

El disefio de la celda mostrado en la Figura 16 es similar al que se expuso
previamente en la Figura 10 y también se construy6 un electrodo de Pt embebido en un
tubo de vidrio con forma de “L”. Para la elaboracion de este electrodo, el alambre de Pt se
inclina con un angulo de 90° y luego se lo suelda al vidrio, éste también con una
inclinacion de 90° grados en forma de “L”. Esta operacidon debe realizarse cuidadosamente,
tal que el vidrio fundido moje lo suficiente el metal para que al enfriarse ambas superficies
permitan consolidar la unién correctamente, sin la formacion de burbujas entre ellas. De
esta manera, la superficie activa del electrodo queda expuesta y orientada hacia el PMT
(Figura 16).

Durante los experimentos de ECL la superficie del electrodo de trabajo debe estar
completamente sumergida dentro de la solucién a estudiar, ya que de lo contrario solo una
region del electrodo serd la que emitird luz eficientemente. La distancia Optima entre la
pared de la celda y el disco de Pt deberia ser entre 3-5 mm. Este valor, obtenido
empiricamente, asegura una capa de difusion apropiada y al mismo tiempo limita la
reabsorcion de luz por las especies en solucion, lo cual ocasiona una disminucion en la
intensidad de ECL.
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Tapadetellan

O-rug

Figura 16. Celda electroquimica y electrodo de trabajo (W) en forma de “L” para ECL. La celda se
construyd en la UNRC y se disefi6é adecuadamente para permitir eliminar el O, molecular mediante
el burbujeo con Ar a través de la valvula de vacio.

El equipo de deteccion para la sefial de ECL descripto arriba fue utilizado en los
primeros afios del desarrollo de la Tesis. Se utiliz6 en el estudio de los colorantes laseres
BODIPYs descriptos en el Capitulo 6. También, se usé al comienzo de los estudios de
deteccion de GLY (Capitulo 8), en esta instancia se detectd serias falencias en el disefio
para ser utilizado en una andlisis cuantitativo de la sefial ECL. Estas falencias
fundamentalmente estan asociadas con la configuracion y disposicion de la celda
electroquimica y el detector. Por lo tanto, con el objetivo de mejorar y optimizar el arreglo
experimental, tanto de la celda electroquimica como la disposicion espacial de ella, se

decidié cambiar el disefio de la misma.

El boceto anterior exigia la construccion de electrodos en forma de “L” lo cual
resultaba dificil desde el punto de vista experimental, como asi también, lograr que la
posicion del mismo dentro de la celda sea reproducible (Figura 15 y 16). Ademas, de esta
manera no resultaba posible la elaboracién de electrodos de Au, tal como lo requeria la

deteccion de GLY (Capitulo 8). La calidad de la uni6n vidrio-Au que se requiere alcanzar
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es dificil de lograr, debido a que ambos materiales presentan diferentes coeficientes de

expansion térmica lo que impide que se unan correctamente al enfriarse.

El nuevo disefio que incluia las mejoras necesarias para superar las limitaciones
descriptas requeria un una celda electroquimica completamente diferente y'cambiar la
posicion relativa entre la celda y el PMT. Por lo tanto, se disefié y construy6 una celda de
teflén en forma de cilindro con un orificio en su base, en el cual se colocé una ventana
circular de cuarzo para permitir la salida de luz por el fondo de la misma, tal como se
muestra en la Figura 17. Esta modificacién permite utilizar electrodos comerciales tipicos
y evita la engorrosa utilizacién de electrodos con una inclinacién de 90°. Por otra parte, la
nueva celda posee una tapa a rosca que permite un acceso facil al interior de la celda y

ademas, posee un orificio en su centro que garantiza una ubicacion fija para el electrodo.

Nueva eclda

para EQL

Figura 17. Nuevo instrumento para ECL en la UNRC. a) Nueva celda electroquimica de tefién. b)
Vista inferior de la celda: se observa la ventana de cuarzo y los electrodos permanecen fijos en el
nuevo disefio. ¢) El PMT se encuentra debajo de la celda y mas proximo al electrodo emisor de luz.
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Como consecuencia del nuevo disefio de celda fue necesario modificar la ubicacion
del fotomultiplicador. El detector de ECL, el cual es el mismo que se usé en el
equipamiento original, se ubicd debajo del soporte que sostenia la celda. De este modo, la
nueva celda electroquimica tiene algunos beneficios respecto de la celda electroquimica

convencional:

- Los electrodos se encuentran fijos respecto de la celda y pueden ser ubicados en
el espacio de manera reproducible.

- Se pueden emplear distintos materiales para el electrodo de trabajo: Au, Ag, Pt,
C.

- Permite la utilizacidén de electrodos comerciales.

Finalmente, se procedié a validar el nuevo arreglo experimental mediante la
utilizacién del sistema ampliamente estudiado como es el Ru(bpy)s**/TPrA. En la Figura
18 se puede visualizar una sefial de ECL tipica en funcion del tiempo con su
correspondiente respuesta de corriente, luego de aplicar dos saltos consecutivos de
potencial entre un E;: 0 V y un Ez 1,1 V en el sistema Ru(bpy)s>*/TPrA. De esta manera se

pudo comprobar el correcto funcionamiento del nuevo disefio experimental.
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Figura 18. a) y ¢) Respuesta de corriente (i) en funcién del tiempo para uno y dos saltos de
potencial respectivamente. b) y d) Respuesta de ECL en funcién del tiempo para uno y dos saltos de
potencial respectivamente. Sistema de estudio: Ru(bpy);>*/TPrA(1 mM/25 mM)en buffer de fosfato
(0,1 M, pH 8). Electrodo de trabajo: Pt (A=0,029 cm®). (Amplitud del pulso de potencial: 0,2 s y 10
s entre cada par de pulsos sucesivos). Tiempo de integracion para la sefial de ECL: 100 mseg.
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4.3.2. Equipamiento para ECL: medicion de espectros de ECL

Para obtener los respectivos espectros de ECL se utilizdé un fluorémetro
convencional con algunas modificaciones especificas que se describirdn a continuacion.
Los espectros de ECL se obtuvieron al posicionar la celda electroquimica en un soporte
especialmente disefiado que permite ser adaptado al porta muestra de un
espectrofluorometro SPEX Fluoromax Instrument (unidad espectrofotométrica, Figura
19a), el cual mediante su monocromador permite discriminar la intensidad de luz emitida
por el electrodo de trabajo en diferentes longitudes de onda y de esta manera poder obtener

un espectro de ECL. Dicho soporte se disefio y construyd en nuestro laboratorio.

Slitde entradn
hacta el monocromodor

Figura 19. Equipamiento para medir espectros de ECL en la UNRC. a) Soporte de la celda
electroquimica adaptado a la cavidad oscura del fluorémetro. b) Conexién eléctrica entre el
potenciostato (unidad electroquimica) y el fluorémetro (unidad espectrofotométrica).

Posteriormente, se conectd eléctricamente la celda a un potenciostato (unidad
electroquimica, Figura 19b) mediante el cual se aplican saltos consecutivos de potencial,
entre un potencial inicial y un potencial final, que permiten obtener las especies radicalarias
necesarias para la consecuente emision de luz. Durante estos experimentos se tuvo especial

cuidado en obstruir toda posible entrada de luz al detector que no provenga de la celda.
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Finalmente, se procedido a validar la adaptacion instrumental realizada en el
fluorébmetro para poder registrar espectros de ECL. Para ello, se prepar6 una solucion 1
mM de Ru(bpy)s*" en ACN y 0,1 M TBAHFF como electrolito soporte, se la colocé dentro
de la celda electroquimica y se burbuje6 con Ar para desoxigenar. Luego, se coloco dicha
solucién dentro de la celda electroquimica y se la ubicé dentro de la cavidad del
fluorémetro con el electrodo de trabajo perfectamente orientado hacia el slit de entrada del
monocromador. Una vez conectado el potenciostato (unidad electroquimica) a la celda, se
procedi6 a aplicar sucesivos saltos de potencial entre el potencial de pico para el proceso de
oxidacion y el primer proceso de reducciéon de Ru(bpy)s>*. El espectro de ECL resultante
para Ru(bpy);>" en ACN (Figura 20) tiene un méaximo de emisién centrado a 610 nm

aproximadamente, lo que estd en perfecta concordancia con lo reportado en la literatura.>’

2x10’

1x10"
9x10° -
6x10° -

3x10° -

Intensidad de EQL (U.A.)

o
E—

500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 20. Espectro de ECL para Ru(bpy);’* (1 mM) en ACN y 0,1 M TBAPFs como electrolito
soporte. Mecanismo de ECL: aniquilacién de iones.
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5.1. Reactivos
Todos los reactivos quimicos utilizados para la sintesis de nanoparticulas de

carbono fueron adquiridos de proveedores comerciales y se utilizaron sin purificacién
adicional. Los precursores moleculares fueron los siguientes: Acido citrico (Cicarelli, pro
anélisis 99,5 %) y N-octadecilamina (Fluka, 90 %). Los solventes usados fueron: etanol
(Porta, 96%) y acetona (Biopack, 99,40%), mientras que para la purificacién de las mismas
se us¢ Diclorometano (DClIMe, Sintorgan grado HPLC) y metanol (Merck, pro anélisis
99,8%). En cuanto, al material de relleno de la columna cromatografica se utilizé silica gel
(Macherey-Nagel Gmbh&Co0.KG) con un tamaiio de particulas entre 0,040-0,063 mm.

Con respecto a los experimentos electroquimicas los solventes utilizados fueron
previamente purificados segiin se menciona a continuacion:tetrahidrofurano (THF, Aldrich-
Chemical) fue secado previamente mediante reflujo en presencia de sodio (Na) metalico;
acetonitrilo (ACN, Aldrich-Chemical) fue secado durante 24 horas sobre pentdxido de
fosforo (P20s), luego se siguié con una destilaciéon y por ultimo, para eliminar los residuos
de P,Os se destilé sobre carbonato de potasio (K,COs); benceno (BZ, Aldrich-Chemical)
fue secado sobre una columna de alimina activada; dicloroetano (DCIEt, Aldrich-
Chemical) y diclorometano (DCIMe, Aldrich-Chemical) fueron secados sobre tamices
moleculares y carbonato de sodio (Na,COs;, Aldrich-Chemical). Todos estos
procedimientos de purificacién y secado se realizaron previamente al uso de los
correspondientes solventes. Como electrolito soporte se us6 hexafluorfosfato de
tetrabutilamonio (TBAPFg, pureza >99%, Fluka) 0,1 M, el cual fue recristalizadq a partir de
una mezcla de solventes, H-O/Etanol (50:50) y luego, secado en estufa al vadio a 80 °C
durante 24 horas y guardado en un desecador en ausencia de aire.

La sintesis de Ru(bpy); ™ se llevé a cabo a partir del complejo metéalico Ru(bpy);Clz,
(Aldrich-Chemical) y un exceso de perclorato de sodio (NaClO,, pureza >99%, Fluka). La
conversion de Ru(bpy)s;Cl: en sales de aniones percloratos se realizé mediante una reaccién
de desplazamiento de aniones entre los compuestos mencionados anteriormente. Luego, se
obtuvo un solido color naranja, para el cual fue necesario realizar dos recristalizaciones en

una mezcla etanol:acetona (5:1). Por tltimo, se sec6 el sélido puro en estufa al vacio a 80
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C°. Cabe aclarar que la necesidad de desplazar los aniones CI por aniones ClO4 es

deseable desde el punto de vista electroquimico.

Los compuestos electroquimioluminiscente —Ru(bpy);>* y Rubreno— se utilizaron
como fueron recibidos desde Aldrich-Chemical y almacenados al vacio en un desecador. La
serie de colorantes derivados del niicleo BODIPY (Capitulo 5) no son drogas comerciales y
fueron sintetizadas en colaboraciéon con el grupo dirigido por el Prof. Francisco Amat
Guerri del Instituto de Quimica Organica, CSIC Madrid, Espafia. Las soluciones de
colorantes BODIPY’s y Ru(bpy)32+ fueron preparadas con ACN, mientras que para la
solucion de Rubreno se utilizd una mezcla de solventes 1:2 ACN/BZ. Las concentraciones
de todas las moléculas estudiadas fue aproximadamente 1 mM, salvo que se indique lo
contrario en la discusion de cada resultado. Todas las medidas se realizaron a temperatura
ambiente y las soluciones previamente desgasadas con Na.

El glifosato (GLY 96%, Aldrich-Chemical) se empled sin previa purificacion y
para la preparacion de las correspondientes soluciones se utilizé6 como medio un buffer de
fosfato de sodio (pH 8) de calidad analitica, 0,1 M. El agua empleada en todos los
experimentos fue de calidad HPLC.

5.2. Electroquimica.

Los experimentos electroquimicos se llevaron a cabo en un Potenciostato
(AUTOLAB PGSTATI12) controlado con un software electroquimico (GPES 4.9.). En
todos los experimentos se empled una celda electroquimica de tres electrodos. Un electrodo
plano de platino (Pt) de 0,029 cm?’ de 4rea, fue utilizado como electrodo de trabajo, el cual
fue previamente acondicionado por pulido mecénico con aliimina y colocado en un lavador
ultrasoénico por 5 minutos, en agua y acetona. Como contraelectrodo se utilizo un alambre
de Pt con un 4rea superficial aproximada de 2 cm? y un alambre de Ag como electrodo de
pseudo-referencia.

Para el sistema Ru(bpy);°*/GLY se empled como electrodos de trabajo, un electrodo

de Au desnudo y electrodos de Au modificados con diferentes monocapas autoensambladas
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(SAMs) y como electrodo de referencia, un Ag/AgCl (KC], saturado). Para la formacion de
las SAMs se utiliz6 los siguientes alcanotioles: 1-undecanotiol (HS(CH;);0CHs, UDT),
4cido 11-mercapto-undecanoico (HS(CH:),0COOH, MUA) y 11-amino-1-undecanethiol
clorhidrato (HS(CH2);0NH2, AUT). de, y como electrodo de referencia Ag/AgCl (KCl,
saturado).

En cuanto, a la caracterizacion electroquimica de las CNPs se emple6 una celda de
tres electrodos. Un electrodo plano de platino (Pt) de 0,029 cm’ de 4rea fue utilizado como
electrodo de trabajo, el cual se acondiciond previamente por pulido mecénico con alimina
y se lo colocé en un lavador ultrasénico por 5 minutos, en agua y acetona. Como
contraelectrodo se utilizé un alambre de Pt con un 4rea superficial aproximada de 2 cm® y
un alambre de Ag como electrodo de pseudo-referencia. Se utilizaron las técnicas de
Voltamperometria ciclica (VC) y Voltamperometria de Pulso Diferencial (DPV) para llevar
a cabo los experimentos correspondientes, en un potenciostato (AUTOLAB PGSTATI12)
controlado por software (GPES 4.9.). Las corridas de VC se realizaron a velocidad de
barrido de 0,2 V/s mientras que, los parametros experimentales para la DPV fueron los
siguientes: 0,05 V para la altura del pulso de potencial, 60 ms para el ancho del pulso, 200

ms para el periodo y una velocidad de barrido de 0,02 V/s.

5.3. Espectroscopia

5.3.1. Espectroscopia U.V-Visible

Los espectros UV-visibles se obtuvieron en un espectrofotometro de arreglo de
diodos Hewlett Packard 8453, el cual permite trabajar en un intervalo de longitudes de onda
entre 190 y 1100 nm con una resolucién de 1 nm. Para la adquisicion de los espectros en
solucidn se utilizaron celdas de cuarzo (NSG Precision Cell) con un paso 6ptico de 10 mm

y como solvente, salvo que se indique lo contrario, se utilizé DCIMe.
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5.3.2. Espectroscopia de Emision

Los espectros de fluorescencia fueron medidos en un espectrofluorémetro SPEX
Fluoromax Instrument,utilizando celdas de cuarzo (NSG Precision Cell) de 10 mm de paso
6ptico y empleando DCIMe como solvente. El espectro de emisién fue registrado entre 350
y 800 nm aproximadamente, empleando distintas longitudes de onda de excitacién (300,
350, 400, 450 y 500 nm) para explorar el comportamiento del maximo de emisién a cada

uno de los valores elegidos.

El rendimiento cuantico de fluorescencia se midié mediante la comparacién de las
intensidades de emision integrada y los valores de absorbancia de las CNPs con los de la
referencia, 9,10-difenilantraceno (DPA).! El DPA (®=0,90) fue disuelto en ciclohexano
(indice de refraccion (n)=1,427) y las CNPs en THF (n=1,408). Todas las soluciones fueron
desoxigenadas con Ar,. Para los célculos de rendimiento cuantico se siguid la siguiente

ecuacion:

- ERVYT IS
<l>—<l>,¢xlk><Axmza A3)
Donde @ es el rendimiento cudntico de fluorescencia, / el area de emision, 7 el
indice de refraccion y 4 la densidad optica. Cabe aclarar que el subindice R hace mencién

al fluoréforo usado como referencia, cuyo rendimiento cuantico es conocido de la literatura.

5.3.3. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono (‘*C-NMR) se registraron en un
espectrometro Bruker Avance 300 y AMX 500 MHz con tetrametilsilano (MesSi) como
estandar interno y cloroformo deuterado (CDCl3) como solvente. Los desplazamientos
quimicos son reportados en ppm y referenciados a la frecuencia residual del solvente no

deuterado (8: 77,0 ppm para ">C).
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5.3.4. Espectroscopia electrénica de pérdidas de energia (EELS)

Los espectros de EELS fueron realizados en el laboratorio del Prof. Chacamean en San
Antonio, Texas, EE.UU. Dichos espectros se midieron en el modo difraccién con un angulo
de coleccién de 6 mradian aproximadamente .El microscopio electrénico es un JEOL JEM-

ARM 200F que opera a 200 kV y esta equipado con un espectrémetro Tridiem Gatan.

5.3.5. Espectroscopia de ECL

Los espectros de ECL fueron obtenidos al posicionar la celda electroquimica en un
soporte que permite ser adaptado al porta muestra de un espectrofluorometro SPEX
Fluoromax Instrument. Posteriormente, se la conect6 eléctricamente a un patenciostato
(AUTOLAB PGSTAT12). En estos experimentos, se tuvo especial cuidado en obstruir toda
posible entrada de luz al detector que no proviniera del electrodo de trabajo. En la mayoria
de las experiencias se usaron dos tiempos de integracion del espectrofotémetro, uno de 0,2

s y otro de 0,4 s, con un paso de luz de 4 mm (slit de emision).

Cabe mencionar, que con el objetivo de calibrar y controlar el funcionamiento del
equipamiento con respecto los nuevos sistema de estudio se utilizé6 como molécula testigo o
modelo a Ru(bpy);>' (méximo de emisién: 610 nm), cuyas propiedades electroquimicas,
fotofisicas y de ECL son conocidas de la literatura.' De esta manera, se pudieron conseguir
los parametros experimentales necesarios para la obtencion del espectro de ECL en cada
una de los sistemas estudiados. Todas las soluciones fueron cuidadosamente desgasadas

con nitrégeno o argdn de alta pureza y preparadas en THF.

5.4. Deteccion de ECL

La intensidad de electroquimioluminiscencia fue medida usando un
fotomultiplicador (PMT) marca Hamamatzu (H7467-01). La celda electroquimica se

posiciond enfrente del PMT, el cual fue montado sobre una caja metalica y conectado a una
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PC equipada con un software para el procesamiento de sefiales de ECL disefiado en nuestro
laboratorio. Los tiempos de integracion del contador de fotones fueron de 10, 50, 100, 200,
400 y 1000 mseg, segun la intensidad de emision del colorante en estudio. La sefial de ECL
se generd aplicando pulsos de potencial (0,2 s de amplitud), entre los correspondientes
potenciales de oxidacion y de reduccion para cada colorante. Entre cada par de pulsos se
esper6 10 segundos para lograr la estabilizacion del sistema.

En una primer etapa, y con el objetivo de calibrar y controlar el funcionamiento del
nuevo equipamiento se utilizaron moléculas testigo o modelo cuyas propiedades
electroquimicas, fotofisicas y de ECL son conocidas en bibliografia. Para ello, se escogid
como compuestos testigo a Ru(bpy):** (méaximo de emisi6én: 610 nm), 9,10-
difenilantraceno (DPA, maximo de emision: 410 nm) y Rubreno (maximo de emision: 563
nm).2'3

Posteriormente, se llevaron a cabo los célculos correspondientes a las eficiencias o
rendimientos cuénticos de ECL (&) para cada colorante estudiado. Para ello, se integré la
sefial de ECL proveniente del fotomultiplicador, drea de ECL, y se la dividi6 por la
corriente del anodo en estado estacionario, Area de corriente. En el caso de sefiales de
transientes la relacion fue determinada teniendo en cuenta todas las areas de los picos de
ECL y de corriente, durante el tiempo que durd el experimento. Los datos
electroquimioluminiscentes obtenidos para cada soluciéon de colorante fueron relacionados
con los obtenidos a partir de las soluciones de rubreno en 1:2 ACN/BZ y Ru(bpy)s>" en
ACN, permitiendo asi poder calcular eficiencias de ECL relativas a Ru(bpy);** y rubreno,
segln las ecuaciones 4 y 5. La eficiencia absoluta (@, ) de ECL para rubreno es 0,029 en

1,2-dimetoxietano (DME),* mientras que para Ru(bpy)s;** es igual a 0,05 en ACN a 25 °C.*

t Rub :
€a corriente *D e =D Rubrene (4)

4

(Area ECL/ _
Area corriente’/Rubreno
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Area ECLAr
. ea corriente * QRuCr)® _ pt
[Area BCL ] P = Prsiy O
Area corriente’/ru(bpy)2

Los espectros de ECL fueron obtenidos al posicionar la celda electroquimica en un
soporte que permite ser adaptado al porta muestra de un espectrofluorémetro SPEX
Fluoromax Instrument. Posteriormente, se la conectd eléctricamente a un potenciostato
(AUTOLAB PGSTATI12). En este experimento, se tuvo especial cuidado en obstruir toda
posible entrada de luz al detector que no proviniera del electrodo de trabajo. En la mayor
parte de las medidas experimentales, se usaron dos tiempos de integracién del
espectrofotémetro, uno de 0,1 s y otro de 0,6 s, con un paso de luz de 4 mm.

Cabe mencionar, que con el objetivo de calibrar y controlar el funcionamiento del
equipamiento con respecto al nuevo sistema de estudio, las CNPs se utilizé6 como molécula
testigo o modelo a Ru(bpy);’* (maximo de emisién: 610 nm), cuyas propiedades
electroquimicas, fotofisicas y de ECL son conocidas de bibliografia.’ De esta manera, se
pudieron conseguir los pardmetros experimentales necesarios para la obtencién de los
espectros de ECL en cada una de las fracciones obtenidas. Todas las soluciones fueron
cuidadosamente desgasadas con nitrégeno o argén de alta durante 10 minutos para
minimizar el efecto quenching del oxigeno molecular.

La intensidad de electroquimioluminiscencia fue medida usando un
fotomultiplicador (PMT) marca Hamamatzu (H7467-01). La celda electroquimica se
posiciond en frente del PMT, el cual fue montado sobre una caja metdlica y conectado a
una PC equipada con un software para el procesamiento de sefiales de ECL disefiado en
nuestro laboratorio. El tiempo de integracion del contador de fotones fue de 100 mseg,
segun la intensidad de emision de las CNPs en estudio. La seiial de ECL se gener6
aplicando sucesivos saltos de potencial entre ciertos valores y con una amplitud
convenientemente elegida. Durante la medida, entre cada dos pulsos se esperé 10 segundos
para lograr la estabilizacion del sistema. Luego, a fin de comparar la intensidad de la sefial
de ECL en ausencia y presencia de correactante, se realiz6 una experiencia utilizando
peroxido de benzoilo (Sigma-Aldrich, 99,5%) como correactante catédico y aplicando al

electrodo de trabajo pulsos sucesivos entre 0 Vy -3 V,
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6.1. Estado del conocimiento
Desde un punto de vista tecnoldgico, el desarrollo de nuevas sustancias

electroquimioluminiscentes es un 4rea de gran interés debido a que son la materia prima
para la construccién de diodos emisores de luz y otros dispositivos fotoelectrénicos.'” Por
otra parte, la ECL es una técnica que presenta importantes ventajas de tipo analitico, puesto
que combina la alta sensibilidad de las técnicas fluorescentes con el control que otorgan las
técnicas electroquimicas.®!' La bisqueda de nuevos compuestos ECL estables y altamente
eficientes, ya sean de naturaleza organica o inorganica, es un tema de gran relevancia
dentro de la ECL (por ejemplo, marcadores ECL para aplicaciones analiticas, pruebas en

inmunoensayos, etc.).

Idealmente, los sistemas moleculares que presentan electroquimioluminiscencia
(ECL) deben ser capaces de generar cationes y aniones radicales con las siguientes
caracteristicas: a) ser estables, incluso después de ser expuestos a sucesivos ciclos de
potencial y b) tener suficiente energia para producir estados excitados que emitan luz con
un alto rendimiento de emisién.'>'> Entre los miltiples sistemas moleculares organicos
ECL se encuentran los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), tales como rubreno y
9,10-difenilantraceno (DPA) entre otros. L.os PAHs, exhiben muchas de las caracteristicas
requeridas para generar ECL, entre ellas, cumplen con el criterio de estabilidad y poseen

eficiencias cudnticas de fluorescencia cercanas a la unidad.'?

Aunque un rendimiento cuantico de fluorescencia elevado es un aspecto clave para
la generacion eficiente de sefiales electroquimioluminiscentes, existen solo unos pocos
estudios de ECL basados en colorantes disponibles comercialmente con eficiencias de
fluorescencia elevadas, como la rodamina B.'*'> En general estos estudios han mostrado
que la capacidad de estos colorantes para generar ECL es baja debido a la inestabilidad que
presentaban los iones radicales como consecuencia de formacion de productos secundarios

incapaces de producir ECL.'*'®

En 1968, Treibs y Kreuzer sintetizaron una nueva familia de colorantes basada en el
nicleo difluoro-boroindaceno o boro-dipirrometeno (BODIPY, Figura 21a) que consiste

en dos anillos pirrolidinicos unidos entre si por un grupo metino y un grupo BF,."” Los
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colorantes BODIPY representan una clase importante de moléculas que se caracterizan por
poseer fuertes bandas de absorcién y emision en la region visible del espectro
electromagnético, una alta fotoestabilidad y un pequefio corrimiento de Stokes.'®*?° Sin
embargo, el reconocimiento del potencial de estas estructuras por la comunidad cientifica
recién apareci6 luego de diez afios, hacia finales de la década de 1980. Por ejemplo, recién

a comienzos de 1990 Boyer y Pavlopoulos propusieron el uso de estos colorantes como

materiales laseres.?' 2
a) b)

1 8 7
Z2ndPh

2 /N\4,N y), 6
3 Bl s B,

F F F F
Nicleo BODIPY PM 567

Figura 21. a) Estructura molecular del nicleo BODIPIY. b) Estructura molecular del PM 567.

Los colorantes BODIPY muestran eficiencias laser y fotoestabilidades similares o
superiores a los derivados de la rodamina, probablemente estos altimos se encuentren entre
los colorantes laseres mas ampliamente usados. No obstante los colorantes BODIPY, a
diferencia de las rodaminas, no forman agregados incluso a concentraciones relativamente

% Debido a estas ventajas sobre los colorantes fluorescentes tradicionales, los

altas.
complejos BODIPY se han utilizado en la mayoria de las areas donde se emplean
colorantes fluorescentes, como ser: laseres de colorantes, fotosensibilizadores, sondas

fluorescentes para bioimagenes in vivo y dispositivos 6pticos.'®*>!

Ademds, se han disefiado derivados del nicleo BODIPY para aplicaciones
analiticas, tal como sondas de pH o reconocimiento de distintos aniones y cationes
metalicos.’? En la literatura se encuentran numerosos estudios para la determinacién de
Fe*®, Ca™®, Hg', Cd", CN, nitroxilos (HNO), aminoé4cidos fosforilados y otras sondas

« . -30
fluorescentes sensibles y selectivas.®**
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Desde el punto de vista de la ECL, el interés por esta familia de colorantes radica en
el hecho de que sus propiedades espectroscopicas y electroquimicas dependen de la
ubicacién y naturaleza de los grupos sustituyentes ubicados en la periferia |del nucleo
BODIPY.>**53 A pesar de ello, la mayor parte de la literatura relacionada con los
derivados BODIPY se ha centralizado en sus propiedades fotofisicas. Solo unos pocos
estudios realizados en los dltimos 15 afios han investigado las propiedades electroquimicas

y ECL de estos compuestos.*>*°-%

Lai y Bard se encuentran entre los primeros investigadores que reportaron ¢l estudio
de las propiedades fotofiscas, electroquimicas y electroquimioluminiscentes de cinco
colorantes BODIPY.*® En este conjunto de colorantes se modificé el grupo sustituyente en
las posiciones 2, 6 y 8 mientras las posiciones restantes no eran alteradas y en todos los
casos los sustituyentes eran grupos alquilicos. Los rendimientos cuanticos de fluorescencia
resultaron ser elevados y cercanos a la unidad debido al alto grado de sustitucion y el efecto
inductivo de los sustituyentes. Sin embargo, la modificacion de los grupos sustituyentes en
las posiciones 2, 6 y 8 afecté considerablemente el comportamiento electroquimico y

electroquimioluminiscente.

En este sentido, los colorantes que tenian todas las posiciones del nucleo BODIPY
(Figura 21b) bloqueadas por grupos alquilicos mostraron un comportamiento
electroquimico reversible tanto para el proceso de oxidacién como para el de reduccién y
una sefial de ECL moderadamente intensa. Mientras que el colorante que tenia atomos de
hidrégeno en las posiciones 2, 6 y 8 exhibié procesos de oxidacién y reduccion
irreversibles, con lo cual no se observd una sefial de ECL. No obstante, la sustitucion de la
posicién 8 por un grupo metilo permitié estabilizar el anién radical dando lugar a una
reduccion reversible y a la observacion de una pequeila sefial de ECL mediante la adicién
de un correactante catddico. Mediante lo cual Lai y Bard propusieron que la falta de grupos
sustituyentes en las posiciones 2 y 6 da lugar a la formacion cationes radicales muy
reactivos que pueden participar en reacciones quimicas homogéneas, como la
polimerizacion oxidativa, provocando la pérdida de la sefial de ECL o una sefial de muy

baja intensidad.*’
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Los estudios basados en el comportamiento electroquimico de los colorantes
BODIPYs resulta de gran utilidad para conocer sus propiedades redox y encontrar
relaciones utiles entre la estructura molecular y la estabilidad de los iones radicales, para
que junto con las propiedades Opticas, puedan contribuir al disefio de nuevos colorantes con
propiedades especificas y ampliar sus potenciales aplicaciones. En este sentido y con el
objetivo de encontrar nuevos colorantes para la producciéon de ECL se disefié una serie de
moléculas derivadas del nicleo BODIPY (Figura 22), en las cuales se introdujo cambios
estructurales sistemdticos que permitan la correlacion de sus propiedades optoelectronicas

con su estructura molecular.

Grupo PnR

n R
P10OH 1 OH
P2CO,H| 2 COH
PlAc 1 OCOMe
P3IMA 3 OCOCMe)=CH,
PSAc 5 OCOMe
P10Ac 10 OCOMe
Grupo PIAr,R
L n R
P1AriCl 0 Cl
P1Ar3Br | 3 Br
Pi1AriAc [ 1 OCOMe
P1Ar3Ac | 3 OCOMe

Figura 22. Estructuras moleculares y acrénimos de los colorantes BODIPY.

Todos los colorantes estudiados son derivados del colorante comercial PM 567, sin
embargo la diferencia estructural que existe entre ellos es el grupo sustituyente ubicado en
la posicién 8 del PM 567 (Figura 22). En general, se cambi6 la capacidad donora-aceptora
de electrones del grupo sustituyente y se vario6 el largo de la cadena carbonada que lo separa

del anillo central. El conjunto de colorantes es dividido en dos grupos: en uno de ellos el
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sustituyente en la posicion 8 (de color azul en la Figura 22) se encuentra separado del
anillo central por una cadena saturada de dtomos de carbono mientras que en el otro, el
sustituyente (color rojo en la Figura 22) se halla distanciado por un grupo conjugado, en
este caso un anillo benceno. Para evaluar el potencial de ECL en los colorantes elegidos se
realizaron estudios de absorcion y emision de luz para conocer sus propiedades fotofisicas
y estudios de voltamperometria ciclica para evaluar sus propiedades redox. El analisis
conjunto de los resultados obtenidos permiti6 establecer una relacion entre sus propiedades

optoelectrénicas y los pardmetros estructurales modificados.

6.2. Caracterizacion espectroscopica: Fotofisica de los colorantes BODIPY

Como ya se menciond, los colorantes BODIPY se caracterizan por absorber luz en
la regidn visible del espectro electromagnético y presentar una emision de fluorescencia
con rendimientos elevados.**7? Los perfiles de absorbancia y fluorescencia son agudos y
se encuentran ligeramente desplazados entre si lo que da lugar a un pequefio corrimiento de
Stokes. En general, la posicion de las bandas de absorcion y de fluorescencia es
practicamente independiente de la polaridad del solvente en el que se encuentran disueltos.
Este tipo de complejos son estables en el intervalo de pH fisiolégico y solamente se
descomponen bajo condiciones fuertemente acidas o bésicas.’’ Finalmente, poseen una
gran versatilidad y robustez quimica como asi también una alta estabilidad térmica y
fotoquimica, caracteristicas muy importantes a la hora de elegir materiales para la

. . o 9
construccion de dispositivos.'®?

El conocimiento de las propiedades fotofisicas de estos sistemas es importante no
solo debido a sus potenciales aplicaciones intrinsecas sino también, en el disefio de nuevos
colorantes con propiedades especificas. De hecho, en la literatura existen estudios que han
establecido una correlacion entre las propiedades fotofisicas y las caracteristicas laser de
muchos de los colorantes BODIPY. Por ejemplo, mediante la variacion de la estructura
molecular del croméforo (efecto de grupo sustituyente) y las condiciones del entorno

(efecto de solvente, incorporacién en materiales sé6lidos y rigidos, etc).ss'“ No obstante, el
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objetivo de este estudio esta enfocado en encontrar una correlacion entre la variacion de la
estructura molecular y las propiedades optoelectronicas en general, incluyendo propiedades

fotofisicas, electroquimicas y de ECL.

Por lo tanto, con el fin de evaluar si la generacion de ECL es un proceso
energéticamente posible se estudiaron las propiedades 6pticas de los colorantes BODIPY
derivados de PM 567. Para ello se registraron los respectivos espectros de absorcion y de
fluorescencia a fin de determinar la energia del estado emisivo (E£ypy) de cada una de las
moléculas estudiadas, el cual conjuntamente con parametros electroquimicos —en particular
el AE—( Tabla 3) permiten determinar la viabilidad del fenomeno
electroquimiluminiscente. En términos generales, la forma y la posicion de las bandas de
absorcion y de fluorescencia de los colorantes estudiados son similares a los reportados en
la literatura para derivados del colorante PM 567.>°4%%° En |a Figura 23 se muestran las
curvas espectrales representativas para la serie de compuestos nombrados genéricamente
como PnAc y P3MA. Estas cuatro moléculas —P1Ac, P5Ac, P10Ac y P3MA- poseen en
comin como un grupo acetiloxi que actiia como aceptor de electrones en la posicién 8 del
centro BODIPY y difieren en el largo de la cadena saturada que une dicho grupo al nicleo
BODIPY. En la Tabla 2 se detallan los parametros espectroscépicos expresados como
maximos de absorcién (Aqss), maximos de emisién (A7) y los valores de la energia de

transicion cero-cero (E, ) para todos los compuestos analizados.
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Figura 23. Espectros de absorcién (—) y de fluorescencia (—) en ACN para la serie PrjAc y para
P3IMA.
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En la Figura 23 se observa que para la molécula P1Ac, tanto la banda de absorcion
como la de fluorescencia se encuentran desplazadas batocromicamente con respecto al
colorante PM 567. Se observa que a medida que crece la longitud de la cadena carbonada
(simbolizada con la letra “n” en la Figura 22), desde P3MA, P5Ac hasta P10Ac, los
parametros espectroscopicos detallados en la Tabla 2 tienden a alcanzar los valores
correspondientes de PM 567. Estos resultados experimentales sugieren que el efecto del
sustituyente acetiloxi en la posicion 8 sobre las propiedades fotofisicas de los derivados del
PM 567 se debe a una interaccion intramolecular de atraccion de electrones por efecto
inductivo a través de la cadena no conjugada (Figura 1). En este sentido, es de esperar que
el efecto de atraccion de electrones por parte del grupo acetiloxi sea mas importante a
medida que la longitud de la cadena no conjugada de unién sea mas corta, es decir se
encuentre espacialmente mds cercano al centro BODIPY. En la Figura 23 y en la Tabla 2
se observa que el compuesto P1Ac es el que presenta mayor corrimiento batocrémico del
maximo de absorbancia y de fluorescencia, lo cual estd en acuerdo con lo visto en

bibliografia para compuestos similares.**%

En consonancia con la descripcion anterior, el desplazamiento a menores energias
en los maximos de absorcion y emision se hace mas débil a medida que la longitud de la
cadena carbonada aumenta. En resumen, a partir de los datos expresados en la Tabla 2 se
concluye que la presencia del grupo acetiloxi en la posicién 8 del centro BODIPY no
modifica considerablemente las propiedades fotofisicas del croméforo central cuando la
cadena hidrocarbonada de enlace es superior a 2-3 unidades de metilenos. En la molécula
P3MA la incorporacion, al final de la cadena de enlace, de un grupo acriloilo (Figura 22)
permite unir covalentemente la molécula de colorante con metil metacrilato formando una
matriz compolimérica, sin provocar modificaciones importantes en la fotofisica del
colorante.®® Estos aspectos son esenciales, por ejemplo en el desarrollo de dispositivos

optoelectrénicos como detectores ECL o laseres en estado solido. 2%
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Tabla 2. Propiedades espectroscépicas

Colorante Aab A Ew (eV) AscL ' @
nm (eV) nm (eV) nm (eV)
PlAc 535(2,31) 553(2,24) 2,29 571 (2,17) 0,015 0,0269

P3IMA 517(2,4)  527(2,35) 2,38 542 (2,28) 0,0014 0,0039
P5Ac 516 (2,4) 529(2,34) 2,37 533 (2,32) 0,813 1,35
P10Ac 516 (2,4) 525(2,36) 2,39 - 0,0091 0,0668
P1OH 535(2,31) 557(2,23) 2,27 ——- — ——
P2CO,H 519(2,39) 534(2,32) 2,36 — - —
P1ArCl 523 (2,37) 532(2,33) 2,37 — ———- ==

PIAr3Br 520(2,38) 527(2,35) 2,36 — Muy bajo Muy bajo
PIAr3Ac  521(2,38) 531(2,33) — 0,0067  0,0153
PlArlAc 521 (2,38) 531(2,33) 548 (2,26) 0,0228  0,0735
PM567° 514(241) 531(233) 2,37 550 (2,25) 0,009

'Rendimiento cuéntico de ECL. para cada colorante relativo a Rubreno.
Rendimiento cuantico de ECL para cada colorante relativo a Ru(bpy)s>*

*Datos espectroscopicos obtenidos de bibliografia.*

El colorante P1IOH presenta un comportamiento fotofisico similar al mencionado
anteriormente para P1Ac (Tabla 2 y Figura 24). El corrimiento a menores energias de los
maximos de absorbancia y fluorescencia con respecto al colorante modelo PM 567,
también es debido a la incorporacién de un grupo aceptor de electrones (-OH) unido por un

metileno a la posicion 8 del centro BODIPY.

Por otra parte, para el colorante P2CO;H el maximo de absorcién y de emision de
luz presenta ligeros corrimientos con respecto al PM 567 (Tabla 2 y Figura 24), lo cual se
asemeja al comportamiento de los colorantes de mayor longitud de cadena de enlace del

conjunto PnAc. De acuerdo a lo analizado anteriormente, en este caso el grupo Tarboxﬂico
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aceptor de electrones ejerce un efecto menor sobre el croméforo debido a la mayor
distancia de separacion al anillo central, ya que la cadena de unién tiene dos unidades de

metilenos en lugar de una unidad, como en P1Ac y en PIOH.

Absorbancia
('v’n) pepisusiu

400 450 500 550 600 650 700

Absorbancia

("v'n) pepisuaju)

400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 24. Espectro de absorcioén (—) y de fluorescencia (--) en ACN.

Finalmente, se estudi6 la serie de P1 Ar,R que tienen un grupo p-fenilo como parte
de la cadena de uni6n entre el grupo sustituyente y el nicleo BODIPY. En la Figura 25 y

en Ja Tabla 2 se puede observar que los maximos de las bandas de absorcion y de
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fluorescencia se desplazan hacia valores de energias mas bajas con respecto al colorante
modelo PM 567. No obstante, dicho corrimiento es menor que los observados para la serie
PnAc, donde la cadena de enlace al anillo central del PM 567 es una cadena saturada
(Tabla 2). Del mismo modo que en los analisis previos, este comportamiento se puede
explicar en funcion de la capacidad aceptora de electrones que tiene los grupos
sustituyentes a través de la cadena de unidn sobre el nicleo del croméforo. Por lo tanto, los
resultados indican que el efecto inductivo de estos grupos es mas débil, ya que se observan

menores desplazamientos batocrémicos que los observados en la serie PnAc.

Es importante notar que este comportamiento se manifiesta de manera semejante
para los colorantes P1Ar3Br y P1AriCl que poseen sustituyentes con mayor caracter
atractor de electrones que el grupo acetiloxi (Tabla 2). En el caso de P1Ar3Br, el 4tomo
electronegativo de Br se encuentra mas alejado del cromoforo central, provocando menores
corrimientos batocromicos de los maximos de absorcion y de fluorescencia en comparacion
con el P1Ar1CL. Este efecto es similar al mostrado anteriormente por los colorantes P3MA,

P5Ac y P10Ac.
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Figura 25. Espectro de absorcion (—) y de fluorescencia (--) para la serie P1Ar, en ACN.

Todos estos resultados sugieren que la presencia del grupo p-fenilo en la posiciéon 8
del nicleo BODIPY, no introduce cambios importantes en las propiedades fotofisicas,
indicando de esta manera la ausencia de interacciones electronicas entre los electrones 1t del
centro emisor y el anillo aromético. Posiblemente, el comportamiento observado para el
conjunto de colorantes P1Ar, se deba al efecto estérico que obliga al grupo fenilo rotar con
respecto al plano del anillo central del PM 567 impidiendo cualquier interaccién posible
entre ambos sistemas aromaticos. De hecho, los cédlculos de mecianica cuantica reportados
en la literatura revelan que el grupo p-fenilo se dispone con una configuracion casi
perpendicular (con un angulo diedro de 87,9°) respecto al anillo del PM 567.57 Esta

disposicion estructural podria deberse a las restricciones impuestas por los grupos metilos
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en las posiciones 1 y 7 del croméforo central PM 567 (Figura 21).%” Esta hipotesis esta de
acuerdo a los estudios reportados por Lai y Bard, en donde se menciona que el niicleo
BODIPY, sin grupos sustituyentes en las posiciones 1 y 7, mantiene una conformacion casi
coplanar con el grupo fenilo ubicado en la posicién 8.*° En este caso, se logran cambios

importantes en las bandas de absorcion y de fluorescencia.

6.3. Caracterizacion electroquimica

Se realizaron estudios electroquimicos con el objetivo de conocer sus propiedades
de oxidacién-reduccion, las cuales a su vez permiten establecer una relacion entre la
estructura de las moléculas bajo estudio y sus propiedades. De la misma manera, estos
estudios permitieron encontrar relaciones entre la estructura y la estabilidad de los iones
radicales, que conjuntamente con los estudios espectroscépicos que se describieron
previamente pueden contribuir al disefio de nuevos compuestos con propiedades adecuadas

para su empleo como colorantes para aplicaciones en ECL.

Los experimentos de voltamperometria ciclica realizados a las moléculas estudiadas
permitieron: por un lado, conocer la energia de formacion de los cationes y aniones
radicales mediante los potenciales de oxidacién y reduccién respectivamente y por otro
lado analizar la estabilidad de los iones radicales formados analizado la reversibilidad del

proceso electroquimico en cuestion.

Como se menciond anteriormente, todos los colorantes estudiados son derivados de
la molécula PM 567 (Figura 21 y 22), cuya estructura molecular muestra todas las
posiciones del nucleo central sustituidas por grupos alquilos. El proceso de oxidacion y
reduccién de esta molécula presenta un comportamiento Nernstiano de un electrén con la
formacién de iones radicales estables.” Ademas, en todos los colorantes estudiados, se
observé una relacion lineal entre la corriente de pico (ip) y la raiz cuadrada de la velocidad

de barrido (v). Esto indica que todos los procesos electroquimicos, ya sea de oxidaciéon o
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reduccion, se controlan por la difusion de los colorantes desde el seno de la solucién hacia

la superficie del electrodo.®®

La reversibilidad electroquimica de centros BODIPY depende del tipo de grupos
sustituyentes.*>***7%° Se ha observado que la ausencia de sustitucion en las posiciones 1, 2,
3,5, 6 0 7 (Figura 21) causa inestabilidad del catién radical producido durante el proceso
de oxidacion, mientras que la ausencia de sustitucion en la posicion 8 causa inestabilidad
del ani6n radical producido durante el proceso de reduccion. Estas observaciones se
corresponden con la distribucién de densidades electrénicas en el nucleo BODIPY.* Por
consiguiente, los cationes y aniones radicales derivados del PM 567 son estables, la
presencia de grupos sustituyentes en todas las posiciones del centro redox estabilizan los
iones radicales impidiendo la formacion de dimeros y el ataque de especies nucleofilicas y

electrofilicas.

Basado en lo descripto anteriormente, por tratarse de centros BODIPY
completamente sustituidos, se espera los iones radicales formados a partir de los colorantes
bajo andlisis en este estudio sean estables. Sin embargo, los grupos funcionales que
sustituyen al niicleo BODIPY pueden afectar sus caracteristicas electroquimicas. Por lo
tanto, se debe considerar que las caracteristicas electroquimicas propias del grupo
sustituyente ubicado en la posicién 8 puede alterar la estabilidad de los aniones radicales
como consecuencia de reacciones inherentes al mismo. Adicionalmente, se presupone que
el cardcter donor-aceptor de electrones del grupo sustituyente en la posicion 8 afecte

sensiblemente la energia de formacion del anién radical.

Las Figura 27-28 muestran los voltamperogramas ciclicos (VCs) para el conjunto
de colorantes estudiados (con la estructura molecular de cada colorante inserta), mientras

que los parametros electroquimicos obtenidos a partir de ellos se resumen en la Tabla 3.

Al igual que ha sido reportado para otras moléculas que contienen centros BODIPY
sustituidos, los VCs muestran que todos los colorantes analizados presentan un proceso de
oxidacion y reduccion monoelectronico.*®®® La serie de colorantes bajo estudio (Figura

21), al igual que el compuesto modelo PM 567, poseen todas las posiciones del nucleo
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BODIPY bloqueadas. Mientras que en la posicién 8 se varia sistematicamente la capacidad
donora y aceptora del grupo sustituyente, las posiciones 1, 2, 3,5, 6 y 7 permanecen fijas
encontrandose sustituidas por grupos alquilos. Especificamente grupos metilos (—~CH3) en
las posiciones 1, 3, 5y 7 y grupos etilos ((CH>CH3) en las posiciones 2 y 6. Desde este
punto de vista se espera la formacion de cationes radicales estables durante el proceso de
oxidacion. En efecto, se puede observar que los procesos de oxidaciéon son en todos los
casos electroquimicamente reversibles, indicando que el sustituyente en la posicion 8 —sin
importar su naturaleza— no afecta la estabilidad del cation radical formado, descartando asi
la posible oxidacion de los grupos sustituyentes empleado en el estudio. Por lo tanto, en la
totalidad de los colorantes bajo anélisis se puede asignar el proceso de oxidacion al niicleo
BODIPY.

El caracter aceptor de los grupos sustituyente en la posicion 8, al igual de lo que se
mostré en las propiedades fotofisicas, también produce un aumento en la energia necesaria
para la formacion del cation radical o incremento en el potencial de oxidacién comprado
con el compuesto de referencia PM 567. Por ejemplo, si se analiza la serie P1Ac, P3AMA,
P5Ac y P10Ac puede observarse que la capacidad aceptora de electrones de los grupos
acetiloxi causa un aumento en el potencial de oxidacién al cual los colorantes forman el
cation radical (Figura 26). Asimismo, se advierte que mientras menor es el niimero de
unidades metilenos que separa el centro BODIPY del grupo acetiloxi —P1Ac (1,12 V),
P3MA (1,075 V), P5Ac (1,09 V), P10Ac (1,05 V) y PM 567 (1,02 V)- mayor es el

potencial de oxidacion del colorante.

La pequefia alteracion en la tendencia en el caso del colorante P3MA puede deberse
a la presencia del doble enlace contiguo al carbonilo, el cual reduce levemente su capacidad
aceptora de electrones como es caracteristico en los compuestos carbonilicos «,5-no
saturados. Estas observaciones, en conjunto con los datos fostofisicos, refuerzan la idea de
que el grupo acetiloxi unido por cadenas alifaticas —no conjugado electrénicamente— con el
centro BODIPY en la posicién 8, actia como un atractor de electrones por efecto inductivo.
Un efecto similar se observa al comparar el conjunto de moléculas denominadas como

PnAc con los colorantes que contienen el grupo acetiloxi unido mediante una cadena
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alifatica a un grupo fenilo en la posicion 8 del centro BODYPY —-PlArtAc (1,3 V) y
P1Ar3Ac (1,22 V).

Por otra parte, se estudié como se afecta la estabilidad de los aniones radicales con
la variacién del grupo sustituyente en la posicion 8. A diferencia de lo observado para el
proceso de oxidacién, cuando se analiza el proceso de reduccion se observa que la
respuesta catddica es sensible a la naturaleza del sustituyente ubicado en la posicién 8
(Figura 26-28 y Tabla 3). Lo primero que se observa, es que en general los compuestos
mas faciles de reducir -P10OH (-0,89 V) y P1Ac (-0,99V)~ comparados con el compuesto
modelo PM 567(-1,29 V), son los mismos que presentan los mayores corrimientos hacia
menor energia de los maximo de absorcién y fluorescencia. Estos resultados refuerzan la
idea basada en que la presencia de grupos atractores de electrones no conjugados con el
anillo central del colorante BODIPY, atraen electrones por efecto puramente inductivo lo
cual se refleja en que el grupo HO—, con mayor poder atractor que el grupo CH3;-C(=0)-O—,
posee un menor potencial de reduccion.Esta misma tendencia, y en consonancia con los
datos espectroscopicos, se observa al analizar de manera general la serie de colorantes
sustituidos por grupos acetiloxi: P1Ac, P3MA, P5Ac y P10Ac. En la seriec PnAc (Figura
26) el potencial de reduccion aumenta a medida que se incrementa el nimero de metilenos
que separa el grupo éster del anillo BODIPY. De la misma manera que fue descripta para el
proceso de oxidacion, la pequefia alteracién en la tendencia para el caso del colorante
P3MA puede deberse a la presencia del doble enlace contiguo al carbonilo, el cual reduce

levemente su capacidad aceptora de electrones.

Finalmente, el efecto inductivo se hace también evidente al analizar la serie P1Ar,
En todos los casos los potenciales de reducciéon —en el intervalo que se extiende desde -
0,995 a -1,19 V- son mas bajos que el del compuesto modelo PM 567 (-1,29 V). El
comportamiento electroquimico de la totalidad de colorantes analizados esta en completa
concordancia con los datos espectroscopicos analizados en la seccion anterior. En todos los
casos se observa una disminucion del potencial de reduccion a medida que la atraccién de

electrones por efecto inductivo se hace mayor.
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P1Ac

E (V) vs. Ag/AgCI

Figura 26. Voltamperogramas ciclicos de una solucién 1 mM de cada colorante en ACN con 0,1 M
TBAPFs como electrolito soporte a 0,2V s™.
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Figura 27. Voltamperogramas ciclicos de una solucién 1 mM de cada colorante en ACN con 0,1 M
TBAPF, como electrolito soporte a 0,2V st

A continuacion se discuten brevemente los posibles mecanismos involucrados en la
reduccion de los colorantes bajo estudio teniendo en cuenta la electroquimica de los grupos
funcionales sustituyentes. Por ejemplo, los colorantes P2CO,H, PIOH y Pl1AriCl
presentaron procesos de reduccion irreversibles, sugiriendo que la presencia de acidos
carboxilicos, alcoholes alifaticos y halogenuros de bencilo provocan cierta inestabilidad en
los aniones radicales formados durante el proceso de reduccion. Por consiguiente, el

comportamiento electroquimico observado para colorantes con este tipo de grupos
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sustituyentes en la posicion 8 del anillo BODIPY, los excluye como posibles candidatos

para ser utilizados en la generacién de ECL.

En particular, se conoce de literatura que la reduccién electroquimica del grupo
carbonilo cuando se encuentra como sustituyente en moléculas organicas aromaticas o
alifaticas, puede generar varios productos segiin las condiciones de reaccion.®® En el
presente estudio, el mecanismo mas probable involucra la deprotonacion del acido con la
consecuente reduccion de los protones provenientes del dcido para dar hidrogeno gaseoso y
el correspondiente anién carboxilato.®® Por ejemplo, el 4cido acético en solucién de ACN y
0,1 M TEAP muestra un pico de reduccion irreversible a -2 V vs. ECS.® Luego, Ia
electrdlisis a potencial controlado a -2,3 V demuestra que el proceso electroquimico
involucrado es la reduccion de los protones provenientes del 4&cido mediante la observacion
del desprendimiento de hidrogeno gaseoso en el catodo (Esquema 15). Sin embargo, no se
observa un segundo pico en la ventana electroquimica del solvente, indicando que los
aniones carboxilatos (—-COO") que quedan después de la reduccion del proton son muy

dificiles de reducir.®®
RCO ,H—< > RCO; +1/2H,

Esquema 15. Reaccion heterogénea para la reduccion catédica de acidos carboxilicos en solventes
orgdnicos.

\

De similar manera, en los alcoholes la ruptura del enlace C-O mediante la
transferencia de electrones desde un catodo es muy dificil, debido a que el potencial de
reduccién de dicho enlace es extremadamente negativo para la ventana electroquimica
accesible de la mayoria de los solventes organicos.®® El mecanismo de reduccién del
compuesto P1OH resulta asi dificil de establecer, sobre todo si se tiene en cuenta que se
trata de dos ondas de reduccidon. La elucidacién del mecanismo operativo requiere de un
estudio mas detallado que, por tratarse de una reducciéon donde el producto de reaccién no
es un radical estable y por tanto no es de utilidad para fines de ECL, se encuentra fuera del

interés en esta Tesis.
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Por su parte, el colorante laser P1Ar1Cl presenta un pico de reduccion irreversible
segin se muestra en la Figura 27. En este caso, el grupo sustituyente ubicado en la
posicion 8 del niicleo PM 567 es un halogenuro de bencilo, especificamente cloruro de
bencilo. Soho y sus colaboradores sugirieron que el cloruro de bencilo se reduce mediante
una transferencia electrénica irreversible de dos electrones para producir el carbanién
correspondiente, el cual queda susceptible al ataque nuclefilico de especies activas en

solucion (Esquema 16).
C4HCH,Cl+2e- — C4H;CH,™ +CI™

Esquema 16. Reaccién heterogénea para la reduccién catédica de cloruro de bencilo en solventes
orgénicos.

Con respecto al grupo de colorantes que posee una funcionalidad éster separada de
la posicion 8 del niicleo BODIPY por una cadena saturada: P1Ac, P3MA, P5Ac y P10Ac se
observa que la respuesta catddica es diferente (Figura 26). En estos casos, se encuentra que
la reduccién electroquimica es reversible. La reversibilidad para el proceso de reduccion,
sumado a la ya descripta para el proceso de oxidacién del colorante, indica cierta
estabilidad de los radicales electrogenerados, lo cual los convierte en potenciales candidatos
para la generacion de fenémenos de ECL. En lo que respecta a la reduccion electroquimica
de moléculas que tienen un grupo éster —P1Ac, P3IMA, P5Ac, P10Ac, PlArlAc y
P1Ar3Ac— en condiciones aprdticas, en general proceden via la produccion del anion
radical en un intervalo de potenciales comprendido entre -0,95 y -1,25 V (Esquema 17) el
cual dependiendo de la estabilidad, puede ser oxidado dando como resultado una onda
reversible o bien sufrir alguna reaccién posterior como puede ser la ruptura para dar el

anion y radical alquilo correspondiente.®®
RCO,R’ «£—RCO,R™

Esquema 17. Reaccion heterogénea para la reduccién catédica de ésteres en solventes organicos.
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Finalmente se analiza la reduccion electroquimica del grupo de moléculas que tiene
la posicion 8 del nucleo BODIPY ocupada por un grupo p-fenilo (Figura 28). En este caso
se observan respuestas reversibles para el P1Ar1 Ac, con alguna complicacién que involucra
al anién radical lo cual no es deseado desde el punto de vista de la generacion de
fendmenos electroquimioluminiscentes y como también ocurre para el PI1Ar3Br y el
P1Ar3Ac. El colorante P1Ar1Cl presenta un proceso de reduccion irreversible como se

describi6 previamente para la Figura 27.

P1ArAc

10,.3}

P1Ar3Br

Figura 28. Voltamperogramas ciclicos de una solucién 1 mM de cada colorante en ACN con 0,1 M
TBAPF¢ como electrolito soporte a 0,2V st |
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Tabla 3. Propiedades electroquimicas

[ Eg;

Colorantes (V vs. Ag/AgCl) (V vs. Ag/AgCl) AE°
PlAc -0.99" 1.12 2.11
P3MA -1.225! 1.075' 2.30
PSAc -1.21" 1.09 2.30
P10Ac -1.26' 1.05' 231
PIOH -0.89% y -1.59* 1.25%
P2CO,H -1.26° 1.152 —
P1AriCl -1.19° 1.03? —
P1Ar3Br -1.13! 1.15' 2.28
P1Ar3Ac -1,05" 1,22 2,27
PlAriAc -0,955" 1,3' 2,25
PM 567* -1,29 1,02 2,31

"Proceso reversible, potencial formal.

2Proceso con complicaciones cinéticas homogéneas, potencial de pico.

Todos los potenciales (V) medidos estan referidos a un electrodo de referencia: Ag/AgCl.
? AE= Egea— Eox en valor absoluto.

*Datos electroquimicos obtenidos de bibliografia.*’

Otro de los parametros de interés en experimentos de ECL es la diferencia entre el
potencial o energia del primer pico de oxidacion y el primer pico de reduccion (AE). Para
los colorantes estudiados el AE varia aproximadamente desde 2,11 hasta 2,31 V. Segun se
muestra en la Tabla 3, el valor de AE varia de acuerdo al sustituyente ubicado en la
posicion 8 del nicleo BODIPY, esto posiblemente implique efectos sobre las propiedades
ECL. En este sentido, si se analiza la familia de colorantes sustituidos por grupos del tipo
alquil éster —P1Ac (2,11), P3MA (2,30), P5Ac (2,30), P10Ac (2,31)- y se los compara con
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el compuesto de referencia PM 567 (2,31), se puede decir que el efecto sobre el AE se hace
evidente solo cuando el grupo —en este caso atractor de electrones— se encuentra muy cerca
del anillo BODIPY. Esto estdA razonablemente de acuerdo con los pardmetros

espectroscépicos (Tabla 2).

6.4. Caracterizacion electroquimioluminiscente

Como ya ha sido mencionado previamente, una estructura molecular con potencial
de generar ECL debe ser capaz de formar especies cargadas estables que permitan un
proceso de aniquilacién con una energética que sea suficiente para formar estados excitados
con capacidad de emitir luz. Teniendo en cuenta esta definicién, se puede predecir que
todos los colorantes derivados del niicleo BODIPY han mostrado capacidad de emision de
luz. Sin embargo, como se mencioné en la seccidn de estudios electroquimicos, los
colorantes: P1IOH, P2CO;H y P1Ar1C] muestran un proceso de reduccion irreversible. Esto
indica que el anién radical formado puede sufrir alguna reaccion homogénea y por lo tanto,
no vivir lo suficientemente en el tiempo para encontrarse con el catién radical y producir el
estado excitado necesario para producir el fenomeno ECL. En concordancia con estas
observaciones, cuando se realizaron experimentos de ECL con estos colorantes en ausencia

de coreactante no fue posible detectar sefial.

Por otra parte, los colorantes: P1Ac, P5SAc, P3MA y PlArlAc poseen las
caracteristicas fotoquimicas necesarias para producir ECL. Ademads, como se sefial6 en los
fundamentos tedricos de la ECL (Capitulo 3), a partir del célculo de la magnitud de la
entalpia de la reaccion de aniquilacion de iones, AHu,, (ec. 1 en Capitulo 3) se puede
evaluar si el proceso de aniquilacién de iones es energéticamente suficiente para producir
ECL. En las Tabla 2 y 3 se observa que los valores de AE son muy cercanos a los valores
de energia del primer estado singlete excitado (Eg.), lo cual predice que la formacion
directa del estado excitado es un proceso energéticamente deficiente. Es decir, la entalpia
(4H4) calculada es menor que la energia (E;) requerida para formar el estado excitado

singlete de mas baja energia. Por lo tanto, los colorantes: P1Ac, P5Ac, P3MA y P1Arl Ac
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tienen el potencial de producir ECL a través de un mecanismo de aniquilacion singlete~

singlete (ruta-S) y triplete-triplete (ruta-T) 444756

Para probar experimentalmente la capacidad de generacion de ECL en las
moléculas: P1Ac, P5SAc, P3AMA y Pl Arl Acse obtuvieron los correspondientes espectros de
ECL. Para ello se aplicaron sucesivos pulsos de potencial (ancho de pulso de 0,2 s) entre
los correspondientes E;»> de oxidacion y reduccion (Tabla 3) en soluciones
aproximadamente 1 mM de PlAc, P5Ac, P3MA y P1AriAc en ACN con 0,1 M de
TBAPFs, como electrolito soporte. La obtencién de los espectros (Figura 29) demuestra la
capacidad ECL de los sistemas estudiados. Con el objetivo de facilitar el anélisis en estas

figuras se muestran también los espectros de absorcion y fluorescencia de cada colorante.

En general, se observo que los espectros de ECL no son simétricos, estos muestran
una cola que se extiende hacia longitudes de onda mas grandes y los maximo de ECL se
encuentran desplazados hacia longitudes de onda mas largas (entre 10 y 20 nm) con
respecto al maximo de fluorescencia correspondiente a cada colorante (Tabla 2). Este s un
comportamiento tipico en sefiales de ECL producidas por sistemas orgénicos, cuyo origen
esta en la naturaleza del mecanismo de generacion de luz. Si se analiza el mecanismo de
ECL en estos materiales, el paso anterior a la generacion del estado excitado emisor de luz
implica el choque de dos especies cargadas opuestamente, es comin que las fuertes
interacciones electrostaticas propicien la formacién de excimeros y exciplejos que emiten a
menor energia.'? Ademas, estos colorantes presentan un corrimiento de Stockes muy
pequefio, lo cual produce un efecto de filtro interno como resultado de las altas
concentraciones del colorante necesarias para obtener las medidas de ECL. Segin se detalla
en la Tabla 2, el miximo de ECL para el colorante PIAc se encuentra desplazado

batocrémicamente respecto del PM 567 aproximadamente en 20 nm.
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Figura 29. Espectros de absorcion (—), fluorescencia (---) y de ECL (°**) en solucién 1 mM de cada
colorantes en ACN con 0,1 M TBAHFs como electrolito soporte. La amplitud de cada pulso de
potencial fue de 0,2 segundos.

Por otra parte, en las moléculas PSAc, P3MA y PlArlAc el desplazamiento a
menores energias en los maximos se hace mas débil a medida que la longitud de la cadena
carbonada aumenta. Sin embargo, si en un analisis mas fino comparamos los corrimientos
de los maximos de fluorescencia y de ECL de P5Ac, P3MA y P1Ar] Ac de con respecto a
PM 567 so observa un mayor corrimiento hipsocroémico del maximo de ECL a medida que
el sustituyente en posicion 8 es mas voluminoso. Por ejemplo, para P1Ac el corrimiento
hacia el rojo del maximo de fluorescencia con respecto a PM 567 es de 22 nm y el
corrimiento en el maximo de ECL es de 21 nm; mientras que en P5Ac el corrimiento de

fluorescencia es de 2 nm hacia el azul y el corrimiento del méximo de ECL es de 17 nm.
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Estas observaciones podrian indicar que el sustituyente ejerce un efecto sobre la sefial ECL
distinto que al que ejerce sobre la fluorescencia. Una posibilidad es que el comportamiento
esté asociado a un efecto estérico que impide la formacién de excimeros y exciplejos. Sin
embargo, para probar mas fehacientemente esta hip6tesis estudios mas excautivos, fuera del

alcance de esta Tesis, deberian realizarse en una nueva serie de moléculas disefiadas para

este fin.
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Figura 30. Respuesta cronoamperométrica y de ECL luego de sucesivos pulsos de potencial para
una solucién 1 mM de P10AC en ACN con 0,1 M TBAPF, como electrolito soporte. Electrodo de
trabajo: Pt (A=0,0766 cm?2). (Amplitud del pulso de potencial: 0,2 segundos y 3 segundos entre
cada par de pulsos sucesivos).

Por otra parte, se determind la eficiencia de ECL (@) para los colorantes con

capacidad de generacion de ECL relativa a rubreno y Ru(bpy)s>*, dos sistemas estandares
de eficiencia conocida.'? Para ello, se comparé el nimero de fotones emitidos con la carga

eléctrica involucrada en la reaccion ion-aniquilacion segun las ecuaciones 4 y 5 detalladas
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en el Capftulo 5. En la Figura 30 se puede visualizar una sefial tipica de ECL en funcion
del tiempo con sus correspondientes saltos de corriente, para uno de los colorantes

estudiados.

Finalmente, hay que puntualizar que los rendimientos cuanticos obtenidos son del
orden esperado para este tipo de sistemas que producen ECL por medio de un mecanismo

mixto de aniquilacién singlete-singlete y triplete-triplete.'>40:44:46.47.65
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6.5. Conclusiones especificas

Se estudiaron las propiedades electroquimicas, fotofisicas y de ECL de diez nuevos
derivados del colorante comercial PM 567con diferentes grupos sustituyente ubicado en la
posicién 8 del nicleo BODIPY. En general, se cambi6 la capacidad donora-aceptora de
electrones del grupo sustituyente y se varié el largo y conjugacion del espaciador —cadena
alquilica o grupo p-fenilo— que lo separa del anillo central. Los estudios demostraron que
las propiedades optoelectronicas estan influenciadas por la naturaleza de los sustituyentes
en el anillo central. Los estudios fotofisicos mostraron que todos los colorantes son
altamente fluorescentes. No obstante, los estudios electroquimicos revelaron que no todas
las especies cargadas, producto de la oxidacién-reduccion, poseen la estabilidad necesaria

para la generacion de ECL.

Los colorantes P2CO;H, P1IOH y P1AriCl presentaron procesos de reduccion
irreversibles, sugiriendo que la presencia de acidos carboxilicos, alcoholes alifaticos y
halogenuros de bencilo provocan cierta inestabilidad en los aniones radicales formados
durante el proceso de reduccion. Por consiguiente, €! comportamiento electroquimico
observado para colorantes con este tipo de grupos sustituyentes en la posiciéon 8 del anillo
BODIPY, los excluye como posibles candidatos para ser utilizados en la generacion de
ECL. Por otra parte, se evalu6é la factibilidad energética de producir ECL a través del
andlisis y comparacion del parametro AE con la energia primer estado singlete excitado.
Para los colorantes estudiados el valor de AE varia aproximadamente desde 2,11 hasta 2,31
V dependiendo del sustituyente ubicado en la posiciéon 8 del niicieo BODIPY. Se pudo
concluir que el efecto sobre el AE se hace evidente solo cuando el grupo sustituyente,

atractor de electrones, se encuentra muy cerca del anillo BODIPY.

Por altimo, se demostro la capacidad ECL para los colorantes que poseian las propiedades
adecuadas. Se obtuvo, un espectro de ECL de todos los sistemas y se relacioné con
estructura de los colorantes BODIPY. Se propuso que el sustituyente en posicién 8 ejerce

un efecto sobre la sefial ECL distinto que al que ejerce sobre la fluorescencia. Una
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posibilidad es que el comportamiento esté asociado a un efecto estérico que impide la

formacion de excimeros y exciplejos.
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7.1. Estado del conocimiento
La reciente sintesis de nanoparticulas fluorescentes formadas exclusivamente por

carbono se presenta como una oportunidad mas que interesante para disponer de nuevos
materiales con distintas aplicaciones.l'18 Actualmente, la mayoria de los sistemas
nanométricos utilizados en aplicaciones electroquimioluminiscentes son derivados de
metales preciosos costosos y/o elementos téxicos.'”?! Resulta asi que los nanomateriales
carbonosos se muestran como una alternativa viable por varias razones: féciles de
sintetizar, econdémicos, amigables con el ambiente, caracteristicas fisicoquimicas unicas,

18,22

buena compatibilidad y baja toxicidad en organismos vivos. 2% Estas caracteristicas han

despertado gran interés en las siguientes areas: biomedicina especialmente en ¢l uso para

12,25-31 32-34

imagenes celulares (bioimagenes), bioanalitica, conversion de energia,*

13637 y optoelectronica.’®>® Este interés en aplicaciones concretas ha llevado a

fotocatalisis
que en los Gltimos afios haya crecido notablemente el interés de explorar nuevos métodos

de sintesis y estudiar sus propiedades.

En la actualidad existen numerosos procedimientos experimentales relativamente
simples que permiten obtener nanoparticulas de carbono (CNPs) con una amplia variedad
de caracteristicas, tales como: solubilidad en medios acuosos u orgénicos, distintos tamafios
y formas, diferentes grupos funcionales superficiales y capacidad de sintonizar las
propiedades optoelectrénicas en la regioén visible del espectro electromagnético.'"® Las
nanoparticulas estudiadas en este trabajo de Tesis, al igual que la mayoria que han sido
reportadas en la literatura, muestran ciertas caracteristicas comunes y un comportamiento
optoelectrénico bastante particular y diferente al resto de las nanoparticulas conocidas.'®

Por ejemplo:

- Poseen absorcion en la region ultravioleta-visible que se extiende hasta la

region visible.

- Su maximo de emisi6n como su intensidad dependen fuertemente de la

energia del haz de excitacion.
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- Son ceclectroquimicamente activas, mostrando capacidades aceptoras y

donoras de electrones.
- Son electroquimioluminiscentes.

El carbono al igual que otros elementos como oxigeno, fésforo, nitrégeno, selenio,
boro, germanio, entre otros, tiene la capacidad de formar varios alétropos con diferentes
propiedades fisicoquimicas.*>*' Algunos de estos estados alotropicos, muestran en su
estructura quimica una unica hibridizacion. Por ejemplo, el diamante presenta una
hibridizacion sp’ con un salto o brecha de energia (band gap) de 5,5 eV que lo convierte en
un excelenteaislante. El grafito, est4 hibridizado sp’ (en un éinico plano), posee un band gap
nulo y se comporta como un material semiconductor.*’ Existen también alétropos, como el
carbono amorfo, que no tienen una estructura cristalina determinada, cuyos dtomos no se
encuentran uniformemente hibridizados y posee un band gap controlado por la distribucion
de pequefios dominios o clisteres con dobles enlaces —C=C- conjugados inmersos en una

matriz de carbono saturado.*!

En Ila literatura se puede encontrar numerosos trabajos cientificos relacionados a la
obtencion y caracterizacién de las CNPs.Sin embargo, no existe una asociacion clara entre
las propiedades fisicoquimicas y las caracteristicas estructurales y morfolégicas de las
CNPs. A pesar de ello, se encuentran reportadas varias razones que intentan explicar las
caracteristicas optoelectronicas observadas experimentalmente, como ser: la seleccion
optica de nanoparticulas con diferentes tamafios (efecto cuantico),'® la presencia de estados
superficiales y defectos,” la presencia de grupos superﬁciales,]2 la pasivacion de la
superficie,’® presencia de fluoroforos con distinto grado de conjugacion m,%* la
recombinacién de pares hueco-electron dentro de pequefios clisteres de carbono sp’

embebidos dentro de una matriz sp°*’ y los sitios zigzag libres con estado fundamental

triplete tipo carbeno.*®

Un reciente estudio ha propuesto que clisteres pequefios con pocos anillos
aromaticos estan inmersos en una matriz de carbono sp’ y serian los responsables de las

propiedades Opticas —muy similares a las observadas en CNPs— en el 6xido de grafeno.?’
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Otros estudios realizados en nanocintas de grafeno asocian este comportamiento a efectos
de borde (bordes tipo zigzag o silla y bordes funcionalizados quimicamente) y también, a
puntos cuanticos activos con comportamiento tipo semiconductor inducido por el

confinamiento cuéntico.*>*®

En consecuencia, todos estos antecedentes dan cuenta de la complejidad del sistema
a estudiar. Para abordar su estudio, se sintetizaron CNPs a partir de precursores moleculares

empleando uno de los métodos mas utilizados***°

y poniendo especial énfasis en el método
de purificacién. Mediante el método de purificacion, basado en una cromatografia en
columna con silica gel, se pretende separar las CNPs por polaridad de sus grupos
superficiales. Entonces, teniendo en cuenta que la fase estacionaria —silica gel- es altamente
polar, se presupone que si se utiliza durante la elucién una fase movil con un gradiente de
polaridad creciente, las fracciones menos polares 0 con menos grupos superficiales seran
eluidas primero. Por otra parte, las CNPs con mayor proporcién de grupos superficiales —
mayor polaridad superficial- quedaran mas retenidas en la fase estacionaria y seran eluidas
en la parte final de la cromatografia, cuando la fase movil sea lo suficientemente polar. De
esta manera, los resultados obtenidos podrian relacionarse adecuadamente con las

caracteristicas quimicas superficiales de las CNPs.

La purificacion de las CNPs llevo a la obtencion de cinco fracciones distintas de
nanoparticulas. El analisis morfolédgico, electroquimico, fotofisico y
electroquimioluminiscente arrojé como resultado una gran cantidad de informacioén acerca
del sistema sintetizado. Debido a la complejidad de dichos resultados se decidi6é acotar el
estudio a la primera fraccién, ya que de las cinco fracciones es la que presentaba menor
cantidad de grupos funcionales en su superficie. Esta seleccion se realiza para evitar
posibles contribuciones al comportamiento fisicoquimico de las CNPs desde la presencia de
grupos superficiales oxigenados, que puedan presentar algiin comportamiento fotofisico y/o
electroquimico en particular. El estudio llevado a cabo consiste en la caracterizacion
estructural y el andlisis del comportamiento electroquimico, fotofisico y
electroquimioluminiscente, para finalmente relacionar su estructura molecular con sus

propiedades optoelectronicas.
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7.2. Sintesis de nanoparticulas de carbono

Las CNPs estudiadas fueron sintetizadas por pir6lisis a 300 °C en presencia de aire
de la sal obtenida por reaccién entre acido citrico y N-octadecilamina.***°. En el
procedimiento de sintesis, primero se prepara el precursor por mezclado de 25 ml de una
solucién de acido citrico (4,8 mmoles) en etanol y 25 ml de otra solucidén conteniendo N-
octadecilamina (5,6 mmoles). La mezcla formada se deja reaccionar bajo agitacion por el
lapso aproximado de 1 hora para formar citrato de octadecilamonio, un precipitado blanco
que se separa y se realizan lavados sucesivos con etanol. Por tltimo, la sal de amonio
formada se calcina en presencia de aire a 300 °C durante 2 hs, con una velocidad de
calentamiento de 10 °C/min. El producto de calcinacion fue solubilizado en acetona
mediante la ayuda de ultrasonido durante 1 hora. El material carbonoso que permanece
insoluble se separa por decantacion y el sobrenadante, que contiene las CNPs, se seca en un

rotavapor (Esquema 18).

OH
[
o
HO
[o]
HO:
(o]
Ac. citrico Purificacion oo%)
. —/ 00 ale)
' %0
i /1\/]} Nanoparticulas
N-octadecilamina

Esquema 18. Sintesis de la nanoparticulas de carbono

El producto obtenido se purifica mediante cromatografia en columna, usando como
fase estacionaria silica gel. La cromatografia se desarrolla empleando diclorometano

(DCIMe) y se finaliza empleando un gradiente de solventes (DCIMe-Metanol). Durante el
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proceso de purificacion se identificaron 5 fracciones de CNPs (numeradas como fraccion 1-
5). Todas las fracciones presentaron fluorescencia al exponerse a radiacién ultravioleta.
Cabe mencionar, que las fracciones 1 y 2 fueron eluidas a través de la columna mediante la
utilizacion de DCIMe como fase mévil, mientras que las fracciones 3, 4 y 5 necesitaron el
agregado creciente de metanol (MeOH 1-10 % V/V). La observacion de distintas fracciones
indica que el proceso de sintesis puede producir CNPs de distinto tamafio y/o diferentes
caracteristicas quimicas en la superficie de la nanoparticula. A pesar de que las cinco
fracciones contienen nanoparticulas de carbono, se decidi6 acotar el estudio a la primera de
ellasya que se pudo separar e identificar claramente a través de los repetidos ensayos de

sintesis.

A fin de evaluar la reproducibilidad de los resultados obtenidos y la estabilidad de
las particulas a lo largo del tiempo se llevaron a cabo siete procedimientos de sintesis, cada
una de ellas seguido de su respectivo protocolo de purificacion. Al finalizar la obtencion y

purificacion de las CNPs se procedi6 a su caracterizacion.

7.3. Caracterizacion de las Nanoparticulas de Carbon
7.3.1. Microscopia de Transmision de Electrones (TEM)

Mediante la Microscopia de Transmisién de Electrones (TEM) se pudo comprobar la
obtencion de nanoparticulas de carbono (CNPs). En la Figura 31 se muestran las imagenes
obtenidas por TEM para las CNPs de la primera fraccion. La observacion en alta resolucién
de nanoparticulas individuales (HRTEM Figura 31c-e) revela que tienen una amplia
distribucién tanto en su forma como en su tamafio (en la Figura 32se muestran més
imigenes HRTEM de las CNPs). El tamafio promedio fue menor que 50 nm. Una cuidadosa
mirada de las imagenes obtenidas en alta resolucién (HRTEM Figura 31c-e) permite
observar que todas las CNPs estan formadas por un el micleo grafitico hueco rodeado por

una capa amorfa.
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Figura 31. Imagenes TEM representativas de las CNPs en baja (a y b) y alta resoluciéon
(HRTEM c-e). Las fotografias ¢ y d muestran la distribucion de forma y tamafio, mientras
que las d-erevelan las variaciones para una misma morfologia.

La naturaleza cristalina de las nanoparticulas se analiz6 a través de calculos locales
de transformada rapida de Fourier (Fast Fourier Transform, FFT) revelando la falta de
orden dentro de la c4scara amorfa y la apariencia de orden cristalino en el nicleo indicado
por la presencia de reflexiones (Figura 33). El nicleo tiene una estructura hueca de grafito,
que puede presentar cierto grado de desorden en el apilamiento. Su espesor varia incluso
dentro de la misma nanoparticula, no siendo superior a 35 capas de carbono. El espaciado
entre capas es de aproximadamente 3,5 A, que es cercana a la de los planos (002) de
grafito. Dentro de cada morfologia se pueden encontrar variaciones, como se muestra en las

Figura 31 y 32, donde se observan nanoparticulas con forma poliédrica, tubos, cebolla, etc.
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La capa externa amorfa imita aproximadamente la forma del corazén grafitico con un

espesor local variable.

10 nm

Figura 32. Imagenes HRTEM seleccionadas para mostrar la distribucion de forma y
tamafio de las CNPs y las variaciones para una misma morfologia.
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Figura 33. Imagen HRTEM para una CNP. Las fotografias insertadas muestran la densidad
espectral en las zonas recuadradas en color blanco.

En general, las nanoparticulas sintetizadas presentaron una morfologia bastante
similar a otros materiales carbonosos reportados en literatura y obtenidos a partir de
métodos de sintesis sustancialmente diferentes.’'®! Por iltimo, se realizaron varios intentos
de conseguir una distribucion de tamafio complementaria, a la deducida por las Figura 31 y
Figura 32, mediante dispersion dindmica de luz (Dynamic Light Scattering, DLS) pero

todos ellos fracasaron debido a la fuerte fluorescencia de las CNPs.

7.3.2. Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja (FTIR) es una técnica muy utilizada en la
caracterizacion de grupos funcionales existentes en la superficie de diversos materiales, por
ejemplo materiales carbonosos como ser nanotubos, nanovarillas, grafeno, fullerenos, y

también nanoparticulas de carbono, entre otros. En primer lugar, se comenzé con el estudio
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de los cambios en el espectro IR que acompafian el tratamiento térmico del precursor (sal
de amonio formada a partir de 4cido citrico y N-octadecilamina). Para ello se realiz6 el
deposito de una fina capa de la sal de amonio desde una suspensién etandlica sobre una
oblea de de silicio, luego se la seco bajo vacio y se procedi6 a su correspondiente analisis
por FTIR. Posteriormente, la capa de precursor se calciné a 100, 200 y 300°C

consecutivamente, durante 2 horas respectivamente.

Después de cada tratamiento térmico, se obtuvieron los respectivos espectros de
FTIR que se muestran en la Figura 34. Cabe destacar que todos los espectros mostrados en
dicha figura son el resultado de haber restado a la sefial medida experimentalmente, la
correspondiente al sustrato de silicio, corrigiendo luego la linea de base. Dicho tratamiento
se realizo con el objetivo de resaltar las absorbancias principales del material carbonoso y
eliminar la absorcién continua que existe debido a la dispersion (scattering) e interferencia
producida en la interface silicio/material y la superficie expuesta. Finalmente, se comparé
el espectro del material sin purificar con el de la primera fraccion obtenida por purificacion

en columna.

Con respecto al precursor, octadecil-1-citrato de amonio, las bandas de absorcion
observadas en la Figura 34 pueden asignarse a los siguientes grupos funcionales: a 720 cm’
' la flexion asimétrica en el plano de los ~CH,—; a 1110 cm™ el estiramiento asimétrico (C—
C-0) del alcohol terciario; a 1265 cm™ la flexién asimétrica del enlace C—OH, una banda
ancha con muiltiples picos que se extiende entre 1300 y 1400 cm™, la cual puede ser
asignada a la flexion dentro y fuera del plano de los metilenos (C—H) y al estiramiento
asimétrico del alcohol terciario (C-O); a 1470 cm’! aparece la deformacion del CH; entre
1500-1600 cm™ las flexiones asimétricas y simétricas —NH;"; a 1640 cm’ la flexién
asimétrica del CO," y por ultimo a 2915 y 2850 cm’' la flexién asimétrica y simétrica del —

CH,— respectivamente.
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Figura 34. Espectro FT-IR de las CNPs purificadas (magenta) y la sal de amonio precursora
(negro). Las lineas roja, azul y verde corresponden al precursor tratado a diferentes temperaturas.

El espectro de la sal tratada a 100 °C no muestra cambios significativos con
respecto al precursor. Sin embargo, si se distinguen claras diferencias para la muestra luego
del tratamiento a 200 °C. Para ella, se observa una pérdida de las bandas caracteristicas a
los grupos alcoholes terciarios, carboxilatos y amino correspondientes a los iones citrato y
octadecilamonio, respectivamente. Al mismo tiempo, aparecen otras bandas a 1700 y 1775
cm™' con un hombro a 1750 cm™, las que pueden atribuirse al grupo amida secundaria. Esta
observacion estd de acuerdo con el mecanismo de pirolisis reportado para sales de amonio
de 4cidos carboxilicos, cuya reaccion tipica, que ocurre alrededor de los 150 °C, es la

formacion de amidas.®?

El cambio més importante, no solo en el espectro sino también en apariencia visual,
ocurre cuando la temperatura de pir6lisis alcanza los 300 °C. En este caso, la absorbancia
disminuye. Esto puede deberse a dos razones: a la pérdida de material debido al tratamiento

térmico y/o a la reduccion del coeficiente de extincion. La variacion en la masa del
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precursor después de su calcinacion fue de aproximadamente ¢l 10%, una diferencia
relativamente pequefia para justificar lo observado. Ademas de ello, se conoce que en
materiales carbonosos insolubles el coeficiente de extincion es muy sensible a la estructura
interna del material, como también a pequefios cambios en la morfologia y el estado de

aglomeracion del carbono.*

También dicho coeficiente ha sido considerado como una medida del grado de
grafitizaciéon de la estructura del carbono en muestras de coloracién negra, tal como se
observa para las CNPs analizadas. En este caso, el coeficiente de extincion aumenta con el
incremento de la relacion de carbono hibridizado sp’/sp’, como consecuencia del alto

contenido de portadores de carga libres en el material carbonoso.*!

Sin embargo,
recientemente se ha encontrado que esta atenuacion puede ser resultado del aumento del
contenido de hidrocarburos aromaticos policiclicos, adsorbidos principalmente sobre la

superficie de granos de carbono.®

De acuerdo a lo mencionado, la disminucién en el coeficiente de extincion
observada en la muestra tratada a 300°C, podria asignarse a la grafitizacion que ocurre en el
precursor para generar nanoparticulas con un corazén grafitico rodeado por una capa
amorfa, tal como se mostré en las imagenes de microscopia TEM. Una confirmacién
adicional podria haber sido realizada mediante estudios de espectroscopia Raman pero ello
no pudo llevarse a cabo debido a la fuerte emision de fluorescencia que presentan las CNPs,

provocando que las bandas tipicas D y G no puedan observarse.

Finalmente, el espectro de las nanoparticulas purificadas muestra bandas de
absorcion en la region comprendida entre los 2800-3200 cm™ las cuales son asignadas al
estiramiento del enlace C-H originado a partir de las vibraciones de 4tomos de carbono en
varios estados de hibridizacién (sp’, sp’, ciclicos y aromaticos). Tres bandas aparecen a
2960, 2930 y 2855 cm’', las mismas pueden ser asignadas a las vibraciones de estiramiento
en enlaces correspondientes a los grupos —CHjs sp’ (asimétrico), en ambos ~CHy— sp’

asimétrico), y CH sp’y—CHisp’ (simétrico) respectivamente. Cabe mencionar que no se
Yy P 14 Y
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observé la contribucidn esperada por parte de enlaces C—H oleofinicos y/o arométicos a

frecuencias mds altas que 2975 cm™.

Las bandas anchas que aparecen a 1710 y 1760 cm’™' son asignadas al estiramiento
C=0 proveniente de grupos cetonas, lactonas, lactamas e imidas. No se observan sefiales
cerca de 2700-2820 cm’' debido al estiramiento de! enlace C—H de aldehidos, al
estiramiento O-H y N-H de 4cidos carboxilicos y amidas primarias como secundarias,
respectivamente. Tampoco se observan bandas por encima de 1775 cm’' caracteristicas de
grupos anhidridos o anillos carbonilicos tensionados. Por otra parte, las dos bandas anchas
localizadas entre 1560 y 1670 cm™podrian ser atribuidas al estiramiento sp’ del C=0 en
amidas terciarias y al estiramiento C=N en estructuras como oxazimas, oxazolinas,

oxazolonas, etc.

Las vibraciones en el intervalo comprendido entre 1425-1480 cm™ son atribuidas a
los modos de flexion asimétrico para —CHs sp’ en estructuras tales como =C—CH; (1440
cm’'), =C—CH; (1465 cm™) y —CH, sp’. La banda alrededor de 1400 cm” puede ser
asignada al —CH sp’ en configuracion oleofinica y al -CH; sp’. La banda ancha centrada en
1370 cm™ corresponde a la flexion simétrica del —CH3 sp’en unidades funcionales como
=C-CHj; ~C~CHs, y =N—CH3, -N—CH;. Las bandas comprendidas entre 1000 y 1280 cm’’

pueden ser asignadas al estiramiento de los enlaces —-C—-O- y —C—-N- que se encuentran en

éteres, epoxidos, ésteres, aminas alifaticas, amidas, etc.

Las absorciones a frecuencias més bajas, desde 700 a 900 cm™, fueron asignadas al
modo de flexidn fuera del plano proveniente de los enlaces —-C—H y =C-H, estos tltimos de
intensidad mucho mayor que las bandas provenientes de las vibraciones de estiramiento. Se
pudieron identificar bandas caracteristicas de compuestos arométicos correspondientes al
estiramiento de =C—H a 3060 cm™' y a los dobles enlaces -C=C— entre 1610 y 1600 cm".
Por ultimo, cabe acotar que las bandas que aparecen a 1040, 1362 y 1718 cm™ también han
sido observadas en nanoparticulas de multiples capas como las procedentes de fulereno.”’

En resumen, se puede decir que el espectro IR de las CNPs puede ser descripto en términos
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de las absorciones provenientes de cadenas de carbonos alifaticos con algunas

funcionalidades de oxigeno y nitr6geno, y con una contribucién aromatica muy débil.

7.3.3. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

En general, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) convencional
en medios liquidos no es ftil para la caracterizacion estructural de nanomateriales debido al
movimiento de rotacidon en solucién y la ripida relajacién espin-espin que ocurre en
estructuras rigidas. Por lo tanto, es de esperar que un espectro de CNPs en soluciéon no
debiera mostrar sefial 0 en su defecto mostrar sefiales anchas e indefinidas.**®’ Sin
embargo, en el espectro de C-RMN de las CNPs en solucién de cloroformo deuterado
(CDCL) mostrado en la Figura 35, se observan seiiales bien definidas a menores
desplazamientos (14-32 ppm) correspondientes a carbonos sp’ alifaticos y no es posible
detectar sefiales provenientes de la muestra a desplazamientos quimicos superiores a ~35
ppm. En consecuencia, las sefiales observadas pueden ser asignadas a especies moleculares

solubles y/o funcionalidades en las superficies de las nanoparticulas.*®!

Asi, los estudios de *C-RMN indicarian por un lado que las moléculas solubles del
tipo aromadticas y olefinicas —grupos funcionales que tipicamente poseen absorcion en el
visible y son electroquimicamente activos— no estdn presentes en la muestra como
contaminante. Estos resultados indican que el método de purificacion permite la separacion

de la fraccién menos oxidada de CNPs.

En conclusion, el andlisis global de los datos espectroscdpicos provenientes del
espectro FTIR y del espectro BC-RMN permite concluir que las muestras purificadas de
CNPs se pueden describir como un material carbonoso con una mezcla de 4tomos de

carbono con hibridaciéon sp’ y sp’, que contienen baja cantidad de grupos funcionales

derivados de heteroatomos.
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Figura 35. Espectro de resonancia magnética nuclear >C-RMN de CNPs registrado en CDCl;

7.3.4. Espectroscopia electronica de pérdidas de energia

Por otra parte, se utilizé la espectroscopia electronica de pérdidas de energia (EELS:
Electron Energy-Loss Spectroscopy) realizada sobre CNPs individuales (Figura 36) como
herramienta complementaria para obtener informacion acerca de su composicion quimica.®
El espectro EELS de la Figura 36b muestra el borde K (estado 1s) para C a 284 eV y sin
otras sefiales visibles. El borde K para N y el borde K para O deberian aparecer a 400 eV y
532 eV, respectivamente.®® El analisis de varios espectros EELS adquiridos en diferentes
CNPs individuales no muestra sefiales claras de nitr6geno aunque una sefial muy pequeiia
de oxigeno puede estar presente. Estos resultados apoyan la idea de que la composicion de

las CNPs est4 basada principalmente en carbono, incluida la capa amorfa exterior.

142




NANOPARTICULAS DE CARBONO

Intensity {counts) j

200 08 43 80¢
Ernergy loss BV

Figura 36. a) Imagen obtenida por HRTEM de una CNP donde se indican las regiones en las que se
adquirieron los espectros EELS. b) Espectro EELS de una CNP acotado a la regién correspondiente
al borde K (estado 1s) para C.

6.3.5. Espectroscopia UV-Visible y de Fluorescencia

A continuacién, en la Figura 37a se muestra el espectro de absorcién de una
solucién de CNPs purificadas en THF correspondiente a la primera fraccion. Se observa
que las CNPs presentan una fuerte absorcion en la region UV centrada en 5,29 eV (234 nm)
con un hombro a 4,08 eV (304 nm, sefializado con una flecha) y se extiende hasta la region
visible del espectro. Cuando se aumenté la concentracion de las CNPs el hombro localizado
a 4,08 eV (304 nm) desaparecia paulatinamente con el aumento de la concentracion,
pudiendo indicar algun grado de agregacion o interaccion entre las nanoparticulas a

concentraciones mas altas.

Por otro lado, se llevaron a cabo medidas de fluorescencia estacionaria, cuyos
resultados se muestran en la Figura 37b. En este caso, las sucesivas curvas espectrales
corresponden a la emisiéon normalizada medida a diferentes longitudes de onda de
excitacion. Claramente se puede notar que la posicién del maximo de emisién depende
fuertemente de la energia de excitacion, tal cual se observa para otros nanomateriales

carbonosos.'® La energia del maximo de emisién se mueve hacia el rojo del espectro
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electromagnético desde 3,01 eV (411 nm) hasta 2,06 eV (600 nm) cuando la solucion es
excitada con energias desde 3,1 eV (400 nm) hasta 2,1 eV (575 nm), provocando un
notable corrimiento de 0,95 eV (189 nm). Asimismo, se calcul6 el rendimiento cuantico de
emision de las CNPs relativo a una solucion de 9,10-difenilantraceno (DPA) en acetonitrilo
(Aexc= 355 nm) obteniéndose un valor del 12% (para mas detalle sobre el calculo

matematico ver Capitulo 5) lo cual esta de acuerdo a lo reportado para otras nanoparticulas
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Figura 37. a) Espectro de absorcion UV-visible de las CNPs en THF a 25 °C. b) Espectros
de fluorescencia normalizada de las CNPs en solucion de THF a 25°C con incremento de la
longitud de onda de excitacion progresivamente desde 3 eV (400 nm) hasta 2,1 eV (575
nm) cada 25 nm.

En la Figura 38 se grafica la energia, expresada en eV, del maximo de emisién y su
correspondiente intensidad en funcion de la energia de excitacion. Ambos parametros
cambian abruptamente su tendencia después de que la solucion de CNPs fue excitada a 3,46

eV (358 nm). Esto podria estar indicando la existencia de dos mecanismos fotoquimicos
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diferentes. El comportamiento espectroscopico sugiere que la fluorescencia de las CNPs
estd compuesta por una emision dual, tal como se ha observado a partir de experimentos
dependientes de la temperatura en otras nanoparticulas de carbono.’® Del mismo modo, Yu
y sus colaboradores propusieron que la fotoemision dual de la luz observada en puntos de
carbono (nanoestructuras de aproximadamente 6 nm) fue debido a la presencia de un

nicleo carbonoso y fluoréforos moleculares en la superficie.*®

En el valor de energia de 3,46 eV, representado por una linea a rayas en la Figura
38, se observa un cambio en la tendencia tanto del maximo de emisién como de su
intensidad, lo cual podria estar asociado a un estado operativo principal o a un band gap.
Mientras que los estados con energias por debajo de 3,46 eV podrian estar vinculados a
estados superficiales de las CNPs.*” Ademas, se observo que el ancho de pico (medido a la
mitad de la intensidad maxima de emisién, FWHM) también depende de la energia de
excitacion. E1 FWHM disminuye su valor paulatinamente desde 0,82 eV (130 nm) hasta
0,42 eV (89 nm) cuando las CNPs fueron irradiadas en el intervalo que se extiende desde
3,8 eV (325nm) hasta 2,75 eV (450 nm) respectivamente. Esto podria indicar que la
emision con un FWHM més estrecho a valores de energias bajas podria estar asociado con

dominios sp” aislados (o trampas).*®®

El comportamiento fotofisico observado es similar al reportado en otros estudios de
nanoparticulas de carbono publicados en la literatura.'®* Como se mencioné anteriormente a
modo de introduccion, las caracteristicas espectrales de las CNPs han sido atribuidas a
diferentes mecanismos. Entre ellos, H. Zheng y sus colaboradores reportaron que las
nanoparticulas de carbono en su forma reducida son capaces de emitir luz en la regién azul,
mientras que las particulas mas oxidadas lo hacen en la porcién que se extiende desde el
verde hasta el rojo del espectro electromagnético.®® De acuerdo a ello, la emision de luz
azu] observada en la CNPs estudiadas en esta Tesis, indicaria que las mismas se encuentran
en su forma reducida, es decir con muy pocos grupos funcionales oxidados. Esta
observacién coincide con lo observado en la caracterizacion por FTIR y por EELS, y a su

vez estd en concordancia con el método de purificacion empleado, ya que en principio la
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primera fraccion eluida a través de la columna cromatografica corresponderia a la porcion

menos oxidada de la muestra.
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Figura 38. Gréfico de la energia del pico de méxima emision y su correspondiente intensidad en
funcion de la energia del haz de excitacion.

Por otra parte, las imagenes TEM de las Figura 31 y 32 revelaron que las CNPs
sintetizadas son heterogéneas en tamafio y forma. Esto podria sugerir que la selectividad
optica observada podria deberse a los diferentes tamarfios y formas de las nanoparticulas.
Sin embargo, esta interpretacion no esta soportada por los antecedentes en el drea ya que

existen estudios de CNPs con diferentes tamafios (desde ~1 a 60 nm), monodispersas,” o

polidispersas con distribuciones de tamafios pequefias o grandes,’?%?3844.856 oon

5,4915

diferentes formas y morfologia (esferas, discos y cebollas),* con superficies de

caracteristicas fisicoquimicas diferentes (hidrofilicas, hidrofobicas, funcionalizadas, no

15,70,71

funcionalizadas) y todas ellas presentan en general un comportamiento fotofisico

similar al observado en la Figura 37. En consecuencia, se propone que las CNPs deben
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tener alguna caracteristica comuin que es la responsable de regular sus propiedades

optoelectrénicas independientemente de su forma, tamafio y superficie quimica.®’

De la observacién de las Figura 31 y 32 una de las caracteristicas que las
nanoparticulas tienen en comin es su composicién: un centro grafitico rodeado por una
capa amorfa. La estructura quimica del carbono amorfo es aun hoy desconocida y motivo
de controversia, no obstante ha podido identificarse un modelo estructural para este
material. Este modelo, denominado modelo de Robertson,* postula que el carb6n amorfo
(a-C:H) consiste de dominios sp’—o clasteres— embebidos en una matriz enlazada sp’,
indicando que las propiedades Opticas estarian definidas por los sitios sp”, mientras que los
sitios sp’ controlarian las propiedades mecanicas. Los dominios sp’, ricos en electrones-,
estan formados por dobles enlaces conjugados en cadenas de diferente longitud y
estructuras poliaromaticas, cuya distribucion espacial y tamafio depende de la cantidad de

atomos de carbono sp’.

Otros estudios sobre peliculas de carbono amorfo muestran que poseen un
comportamiento espectroscopico similar al observado en la Figura 37 para las CNPs.””
Tanto en este trabajo como en trabajos anteriores del grupo, se propone que la fluorescencia
de materiales de a-C:H tiene lugar a través de estados n—n* confinados espacialmente que
cuando se excitan generan pares hueco—electrén localizados. Tanto la variacion del tamafio
como del entorno local de estos dominios sp’, producen cambios en la eficiencia y la
energia de emisiéon del proceso de recombinacién hueco—electrén. De esta manera en
cliisteres relativamente grandes, los estados n—x* estan deslocalizados y la recombinacién
no-radiativa predomina entre ellos, mientras que en los més pequefios ocurre la
recombinacién radiativa con la consecuente emisién de luz.”*”’ Para las transiciones
6pticas dentro de los clisteres sp°, el confinamiento de los pares hueco-electron observado
se manifiesta como un efecto de resonancia que puede ser estimado en el espectro de

excitacion de la muestra.”>">"’
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Figura 39. a) Espectros de excitacion de las CNPs en THF a 25 °C, a cada uno de los maximos de
emision segin la Figura 7b. La figura insertada representa el espectro de absorcion de las CNPs en
THF (igual que Figura 7a), el cual también se encuentra superpuesto sobre los espectros de
excitacion (curva roja). b) Espectros de excitacién normalizados de la banda de menor energia,
obtenidos a tres longitudes de emisién diferentes: 1: 2,94 eV (422 nm) 1I: 2,80 eV (442 nm) y III:
2,19 eV (567 nm).

En la Figura 39a se presentan los espectros de excitacion de las CNPs, medidos
segun los maximos de emisidon mostrados en la Figura 37b. Cabe recordar que un espectro
de fluorescencia representa la distribucion espectral de la luz emitida, mientras que uno de
excitacion, da informacion acerca de la eficiencia de emision de luz para un estado en
particular. Por un lado, el espectro de excitacion de la Figura 39a tiene dos bandas bien
definidas. Una aparece a 4,6 eV (270 nm) con un hombro a 4,05 eV (306 nm) y la otra a
3,44 eV (360 nm). Ambas indican que existen algunos estados con mayor capacidad de
emision que otros. Por otro lado, se observa que la posicion de la banda a 4,6 eV (270 nm)
no es sensible a la energia de emision, segiin puede observarse en la Figura 39a, mientras
que la banda que aparece a longitudes de onda mas alta si varia con la energia de emision

(Figura 39b). En este altimo caso, se eligieron tres valores de longitudes de onda de
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emision y luego se registraron los correspondientes espectros de excitacion para observar el

cambio con mayor detalle.

En base a la morfologia de las CNPs sintetizadas (diferentes tamafios y formas, pero
todas ellas compuestas por un corazon cristalino recubierto por una capa de a-C:H) y los

antecedentes mencionados mas arriba,”*”>”’

el comportamiento que puede observarse en la
Figura 39b tiene un efecto de resonancia en la banda de menor energia. En consecuencia,
se podria asociar el comportamiento fotoemisivo de las CNPs a la capa de a-C:H, la cual es
comin en todas ellas. Segilin este modelo basado en materiales de a-C:H, la fotoexcitaciéon
tendrfa lugar dentro de los dominios o clisteres sp’ y el confinamiento espacial ocurre a

través de los pares hueco-electron existentes dentro de ellos.”””’

Probablemente existan dos tipos de cliisteres sp°, unos que se encuentran lo
suficientemente cerca entre si como para que se dé interaccion entre ellos y otros que estan
lo suficientemente lejos entre si para que se comporten como independientes. Aquellos
dominios sp” que interactian entre si pueden producir cargas fotoestimuladas y
transferencia de energia entre ellos, definiendo de esta manera la principal caracteristica
optica observada en las CNPs. A partir del correspondiente espectro de absorciéon (Figura
37a) y el grafico de la Figura 38 (valor de energia de emision sefialada en linea a rayas) se
logré estimar un band gap de aproximadamente 3,5 eV. Mientras tanto, los clisteres
aislados (denominados trampas) podrian estar asociados a la emision observada a energias

mds bajas, segun se muestra a través de la Figura 38.

7.3.6. Caracterizacion electroquimica

A fin de obtener informacion acerca de la estructura electrénica, la posicion de
borde de banda y la energia de band gap, el proceso de transferencia de carga en la interface
electrodo-solucion y la estabilidad de las especies generadas por oxidacién y reduccion de
las CNPs, se realizaron experimentos de voltamperometria ciclica (VC) y de pulso

diferencial (DPV) para la primera fraccion de CNPs. Por un lado, los estudios de VC no
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mostraron procesos electroquimicos claros. Sin embargo, a través de la voltamperometria

de pulso diferencial (DPV) se pudo diferenciar los procesos faradaicos de los capacitivos.

Teniendo en cuenta que las CNPs no fueron demasiado solubles en DCIEt, se utilizé
THF como solvente para los experimentos electroquimicos. La eleccion de este solvente
permitié ampliar la ventana electroquimica del electrolito hacia potenciales mas negativos
(hasta -3 V vs. ECS para un electrodo de Platino en 0,1 M de TBAHFF, después de varios
procesos de purificacion). También se intent6 obtener soluciones mas concentradas a fin de

observar con mayor claridad el comportamiento redox de las nanoparticulas.
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Figura 40. Voltamperograma ciclico para la primera fraccion de CNPs en THF y 0,1 M de
TBAHFF como electrolito soporte a 0,04 V.s”'. La sefial electroquimica a 0 V corresponde a la
cupla Fc/Fc', la que se utilizé como referencia interna.
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Los resuitados de VC no mostraron una buena resolucién en comparacion con los
voltamperogramas de pulso diferencial (DPVs). Como es sabido, esta tltima técnica es mas
sensible y permite diferenciar la corriente farddica de la capacitiva. Para el sistema bajo
estudio esta consideracién experimental fue muy importante. Ya que como se observa en el
VC de la Figura 40 las CNPs en solucién presentaron una elevada corriente capacitiva
impidiendo la adecuada observacion de los sucesivos picos totalmente reversibles, que se
manifiestan en la Figura 41 de manera mucho més clara. A pesar de ello, cuando se
realizaron barridos de potencial en el intervalo de velocidades comprendido entre 25 y 200
mV/s, el VC permitié obtener una correlacién lineal entre el primer pico de corriente y la
raiz cuadrada de la velocidad de barrido. Estas medidas experimentales permitieron
concluir que los procesos observados estan controlados por la difusion de las CNPs hacia la
superficie del electrodo de trabajo (Pt), descartando cualquier adsorcion de las mismas

sobre el metal.

Por lo tanto, las nanoparticulas sintetizadas son activas electroquimicamente y
exhiben ondas discretas de reduccién en la regién de potenciales negativos. Con una mejor
resolucién, las DPV de la misma solucion (Figura 41) muestran cinco ondas de reduccion
sucesivas y su complementaria oxidaciéon, todas ellas con la forma tipica de procesos
reversibles. Estos resultados indican que las CNPs pueden formar especies cargadas
negativamente con buena estabilidad a los siguientes potenciales: ~1,43 V, -1,65V, -1,95 V,
-2,12 Vy -2,61 V versus la cupla ferroceno/ferrocinio (F¢/Fc™) colocada en solucién como

referencia interna y cuya respuesta redox aparece a 0,0 V.

En la literatura, la electroquimica de nanoparticulas metélicas (de Pt, Au, Ag, etc.)
se encuentra ampliamente estudiada. Su comportamiento redox puede ser divido en dos
grandes grupos: uno que corresponde a la reactividad electroquimica del corazén metélico
en si mismo y el otro, a la capa orgénica funcionalizada que actiia como centro redox. El
primero de estos grupos a su vez se subdivide en tres categorias, segin el tamafio del
corazon metalico: bulk-continuum, cargado cuantizado de doble capa 'y similar a molécula

(molecular-like).”® De esta manera el paso desde particulas grandes a mds pequefias,
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involucra una transicion desde el comportamiento bulk continuum hacia el cargado

cuantizado de doble capa.

i (uA)

-3 -'2 -1 0 ' 1
E (Volts vs. Fc/Fch

Figura 41. Voltamperogramas de pulso diferencial para la primera fraccién de CNPs en THF y 0,1
M de TBAHFF como electrolito soporte a 0,02 V.s™. La sefial electroquimica a 0 V corresponde a
la cupla Fc/Fc¢', la que se utilizé como referencia interna.La amplitud de modulacion fue de 0,04995
V y el tiempo de integracion de 0,1 segundo.

Asi, para particulas muy grandes el comportamiento electroquimico se manifiesta a
través de sefiales de corriente capacitiva controladas por el transporte de masa del mismo
material hacia la superficic del electrodo, cuyas caracteristicas electroquimicas no son
observables (bulk-continuum). En cambio, nanoparticulas de tamafio intermedio y
monodispersas son caracterizadas por un cargado cuantizado de la doble capa y dicho
comportamiento puede observarse como una seric de picos sucesivos, regularmente

espaciados que corresponden a transferencias electronicas de un unico electrén. El
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espaciamiento entre picos (AV) estd regulado por la capacitancia de cada uno de los
clasteres (Ccry) de acuerdo a la siguiente relacion AV=e/Ccry, siendo e la carga del
electron. Por ultimo, las particulas mas pequefias (por debajo de los 5 nm
aproximadamente, dependiendo del material y la composicién del capping) exhiben un

comportamiento tipo molecular (molecule-like).

La transicion del cargado cuantizado de doble capa al tipo molecular sugiere la
aparicion de un salto de energia, lo que comiinmente se conoce como brecha de banda o
band gap. Esta cantidad experimental puede ser determinada mediante la diferencia entre
los potenciales electroquimicos correspondientes al primer pico de oxidacion y de
reduccién. Por otra parte, la electroquimica para el segundo grupo de nanoparticulas

metdélicas esta controlada por los grupos redox unidos a su superficie.

A pesar de que hay mucho estudios de sintesis de nanoparticulas de carbono basadas
en métodos electroquimicos,”>**** hay pocos reportes que describan sus propiedades
redox.’! En general, las CNPs podrian comportarse electroquimicamente segin los cuatros
posibles mecanismos descriptos anteriormente para nanoparticulas metalicas, incluyendo el
comportamiento regulado por grupos redox activos presentes en su superficie (como
quinonas, lactonas, éteres, epdxidos, ésteres, aminas alifaticas, amidas, etc.) También, se
sabe que se pueden comportar como excelentes donores y fuertes aceptores de

electrones. %8182

De esta manera, los DPVs de la Figura 41 muestran que el corazon de las
nanoparticulas puede sufrir algiin proceso de cargado. Ademds, se observa una region sin
sefiales voltamperométricas comprendida entre el primer pico de reduccién y el limite
anddico del solvente (THF), asemejandose ello al band gap observado para nanoparticulas
metalicas pequefias.”® Por lo tanto, estas caracteristicas nos permiten excluir la posibilidad
de asociar el comportamiento mostrado por las CNPs al tipo bulk continuum debido a la
presencia de sefales electroquimicas bien definidas o también, al efecto del cargado

cuantizado de doble capa, donde no se ha podido medir la existencia de un band gap
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electroquimico. Sobretodo esta Gltima caracteristica permite asociar dicho comportamiento

al molecule-like.”®

El primer proceso de reduccion (-1,42 V) que aparece en el DPV de la Figura 41
puede ser asignado a la posicién del orbital molecular de menor energia desocupado
(LUMO).® Luego, a partir del gap 6tipo (~3,5 eV) determinado en la caracterizacion
fotoquimica, fue posible estimar la posicién del orbital molecular de mayor energia
ocupado (HOMO). El potencial del HOMO fue de 2,08 V versus Fc/Fc', el cual se
encuentra fuera de la ventana electroquimica para la mezcla solvente/electrolito en la que
las CNPs resultaron totalmente solubles. Esta complicacion experimental para estudiar el
proceso de oxidacion de las CNPs no permitié calcular un valor de band gap a partir de
medidas electroquimicas y posteriormente compararlo con el obtenido desde medidas
fotofisicas. Ademds no se debe descartar la presencia de algunos grupos funcionales redox
en la superficie de las nanoparticulas como también, algunas trampas superficiales que

puedan exhibir alguna respuesta electroquimica.

Sin embargo, el patron electroquimico observado en la Figura 41: dos dobletes
separados con una diferencia entre los picos redl-red2 y red3-red4 de 0,20 V
aproximadamente y con una separacion entre dobletes de ~ 0,30 V, esta de acuerdo con la
tipica electroquimica molecule-like. Este espaciamiento regular entre los picos de corriente
es caracteristico de transferencias electronicas consecutivas que involucran un solo electrén

y puede ser asociado a la presencia de orbitales moleculares bien definidos.

Como se menciond previamente, existen antecedentes que dicho comportamiento
depende fuertemente del tamafio y la polidispersidad de las nanoparticulas. Es mas, un
comportamiento bastante similar al mostrado por las CNPs fue reportado en la literatura
para particulas metélicas pequefias y monodispersas.’® Sin embargo, como se muestra a
través de las imagenes TEM (Figura 31 y 32), las CNPs sintetizadas muestran una clara
polidispersidad en cuanto al tamafio y la forma de las mismas. Entonces, en este caso, el
comportamiento electroquimico observado no puede ser interpretado en funcién del tamafio

y la forma geométrica del material. Sino mas bien, podria deberse a alguna estructura
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comun presente en todas las nanoparticulas independientemente de su forma o tamafio. Esta
estructura comun en todas ellas es la capa de carbono amorfo (a-C:H) que rodea al corazén
de la nanoparticula. Esta suposicion estaria de acuerdo con las conclusiones alcanzadas a

partir de los resultados fotofisicos en la seccion previa.

En consecuencia, los estudios electroquimicos soportan la hip6tesis de que clisteres
pequefios, compuestos de unos pocos anillos aromaticos estén presentes en la capa de a-
C:H y sean los responsables de las propiedades 6pticas y eléctricas de las CNPs. De manera
similar estudios realizados en materiales derivados del grafeno sugieren que las
propiedades optoelectronicas son originadas a partir de fragmentos sp’ embebidos en una
matriz bidimensional de carbono saturado (con gaps dpticos entre 0.9-5.8 eV) y a efectos de

borde por parte de anillos aroméaticos.

7.3.7. Caracterizacion electroquimioluminiscente

Debido a la naturaleza de la ECL (Capitulo 3), la produccion de ECL es un
fenémeno de emisién de luz que involucra la superficie de las CNPs. Desde el punto de
vista de la técnica, la ECL se convierte en una herramienta muy valiosa para el andlisis de
las propiedades optoelectronicas observadas, ya que nos permite correlacionar las
caracteristicas Opticas y electroquimicas de las CNPs con su estructura. Para ello es de

fundamental importancia contar con el espectro de emision ECL de la primera fraccion.

Sin embargo, dada la baja sefial obtenida durante los experimentos, resulté
sumamente dificultoso obtener dichas medidas. Consecuentemente, se trabajé intensamente
en la optimizacion de las condiciones experimentales y la adaptacion del equipamiento
existente, lo que permitié finalmente concretar la determinacién. Es importante mencionar,
que una labor adicional fue contar con un solvente en excelentes condiciones de pureza, ya
que como se menciond en los estudios electroquimicos fue necesario incrementar la
concentracion de las CNPs para observar con mayor claridad las sefiales

voltamperométricas. Cualquier impureza en cantidades de trazas o vestigios de humedad
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presentes en el solvente ocasionaba grandes inconvenientes para la formaciéon de las

especies reductoras.

Como se menciono en la seccion precedente, el potencial correspondiente al HOMO
de las CNPs tiene un valor de aproximadamente 2,08 V versus Fc/Fc”, el cual se encuentra
fuera de la ventana electroquimica del solvente. En consecuencia, para estudiar las
propiedades ECL se necesita utilizar un correactante catédico. Cuando esta sustancia es
reducida electroquimicamente produce especies altamente oxidantes que pueden reaccionar
con las CNPs con carga negativa generadas sobre la superficie del electrodo.
Desafortunadamente, no existen muchos correactantes catdédicos solubles en THF, por ello
y teniendo en cuenta todos los requisitos experimentales, se eligié el peroxido de benzoilo
(BPO). En el Esquema 19 se muestra el mecanismo propuesto para la generacién de ECL a

partir de las CNPs utilizando BPO como correactante catédico.

CNP +e~ > CNP™ n
CNP"™ + BPO — CNP + BPO™" (@3]
BPO* —»C H,CO,” + C;H,CO,’ 3

CNP* +C,H,CO,” > CNP' +CH,CO,”  (4)

CNP* = CNP + hv (5)

Esquema 19. Mecanismo de ECL para las CNPs y per6xido de benzoilo (BPO).

Luego, se procedié a medir el correspondiente espectro de ECL, habiendo probado
previamente la capacidad ECL de nuestro sistema mediante el uso de un fotomultiplicador.
Es importante recordar que para producir un espectro de ECL es necesario conectar la celda
electroquimica a un potenciostato (unidad electroquimica) y a un fluor6metro (unidad

espectrofotométrica) simultaneamente. Al mismo tiempo, se requiere alinear dpticamente el
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electrodo de trabajo, sobre el que se produce el fendmeno ECL, dentro del flurémetro. La
unidad electroquimica permitird producir las especies radicalarias, tanto del correactante
como de las nanoparticulas, necesarias para el evento ECL y la unidad espectrofotométrica

permitira registrar la sefial de ECL, en forma de luz, en funcién de la longitud de onda.

En la Figura 42 se muestra el correspondiente espectro de las CNPs en solucién de
THF en presencia del correactante. Dicho experimento se llevd a cabo mediante sucesivos
saltos de potencial entre 0 y -3V versus Fc/Fc®, con un tiempo de espera de dos segundos a
cada potencial. La radiacién emitida fue captada y medida mediante un fluorémetro, con un

tiempo de integracion de 0,2 segundos y una apertura de ranura de emision de 4 mm.
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Figura 42. Espectro de ECL de las CNPs en solucién de THF con 0,1 M de TBAHFF y 10 mM de
BPO.
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Para el experimento en ausencia de BPO no se observd sefial, lo cual indica que el
proceso de ECL necesita la aniquilacion de las particulas cargadas negativamente y los
radicales oxidantes del correactante. Como se menciondé mds arriba, para conseguir una
intensidad de luz detectable fue necesario aplicar saltos de potencial mas alla del segundo
proceso redox observado (-2,61 V). Esto sugiere que el primer estado redox de las CNPs no
es activo para el proceso de ECL. Por su parte, la reduccion de BPO (ec. 3 Esquema 19)
produce aniones radicales que rapidamente se descomponen en la cupla anién/radical
benzoato (CsHsCO,"/CsHsCO,), la cual actia como correactante. Si tenemos en cuenta que
el potencial al cual aparece el primer pico de reduccion es de -1,42 V y el potencial redox
para la cupla C¢HsCO,"/CsHsCO,™ es mayor a +1,5 V vs. ECS,* se podria pensar que la
energia involucrada en la reaccion de aniquilacidn no es suficiente para excitar las CNPs

que tienen un band gap de 3,5 eV.

Por otro lado, puede resultar muy Gtil comparar el comportamiento ECL con las
propiedades dpticas de las nanoparticulas. En la Figura 42 se observa que el maximo de
emision de ECL aparece a 2,35 eV, el cual estaria 1,15 eV corrido hacia el rojo si se lo
compara con el maximo de fluorescencia segiin la Figura 38. Este corrimiento batocrémico
es relativamente grande si se lo compara con otros materiales electroquimioluminiscentes
en consecuencia, no solamente debe estar asociado a la energia insuficiente de la reaccién
de aniquilacion sino también, a la distribucién espacial de estados emisores en las CNPs.
Debido a la naturaleza del mecanismo de ECL, se esperaria que la reaccion de aniquilacion
ocurra en la superficie de las nanoparticulas. En consecuencia, se puede asignar esa emision
corrida hacia el rojo, a los estados selectivamente excitados en la capa de a-C:H, mientras

quela emision desplazada hacia el azul se puede asignar al corazén grafitico tipo fullereno.

En funcién de los resultados obtenidos y los antecedentes bibliogrificos
mencionados con anterioridad, se postula el siguiente modelo para explicar la relacion entre
las caracteristicas estructurales y el comportamiento optoelectronico observado en las
CNPs. La presencia de pequeiios clisteres, compuestos por unos pocos anillos arématicos,
presentes en la capa de carbono amorfo que rodea al corazon grafitico de la nanoparticula

(evidencia experimental observada en las imagenes TEM de las Figura 31 y 32), podrian
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ser los responsables de las propiedades Opticas y eléctricas exhibidas por las CNPs.
Ademads, sus caracteristicas electroquimioluminiscentes soporta dicha suposicion, ya que la
naturaleza del mecanismo ECL permite suponer que la reaccion de aniquilacién ocurre a
nivel superficial, pudiendo involucrar de esta forma estados excitados provenientes de estos

anillos arométicos presentes en la capa de a-C:H.
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7.4. Conclusiones especificas

Se disefi6 un procedimiento sintético sencillo que incluye la purificacién de CNPs
insolubles en agua con minimas cantidades de grupos funcionales superficiales. Las CNPs
obtenidas se estudiaron y caracterizaron por medio de microscopia electrénica de
transmision (TEM), espectroscopia de pérdida de energia (EELS), resonancia magnética
nuclear (>C-RMN), espectroscopia de infrarrojo (IR), UV-visible y de fluorescencia,
electroquimica y ECL. Las CNPs obtenidas son polidispersas en relacién a su forma y
tamafio. Las CNPs estan constituidas por un micleo grafitico rodeado por una capa amorfa

de espesor variable.

La naturaleza de las propiedades electro-Opticas se estudié y se correlacioné con las
caracteristicas morfologicas y quimicas del material. Para las nanoparticulas sintetizadas,
los resultados mostraron que el comportamiento optoelectrénico no se puede asociar a
efectos de confinamiento cudntico relacionados al tamafio y la forma de las nanoparticulas.
Teniendo presente que las CNPs sintetizadas estan constituidas por un niicleo grafitico
rodeado por una capa amorfa, ésta tiltima segun el trabajo realizado en esta Tesis, parece
jugar un papel importante en la determinacion de las propiedades optoelectronicas de las
nanoparticulas. Para ayudar a responder a las preguntas que quedan abiertas en el campo se

deberian realizar trabajos focalizados en la cascara externa amorfa de las nanoparticulas.
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8.1. Estado del conocimiento
El proceso de intensificacion productiva de las ultimas décadas, que acompaiié a los

cambios de contexto socio-econdémico a nivel mundial y en particular en nuestro pais,
conjuntamente con el crecimiento poblacional, produjo un incremento notable de la
produccién de granos. Su continuidad puede conducir a alteraciones ambientales de
magnitud global, no sélo sobre la calidad de vida de la poblacién rural y consumidores en
general, sino también sobre los procesos fisico-biologicos de mediano y largo plazo que

desarrollan los distintos ecosistemas de nuestro planeta.’

El creciente aumento de la produccion agropecuaria conjuntamente con el progreso
tecnoldgico exponencial conlleva la creciente incorporacién de plaguicidas, siendo los
herbicidas los que ocupan la parte mayoritaria del volumen comercializado. Ellos
reemplazaron el uso de la energia mecénica por la quimica para el control de malezas
indeseables siendo aplicados en las plantas o en los suelos y acompafiaron la introduccién
de soja transgénica cultivada bajo siembra directa, cuya adopcién masiva transformé al
glifosato en el herbicida mas utilizado y fuente de controversias actuales sobre su potencial
toxicidad para humanos y animales, y contaminacion ambiental’ Los factores mas
importantes en el transporte de los herbicidas hacia los cuerpos de agua naturales son la
dispersion aérea por los vientos, la volatilizacién y el arrastre por aguas de lluvia y riego,
que causan dafios o efectos adversos a los organismos acuéticos, lo cual constituye un

problema ambiental importante en las Gltimas décadas.?

Como se menciono, entre los agroquimicos de mas amplio uso a nivel mundial se
encuentra el glifosato [N-(fosfonometil) glicina]. Otros compuestos sumamente difundidos
son el paraquat, que es considerado el segundo producto agroquimico mas vendido, las
triazinas, entre ellas la sustancia activa més usada es la atrazina y el metolaclor. En
Argentina, el glifosato también ocupa el primer lugar entre los herbicidas mas usados, le
siguen el acetoclor, la atrazina y el 4cido 2,4 D en funcion de los volumenes de importacién
anuales de sus principios activos, segin se informa desde la Comisién Nacional de

Investigacion sobre Agroquimicos (CNIA).
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El glifosato (GLY) es un herbicida no selectivo, postemergente, sistémico y de
amplio espectro, se adsorbe fuertemente a la superficie de las arcillas y a la materia
organica presente en los suelos, por lo que a pesar de ser muy soluble, tiene reducida
movilidad.! No obstante, las condiciones climaticas y los tipos de suelos definen las
posibilidades de lixiviacién, pudiendo asi alcanzar las fuentes de aguas subterraneas. Desde
los afios noventa, este producto abarcé uno de los mercados mas grande en la industria de

los herbicidas debido a su amplio uso en la agricultura y jardineria ornamental.

El GLY fue sintetizado y patentado por la compaiiia Monsanto, empresa que
descubri6é por primera vez su uso potencial como un herbicida en 1970 por el Dr. John E.
Franz, y hasta 1974 fue introducido como producto comercial con el nombre de Round-up?
En la actualidad, esta compaiiia es el principal distribuidor del GLY, junto con semillas
transgénicas resistentes a este herbicida. El éxito comercial del GLY como herbicida
altamente efectivo ha impulsado varios estudios sobre su comportamiento y persistencia en
los cuerpos de agua y suelo, con el fin de desarrollar un método analitico robusto para su

seguimiento en el medio ambiente.

En Argentina, el herbicida GLY se utiliza extensivamente en la agricultura
conjuntamente con otros agroquimicos. A modo de ejemplo, se utilizan mas de ochenta
millones de kilogramos por afio de GLY.? Por lo tanto, el seguimiento a niveles residuales
de varios productos agricolas en el suelo, en la atmésfera, en aguas superficiales y
subterraneas ha atraido una considerable atencion debido al posible peligro para la salud
humana y el ambiente. En este marco, el Poder Ejecutivo Nacional en el afio 2009 crea una
Comision Nacional de Investigacion de productos agroquimicos para determinar su

impacto en la salud y en el medio ambiente.’

La aparicion de los herbicidas en el medio ambiente debido a su creciente
utilizaciéon indiscriminada ha llevado a que los organismos internacionales oficiales
establezcan normas para regular sus concentraciones maximas en el suelo, en el agua y en
los alimentos. En funcion de ello, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia

de Proteccion Ambiental de los EE.UU (EPA), recomienda como limite tolerable para agua
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potable una concentracién de 0,7 mg/L.° En nuestro pais la Subsecretaria de Recursos
Hidricos de la Naci6n constituye un valor guia <0,3 mg/L, expresado como sal de glifosato
isopropilamina.' Dadas las caracteristicas fisicoquimicas del GLY —muy polar y anfétero,
no volatil, carece de fluoréforos— el desarrollo de métodos que permitan su deteccion

representa un desafio analitico.

Actualmente, la mayoria de los métodos de extraccién o separacion utilizados se
basan en la cromatografia gaseosa (GC) y en la cromatografia liquida (LC), en los cuales se
requieren tratamientos de purificacion de las muestras y procedimientos de derivatizacién
quimica para aumentar la sensibilidad en la deteccion.®” El método estandar aceptado para
la determinacién de GLY en agua potable utiliza Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon
(HPLC) con derivatizacién quimica post-columna y deteccién por fluorescencia.’ Este
método alcanza un limite de deteccién en la solucion de trabajo de 0,005 mg/L. Sin
embargo, el tratamiento de derivatizacion quimica post-columna conlleva a un insumo
grande de tiempo que hace a esta metodologia poco viable para un uso masivo y

generalizado.

Por otra parte, es posible la determinaciéon de GLY utilizando HPLC con detecciéon
directa sin derivatizacion quimica post-columna utilizando un detector UV a 195-200 nm.
En este caso, debido al bajo coeficiente de extincion molar del GLY, la respuesta
instrumental en este sistema es baja alcanzandose un limite de deteccion (~200mg/L)
superior al recomendado por la EPA. También, se puede utilizar un detector de masas
(HPLC-MS), que por monitoreo en modo de ion selectivo (SIM) permite cuantificar
concentraciones del orden de 0,001 mg/L. Sin embargo, en este caso el equipamiento es de
alto costo haciendo dificil su utilizacion generalizada.®” Por ejemplo, en nuestro pais en la
provincia de Buenos Aires, particularmente en INTA Balcarce se dispone de un unico
equipamiento HPLC-MS para la deteccién de GLY y acido aminometilfosfénico (AMPA).
Por lo anteriormente expuesto, hay una creciente necesidad de encontrar métodos de
analisis capaces de proporcionar una deteccion rapida, sensible, facil y fiable del GLYen

bajas concentraciones y a pequefios costos.
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8.2. Glifosato
8.2.1. Generalidades

El glifosato (GLY, Figura 43) es un 4cido orgénico débil formado por una molécula
del amino4cido natural glicina y otra de fosfonometilo, unido como sustituyente de uno de
lo hidrégenos del grupo amino secundario. El nombre sistematico (IUPAC) es N-
(fosfonometil) glicina mientras que el nombre comun de glifosato se debe a una
contraccién de los términos gli(glicina), —fosfo y —ato (prefijo con el que se designa a la
base conjugada de un 4cido). Fisicamente se presenta como un polvo cristalino de color
blanco e inodoro con un peso molecular de 169,07 g/mol, tiene una presién de vapor muy
baja, es muy soluble en agua y practicamente insoluble en la mayoria de los solventes
organicos. Por otro lado, desde el punto de vista de su bioquimica, el GLY actia inhibiendo
la enzima responsable de la formacion de los aminoacidos aromaéticos, fenilalanina, tirosina
y tript6fano, en las plantas. Su degradacién en el medio ambiente ocurre bajo condiciones

bioldgicas y su principal metabolito es el 4&cido aminometilfosfénico (AMPA).!

OH
OY P /
NH P\
OH HO/ ©

Figura 43. Estructura molecular del Glifosato

Debido a la presencia de grupos &acidos (4cido carboxilico y acido fosforico) y
basicos (grupo amino secundario) en la molécula, el GLY es un compuesto muy polar y
anfotero, que puede formar diversos compuestos i6nicos en funcién del pH del medio. Los
valores de pK,® son pK;<2, pK; 2,441, pKs 5,518 y pK4 10,083 en funcién de ellos el GLY
se encuentra normalmente en forma idnica (generalmente presenta carga negativa en casi
toda la escala de pH, aunque puede presentar carga positiva a pH<2), a excepcién de un

intervalo muy pequefio de pH, en medio 4cido, en el que se encuentra en forma neutra con
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tiempo definido, mata el 50% de la poblacion evaluada. La DLso se expresa en miligramos

de producto por kilogramos de peso del animal?

Al respecto, la EPA, ha establecido que el GLY y sus sales son compuestos
moderadamente toxicos, asignandole la Categoria de Toxicidad 11, por sus dafios oculares.
La DLsg es de 4900 a 5000 mg/kg de peso vivo. Mientras tanto, la OMS considera baja la
toxicidad que puede causar el GLY, la DLso oral de GLY puro en ratas es 4230 mg/kg,
mientras que el fabricante (Monsanto) cita una DLsy de 5600 mg/kg. En cuanto a las formas
de exposicion, la toxicidad del GLY puro y la de las formulas compuestas son mas altas por
exposicion dérmica o inhalatoria, que por la ingestién. En los seres humanos, los sintomas
son diversos e incluyen desde nduseas y mareos, irritaciones dérmicas y oculares hasta

destruccién de globulos rojos y dafio o falla renal.?

8.2.3. Legislacion sobre la presencia de GLY en el medio ambiente

La presencia de plaguicidas en el medio ambiente, debido al uso indiscriminado y
sus efectos toxicos mencionados con anterioridad han llevado a los organismos oficiales a
establecer limites para regular sus concentraciones maximas en alimentos y aguas,
especialmente las superficiales y subterrdneas, las cuales se utilizan en el abastecimiento
para consumo humano.” En la Tabla 4 se registran los limites permisibles de GLY
establecidos por algunas organizaciones mundiales en varios tipos de agua. También, se
menciona el limite establecido en Argentina por la Subsecretaria de Recursos Hidricos de la

Nacion Argentina.’
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Tabla 4. Limites permisibles de glifosato por algunas organizaciones mundiales.>!'

Tipo de muestra CWQG,"” EC," Unién EPA,” Estados Subsecretaria de
Canadd, Europea, mg/L Unidos, mg/L Recursos Hidricos
mg/L de la Naci6n

Argentina®

Agua Potable 0.8 0.28 0,7 <0,3

8.2.4. Formulaciones

El GLY fue sintetizado y patentado por la compafiia Monsanto en 1974 vy,
actualmente, es el principio activo de muchos productos comerciales. Este compuesto se
comercializa en la forma de concentrados solubles de la sal de isopropilamina de N-
(fosfonometil) glicina, en los cuales se integran el GLY y los ingredientes inertes
requeridos para cada tipo de formulacién comercial.® La sal de isopropilamina se utiliza
como herbicida para controlar las malezas de hoja ancha y hierbas de muchos tipos de

cultivo, tanto en la agricultura como en la jardineria.’

El GLY también se comercializa como sal sddica y sal de amonio de N-(fosfonometil)
glicina, las cuales se usan para modificar el crecimiento de la planta y acelerar la
maduracion de los frutos. Bajo una gran variedad de nombres, el herbicida GLY se
comercializa en todo el mundo ya sea en forma liquida, s6lida o en pastillas, llegando a ser

¢l plaguicida més utilizado en el sector agricola y el segundo en sectores no agricolas.?

8.2.5. Potencial de la Electroquimioluminiscencia en la Deteccion de Glifosato

En este sentido, la ECL basada en complejos solubles y estables en agua como lo es
el Ru(bpy)s>* o sus derivados, se ha convertido en un importante método de deteccion y de
gran alcance en técnicas como la HPLC y electroforesis capilar (EC),'*"? debido a su alta

sensibilidad y sencillez instrumental. La eleccion de Ru(bpy)s®* y/o sus derivados es debido
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a sus excelentes propiedades quimicas, electroquimicas y fotoquimicas en solucion acuosa

14-

y en presencia de oxigeno.'*'® Sin embargo, uno de los problemas de este sistema es que la

ventana de potencial del agua es pequefia comparada con solventes aproticos.

De esta manera, resulta dificil generar catédicamente un intermediario oxidante
adecuado para la generacion de ECL. Una posibilidad ante esta adversidad, es la de
disponer de una especie soluble en agua capaz de formar un intermediario altamente
reductor por reaccién con Ru(bpy)s>". Este tipo de especies se conocen con el nombre de
correactantes de ECL. En general, los mecanismos de reaccion para los sistemas ECL que
utilizan correactantes suelen ser mas complicados que los mecanismos basados en la
aniquilacion de iones de carga opuesta generados electroquimicamente. En el Esquema 21

se muestra el mecanismo general de producciéon ECL a través de un correactante anddico.

R-e —»R"™
e e (@
C-e" >C

R*+C—->R+C™

C™* >CL, (b)
C.y+R>R" +P

R +R” >R +R ©
C
R +C;, >R +P

R* >R +hv }(d)

Esquema 21. Mecanismo general de sistema ECL con correactante anédico

Las sucesivas reacciones que tienen lugar entre el compuesto emisor de ECL (R) y
el correactante (C) se pueden agrupar de la siguiente manera (Esquema 21): (a) reacciones

redox sobre la superficie del electrodo, (b) reacciones quimicas homogéneas, (¢) formacién
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del estado excitado, el cual puede ocurrir mediante dos vias de reaccién: la clasica
aniquilacion de iones o la via que involucra intermediarios (C#rq) tales como radicales

formados a partir de la descomposicion de correactante oxidado.

Uno de los correactantes mas usados son los derivados de aminas alifaticas (aminas
primarias, secundarias y terciarias), las cuales son capaces de reaccionar con Ru(bpy);3 *
para generar (Ru(bpy)s>")* produciendo emisién de luz, que puede ser cuantificada.'”**?'A
modo de ejemplo, el mecanismo de reaccién para el sistema Ru(bpy):**/Tripropilamina
(TPrA) ha sido extensamente estudiado y descripto por muchos autores dado que presenta

la mayor eficiencia de ECL y actualmente constituye la base en los equipos comerciales de
ECL 1719202223

Como se menciond en la introduccion, en la Argentina se utiliza mas de ochenta
millones de kilogramos de glifosato (GLY) por afio.> Si se tienen en cuenta los posibles
efectos nocivos y toxicos del glifosato y sus derivados,1,3 y la extensiva utilizacién en la
agricultura como en la jardineria ornamental, se hace evidente la importancia de su
deteccion y cuantificacion. Actualmente para obtener limites de deteccion del orden de los

! la mayoria de los métodos desarrollados requieren

sugeridos para agua potable,
procedimientos de derivatizacion quimica. Por lo tanto, el desarrollo de técnicas de
deteccion de GLY que permitan la deteccion directa sin modificaciones quimicas previas

que insuman mucho tiempo de analisis es de gran interés y representa un desafio analitico.

En este marco, para utilizar la ECL como técnica analitica de GLY, este deberia
tener la capacidad de producir el fendmeno ECL. Como GLY es una molécula no
fluorescente se descarta su utilizacidon como colorante ECL emisor de luz. Sin embargo, si
analizamos la estructura molecular de GLY mostrada en la Figura 43 se observa que
presenta un grupo amino secundario, lo cual le otorga el potencial de ser utilizado en la
generacion de ECL como correactante permitiendo luego, su cuantificacién sin
modificacion quimica. En el Esquema 22 se muestra las reacciones que podrian tener lugar
entre un emisor de ECL —Ru(bpy);>*— y un correactante anédico —GLY—, siguiendo la

generalidad del Esquema 21 mencionado anteriormente. La letra “P” del mismo modo
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hace referencia a posibles productos secundarios provenientes de la descomposicion del

correactante, en este caso la descomposicion de una amina secundaria.

Ru(bpy);> — Ru(bpy);’ +e” @
GLY 5> GLY™ +¢e~ 6

Ru(bpy)}* +GLY —> Ru(bpy);? + GLY"* }(b)
Ru(bpy);® + GLY*" — (Ru(bpy)}“2 ). + P}(C)

(Ru(bpy)$2)’ = Ru(bpy):? + hv}(a)

Esquema 22. Mecanismo general de ECL entre Ru(bpy);+2 y GLY

En ¢l Esquema 22 se resumen tentativamente las sucesivas reacciones que podrian
ocurrir entre Ru(bpy);'* y GLY. Las mismas pueden agruparse de la misma manera que en
el Esquema 21: (a) reacciones redox sobre la superficie del electrodo, (b) reacciones
quimicas homogéneas, (¢) formacion del estado excitado y (d) emision de luz. Finalmente,

la cantidad de luz emitida es proporcional a la concentracién de Ru(bpy)s** y GLY.

Entonces, en primer lugar se evalué la posibilidad de utilizar el sistema
Ru(bpy)s**/GLY como sistema ECL, para la deteccion y cuantificaciéon de GLY. Por un
lado, se realizaron experimentos de voltamperometria ciclica que permitieron conocer el
comportamiento redox, en solucion de buffer de fosfato (PBS) pH 8, de la molécula de
Ru(bpy)s** y la de GLY. Una vez encontrados los potenciales redox para ambas especies y
a fin de probar la deteccion de GLY en presencia de Ru(bpy)s>”, se realizaron experimentos
de cronoamperometria sobre electrodos de Pt y Au. En segundo lugar, se procedié a la
cuantificacion de GLY mediante la realizacion de curvas de calibracién sobre ambos

electrodos de trabajo.
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Finalmente, con el objetivo de optimizar el método de deteccion, se modificaron
electrodos de Au mediante monocapas autoensambladas (SAMs). Para ello se prepararon
mezclas de tioles alifiticos de igual longitud de cadena pero con diferentes grupos
terminales. Se emplearon tres tioles que poseian los siguientes grupos terminales: un grupo

metilo (—CH3), un grupo acido carboxilico (+COOH) y un grupo amino (-NH,).

Dependiendo del pH del buffer la molécula de GLY como los grupos terminales,
acidos y bésicos de las SAMs, presentaban diferentes cargas netas. Esto permiti6é estudiar
posibles interacciones del tipo electrostatico entre la molécula de GLY y los grupos
terminales, logrando asi una mayor selectividad y especificidad en el método de deteccion
propuesto. A continuacion, se muestran los estudios realizados para probar y desarrollar un
método de deteccion ECL de GLY utilizando Ru(bpy);"> como especie emisora de luz y

GLY como correactante.

8.3. Deteccion cuantitativa de GLY con electrodos desnudos
8.3.1. Caracterizacién electroquimica del sistema Ru(bpy);**/GLY

En solucién acuosa, el voltamperograma de Ru(bpy);”? muestra una onda de
oxidacion reversible de un electrén (monoelectronica) a 1.1 V vs. Ag/AgCL** Por otra parte
el Ru(bpy)s;™ también se puede reducir, sin embargo este proceso redox no es posible en
solucién acuosa dado que se encuentra a potenciales mas alla de la ventana electroquimica

*? se utiliza como especie emisora de ECL en

del solvente. Generalmente, el Ru(bpy)s
presencia de correactantes anddicos. Es conocido que la generacion de ECL en presencia de
una amina como correactante requiere la oxidacion de la misma, ya sea por un electrodo o
por la especie Ru(bpy)s” electrogenerada, para formar un catién radical que participara en
la formacién del estado excitado y la posterior emisién de luz.'”'***** El Esquema 21
precedente detalla de manera general las sucesivas reacciones que ocurren entre la especie
emisora de luz, como por ejemplo Ru(bpy);**.y un correactante anédico, como por ejemplo

una amina alifatica.
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En este trabajo de Tesis se utiliz6 como medio de reaccion, una solucién acuosa de
buffer de fosfato (PBS) pH 8 formada a partir de la disolucién de las siguientes sales de
fosfato: K;HPO, y NaH,PO,. La intensidad de la sefial de ECL depende del pH cuando se
utilizan aminas alifaticas como correactante, también se conoce que un pH 7,5-8 es un valor
6ptimo donde se alcanza la intensidad maxima de la sefial de ECL."'*?*** De la misma
manera que para otros sistemas, previo a comenzar con los estudios ECL se realizaron
experimentos electroquimicos para analizar el comportamiento redox de las especies
individuales involucradas en la generacién de ECL. En la Figura 44 se resumen los
voltamperogramas ciclicos (VCs) que se recogieron tanto para Ru(bpy); " como para GLY

sobre electrodos de Pt y Au.

El VC que se muestra en la Figura 44a representa la oxidacion electroquimica de
Ru(bpy):*? en presencia de un electrodo de Pt, en ella se distingue una onda de oxidacién
reversible con un E,= 1,1 V, lo que concuerda perfectamente con la respuesta conocida de
soluciones concentradas de Ru(bpy);** (>1 mM) en solucién acuosa.'’** Dicha respuesta se
encuentra superpuesta al VC obtenido en ausencia de Ru(bpy);*™ (curva a rayas), es decir
una solucién de PBS pH 8 (blanco). La curva a rayas muestra que la ventana electroquimica
del buffer se extiende entre 0 V y 1,4 V, no mostrando sefial de corriente faradaica en la
region de oxidacion de Ru(bpy)s™ (~1,1 V), sin embargo se observa un rapido incremento
de la corriente andédica mas alla de 1,2-1,3 V lo que se atribuye principalmente a la
oxidacion del agua. En la Figura 44b se muestran los VCs obtenidos sobre un electrodo de
Pt en presencia y ausencia —curva a rayas— de GLY. En el VC correspondiente no se
distingue una respuesta redox clara por parte de las moléculas de GLY en solucion, ya que
la corriente del VC se asemeja a la del blanco. Esto indica que la oxidacion de GLY en
estas condiciones ocurre a potenciales cercanos al corte de la ventana electroquimica del
electrolito en forma irreversible con formacion de cationes radicales inestables. Este

resultado esa en concordancia con estudios previos de aminas alquilicas.?'**
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0.0 0.5 1.0 0.0 0.5 1.0 1.5
E (V) vs. Ag/AgCl E (V) vs. Ag/AgCI

Figura 44. Voltamperogramas ciclicos de Ru(bpy);"> (1 mM) en solucién de PBS pH 8 sobre un
electrodo de a) Pt y uno de ¢) Au. Voltamperogramas ciclicos de GLY (0,3 mM y 0,5 mM) en PBS
pH 8 sobre un electrodo de b) Pt y uno de d) Au. En todos los casos se encuentra superpuesto el
voltamperograma ciclico correspondiente a la solucién de PBS pH 8 en ausencia de ambos analitos
(—-). Todos los voltamperogramas ciclicos se registrarona 0.1 Vs™.

Respecto al comportamiento redox de Ru(bpy):;'®> y GLY sobre un electrodo de
trabajo de Au, las Figura 44¢ y 44d muestran los VCs obtenidos en cada caso. En ausencia
de Ru(bpy)s® y GLY (curva a rayas) la respuesta voltamperometrica que se observa
corresponde a la oxidacion/reduccion de la capa de 6xido que se forma sobre la superficie
del oro.?” De la misma manera, todos los electrodos de metales nobles a potenciales
suficientemente positivos, forman una capa de 6xido estable en solucién acuosa con una
estequiometria bien definida, la cual puede ser usada para estimar el 4rea superficial

electroquimicamente accesible de un electrodo.”®
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El crecimiento de la capa de oxido sobre la superficie de oro comienza
aproximadamente a 0,6 V, potencial a partir del cual la corriente an6dica empieza a crecer
rapidamente a medida que la cobertura del 6xido sobre la superficie aumenta y alcanza su
valor maximo alrededor de 0,9 V, cuando se ha producido la formacién completa de la capa
de 6xido. Luego, la corriente anddica decae y vuelve a aumentar rapidamente en la zona de
la descarga del agua. Durante el barrido de potencial inverso, la reduccién del 6xido
superficial aparece a 0,39 V aproximadamente. En la Figura 44c¢, el VC que corresponde a
la sotucién de Ru(bpy);'> muestra un leve aumento de la corriente anddica alrededor de 1,1
V (sefializado con una flecha) en comparacion al VC para la solucion de PBS en ausencia
de Ru(bpy);™, indicando la posible oxidacion irreversible de la especie electroactiva. La
densidad de corriente an6dica es mucho menor a la observada sobre Pt, lo cual puede ser
atribuido a un efecto de pasivacion (envenenamiento) de la superficie del Au en esta region

de potencial.?®

De igual forma que sobre Pt, la descarga electroquimica de GLY sobre Au, tal cual
se muestra en la Figura 44d, no es evidente. La formacién del cation radical por oxidacion
directa de GLY en la ventana electroquimica de PBS pH 8 tal vez, podria ocurrir en muy
bajas concentraciones. Tal como se ha observado para otras aminas alifaticas,'” se espera
entonces que este proceso de electrodo no contribuya al mecanismo global de ECL. No
obstante, la generacién de ECL puede ocurrir mediante la formacion del cation radical en
solucién a partir del Ru(bpy)s** electrogenerado, segiin se detall en las reacciones (d) de

los Esquema 21 y 22,

8.3.2. Capacidad ECL para el sistema Ru(bpy) s2/GLY

A continuacién, se determind si el GLY se podria utilizar como correactante en
presencia de Pt y Au como electrodos de trabajo. Para ello se estudié la respuesta de ECL
del sistema Ru(bpy);>"/GLY mediante experimentos de cronoamperometria. Durante los
experimentos de ECL a menudo se utilizan saltos de potencial consecutivos —en lugar de

barridos del potencial— entre los potenciales a los cuales ocurre el proceso redox.
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Generalmente para establecer los potenciales a los cuales se efectuara el salto de
potencial se procede de la siguiente manera: por un lado existe una region de potencial
previo al proceso de oxidacion donde no existe corriente faradaica, luego la eleccién de E;
(Figura 44a y 44c¢) sera en esta region. Por otro lado, a valores de potencial més positivos
la cinética para la reaccién de oxidacién de Ru(bpy)s;®” es tan rapida que el Ru(bpy)s;*'no
puede coexistir con el electrodo y su concentracion superficial tiende a ser nula, es decir tan
rapido Ru(bpy);*' difunda hacia el electrodo, éste se oxida.”® Normalmente, ¢l £, se ubica
en esta regién de potencial donde la respuesta en corriente es maxima y se encuentra

limitada por la difusion de la especie electroactiva hacia la superficie del electrodo.?®

1.2+ T

1.0-1
0.8

0.6

E (V) vs. Ag/AgCl

0.4 -

0.2

0.0 - ;
0 1 2 3 4 5
Tiempo (segundos)

Figura 45. Diagrama de saltos de potencial aplicados.

En concreto, el programa de potencial que se usé en nuestro caso consistié de un

salto de potencial entre un E~ OV (7;= 0,1 seg.), donde no se observa ningin proceso
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faradaico, y un E~ 1,1 V (7= 0,1 seg.), potencial al cual comienza a oxidarse el Ru(bpy)s>*

(Figura 44a y 44c¢). En la Figura 45 se muestra el programa de potencial utilizado.

En primer lugar, se evaluto la respuesta de ECL de una solucién de PBS conteniendo
Ru(bpy)s*" (ImM) en ausencia de GLY sobre un electrodo de Pt, luego de aplicar un salto
de potencial (E= 0V— E/~ 1,1 V). Los resultados se muestran en la Figura 46a, en la cual
se observa que a pesar de la ausencia de GLY, se advierte una respuesta de ECL (Igc1). Es
bien conocido que Ru(bpy)s®>" generado sobre el electrodo durante el pulso de potencial, en
estas condiciones puede reaccionar con los iones oxhidrilos y producir una sefial de ECL."
Este mecanismo de operacion se hace importante en soluciones acuosas con valores de pH

superiores a 9.'7%'

En segundo lugar, se estudi6 la respuesta de ECL en una solucion de Ru(bpy)s**,de
igual concentracion que la anterior (1 mM), en presencia de GLY a distintas
concentraciones. La sefial de ECL que se observa en la Figura 46b permite demostrar que
el GLY tiene la capacidad de generar sefial ECL, ya que se observa claramente la
produccién de una sefial de mayor intensidad que la observada en la Figura 46a. Por otra
parte, si se incrementa la concentracién de GLY con respecto a la utilizada en la Figura
46b se observa un consecuente aumento en la sefial de ECL (Figura 46c¢). Esto ultimo
demuestra que el sistema Ru(bpy):**/GLY es sensible a la concentracion de GLY, ya que a

medida que se adiciona una mayor cantidad de GLY la respuesta de ECL aumenta.

A fin de comparar los resultados obtenidos de manera cuantitativa, se procedié a
integrar la sefial de ECL en funcion del tiempo para el salto de potencial en los tres casos
estudiados. Asi se observa, que la integral de la sefial de ECL obtenida en la solucion de
Ru(bpy)s>* sin GLY fue de un 4,26% respecto a la integral calculada para una solucién de
Ru(bpy)s*" en presencia de GLY en una concentracion 25 uM. Finalmente, al agregar una
mayor cantidad 100 uM de GLY, la integral de la sefial de ECL. aument6 un 59,08% con

respecto a la obtenida en la solucién con menor concentracion de GLY.

De este modo, se comprueba que el GLY es capaz de actuar como correactante en

presencia de Ru(bpy)s>*, no solo porque es capaz de producir una intensidad de ECL
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apreciable sino también, porque la seiial de ECL es sensible a la concentracion de GLY en
solucion, tal como se ha observado para otras aminas alifaticas utilizadas como

correactantes, entre ellas el GLY pero en presencia de un electrodo de carbono vitreo.!”'*?*

a) b) c)
2x10° 1+ 2x10° 4 2x10°

a3 1x10°- 1x10° 4 1x10° -
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0 1 e 0 I o ‘: " . x
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Tiempo (segundos) Tiempo (segundos) Tiempo (segundos)

Figura 46. Intensidad de ECL vs. tiempo para un salto de potencial sobre un electrodo de Pt, entre
un ;=0 Vyun E=1,1 V. a) Ru(bpy); (1 mM, la misma para los tres casos) b) Ru(bpy);'* +GLY
(25 uM) ¢) Ru(bpy);" > +GLY (100 pM).

Sin embargo, cuando se aplica mas de un salto de potencial, los resultados
experimentales que se muestran mas adelante en la Figura 47, revelan un rapido
decaimiento de la sefial de ECL en funcién del tiempo. La respuesta de ECL en funcion del
tiempo, obtenida luego de la aplicacion de varios saltos de potencial consecutivos con un
tiempo de espera entre cada salto de 10 segundos, se midi6 en una solucién de Ru(bpy);
con una concentracién de GLY 50 uM. En este caso la intensidad de ECL, Igc) medida
como la méaxima intensidad obtenida para un salto de potencial, para el segundo salto de
potencial solo es del 16% respecto del primero. Por otra parte, el tiempo de vida media de
la sefial ECL, medido como el ancho de pico a Igc1/2, en el segundo salto realizado es de 40

ms mientras que para el primero es de 80 ms.

183




DETECCION DE GLIFOSATO POR ELECTROQUIMIOLUMINISCENCIA SOBRE
AUTOENSAMBLADOS EN ORO

En la literatura, ha sido reportado que la oxidacion de aminas sobre electrodos de Pt
se encuentra fuertemente inhibida debido a la formacién de o6xidos sobre la superficie
metélica, lo cual conlleva a una disminucion en la respuesta de ECL cuando se emplean

aminas como correactantes.”
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Figura 47. Intensidad de ECL en funcién del tiempo para el sistema Ru(bpy); /GLY (1 mM/50
uM) en 0,1 M PBS (pH 8) sobre un a) electrodo de Pt y un b) electrodo de Au. Las figuras
insertadas corresponden a la respuesta de ECL para el segundo salto de potencial (para el calculo de
tiempo de vida medio).

Las dificultades mencionadas con anterioridad hacen que, al menos sobre un
electrodo de Pt, la deteccion de GLY sea inviable o muy poco practica. Los investigadores
Zu y Bard encontraron que la eficiencia de ECL para el sistema Ru(bpy);**/TPrA en medio
acuoso es mayor sobre un electrodo de Au que sobre un electrodo de Pt.** Teniendo en
cuenta este antecedente, se estudié la respuesta ECL para Ru(bpy):;*"/GLY sobre un

electrodo de Au (Figura 48), bajo las mismas condiciones experimentales descriptas
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previamente para Pt. El salto de potencial se realiz6 entre 0 V y 1.1V, segin la descarga

electroquimica de Ru(bpy);* tanto en Au como en Pt (Figura 44a y 2c¢).

En la Figura 48 se muestra la sefial de ECL que surgi6 al aplicar un pulso de
potencial sobre un electrodo de oro en una solucién de Ru(bpy);** sin GLY (Figura 48a) y
con distintas concentraciones de herbicida (Figura 48b y Figura 48c). En primer lugar y del
mismo modo que sobre Pt, se observé una intensidad de ECL apreciable para el sistema
Ru(bpy); *?/GLY cuando se usa un electrodo de Au como electrodo de trabajo. A su vez, la
sefial de ECL medida aumenta en funcién del incremento de la concentracién de GLY
indicando de esta manera su utilidad como correactante. El area calculada para la sefial de
ECL en presencia de una concentraciéon de GLY 25 pM, es un 75,8% mayor que el drea
obtenida para una solucién de Ru(bpy);™ en ausencia de GLY. Mientras que el 4rea
calculada para la sefial de ECL en solucion de GLY 100 uM es un 83% mayor que sin
GLY.

De la misma manera que para un electrodo de Pt, cuando se evalu6 la respuesta
ECL al aplicar sucesivos saltos de potencial sobre un electrodo de Au en una solucién
acuosa de Ru(bpy);™ en presencia de GLY 50 uM, se observé que la intensidad de ECL
decaia en funcion del tiempo con cada nuevo salto de potencial. A pesar de ello, como se
observa en Figura 47b, existe una mejora de la Izci. con el tiempo en comparacion con Pt.
En el caso del electrodo de Au, la integral sobre la sefial ECL para el segundo salto
aplicado es aproximadamente el 39% de la observada en el primero. Por otra parte, también
se aprecia que el tiempo de vida media de la sefial mejora considerablemente, siendo en
este caso de 140 ms para el segundo salto de potencial. Sin embargo, y al igual que en el
caso de Pt, se observa una rapida degradacion de la sefial electroquimica con el nimero de

ciclos aplicados.
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Figura 48, Intensidad de ECL vs. tiempo para un salto de potencial entre un £; = 0V y un £,= 0,9V
en presencia de un electrodo de Au. a) Ru(bpy);"™ (1 mM en 0,1 M PBS (pH 8) en los tres casos) b)
Ru(bpy); 2 +GLY (25 uM) ¢) Ru(bpy);"*+GLY (100 pM)

Por otra parte, del andlisis ECL se observa que la sefial de ECL se hace detectable
cuando se aplica un potencial cercano al de oxidacién del Ru(bpy); " (Figura 49), lo que
sugiere que no es necesaria la oxidacion electroquimica de GLY para la formar el estado
excitado de Ru(bpy)s'>. Este comportamiento esta de acuerdo con lo propuesto por los
estudios de ECL con GLY y correactantes derivados de otras aminas alifaticas realizados

por Jin y sus colaboradores sobre un electrodo de carbono vitreo.?*

Las aminas alquilicas terciarias se oxidan a potenciales menores que las aminas
primarias debido al efecto de estabilizacién que ejercen los grupos alquilicos sobre el catién
radical. Asi, por ejemplo, cuando se utiliza TPrA como correactante en presencia de
Ru(bpy);*%, se observa que la oxidacién electroquimica de la TPrA genera cationes
radicales a un potencial menor que el potencial de oxidacion de Ru(bpy): ™. El mecanismo
de ECL propuesto para este caso postula que los cationes radicales de la TPrA son capaces

de iniciar el proceso.'”'®% Por otra parte, si se utiliza una amina alquilica primaria no se
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observa la oxidacion electroquimica dentro de la ventana electroquimica del agua. En este

caso el mecanismo propuesto sugiere que la ECL es iniciada por Ru(bpy);*.**
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Figura 49. Voltamperograma y la correspondiente respuesta de ECL para Ru(bpy);** (1 mM) en 0,1
M PBS (pH8)a 0,1 V s™'y en presencia de GLY (100 uM).

En el caso de GLY, que tiene en su estructura una amina secundaria y que sus
cadenas alquilicas estan sustituidas por dos grupos atractores de electrones que
desestabilizan al cation radical (Figura 43), es de esperar que posea un potencial de
oxidacion similar al de aminas primarias. Efectivamente su oxidacidon ocurre a un potencial
mayor que el potencial de oxidacion de Ru(bpy);** (Figura 44b yFigura 44d), por lo tanto
es posible que la generacion de ECL se inicie a partir de cationes radicales del GLY

formados en solucién mediante el Ru(bpy):* electrogenerado. En funcion de lo observado
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17,19,24

experimentalmente y de lo encontrado en la literatura se propone para el sistema

Ru(bpy);>/GLY el mecanismo de generacion de ECL detallado en siguiente esquema.
Ru(bpy):2 — Ru(bpy);® +e~ (1)

Ru(bpy):* + HOOC - H,C-NH-CH, -PO,H, —»
HOOC - H,C-NH"" -CH, - PO,;H, +Ru(bpy);*> (2)
HOOC-H,C-NH" -CH, -PO,H, -
HOOC-HC® -NH-CH, -PO,H, +H* (3)

Ru(bpy)? + HOOC - HC® - NH - CH, - PO,H, — (Ru(bpy):2)’ +P  (4)

(Ru(bpy)??) > Ru(bpy)?? +hv  (5)

Esquema 23. Mecanismo propuesto de ECL entre Ru(bpy);*y GLY.

El GLY (HOOC-H,C-NH-CH,-POsH;) se oxida en presencia del Ru(bpy)3+3
electrogenerado sobre el electrodo (reaccion 1 Esquema 23) para producir cationes
radicales HOOC-H,C-NH™-CH,-PO3H; en solucién segiin la reaccién 2. Inmediatamente
formado HOOC-H,C-NH"'-CH-PO:;H,se desprotona (PBS pH 8) para formar el radical
intermediario altamente reductor HOOC-HC-NH'-CH»-PO3Hzsegin la reaccion 3 del
Esquema 23. Luego, estos radicales deprotonados pueden reducir el Ru(bpy);* a
Ru(bpy); en estado excitado, (Ru(bpy)s )", como se muestra en la reacciéon 4. Y

finalmente se produce la emisién de luz a partir de (Ru(bpy);**)" (reaccién 5 del Esquema
23).

8.3.3. Determinacion cuantitativa de GLY

Finalmente, para analizar la factibilidad del sistema ECL Ru(bpy):*"/GLY en la
determinaciéon cuantitativa de GLY, se construyeron curvas de calibracion con ambos

electrodos estudiados —Pt y Au— (Figura 50). Para la obtencién de las mismas se utilizé un
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intervalo de concentraciones que se extiende desde 0 uM hasta 100uM de GLY, mientras
que la concentracién de Ru(bpy);** fue de 1mM y se mantuvo constante en todas las
soluciones preparadas. Se aplicé un programa de potencial que consistia de tres pulsos de
potencial como el mostrado previamente en la Figura 45. Luego se integré la sefial de ECL
para cada salto de potencial y se obtuvo un valor promedio, dicho valor es el que se registra
en las curvas de calibracion de la Figura 50. A su vez, cada experimento a una dada

concentracion de GLY se llevo a cabo por duplicado.
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Figura 50. Curvas de calibraciéon de GLY: a) con un electrodo de Pt y b) con un electrodo de Au.

Las ecuaciones de cada regresion lineal se describen en la Tabla 5. A partir de las
curvas experimentales, se puede observar un incremento de aproximadamente 2 6rdenes de
magnitud en la sefial de ECL cuando se utiliza Au en lugar de Pt como electrodo de trabajo
en la celda electroquimica. Estos resultados experimentales claramente muestran que para
el sistema Ru(bpy);>"/GLY el material del electrodo de trabajo tiene efecto sobre el proceso
de ECL, lo cual no resulta extrafio ya que también ha sido observado para otras aminas

alifaticas usadas como correactantes ECL en presencia de Ru(bpy);*.17:19-30
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Tabla 5. Curvas de calibracion y parametros analiticos para la determinacién de GLY en agua.

Electrodo  Ecuaci6n de Ia regresion® "’ LOD® (uM/L)  LOQ? (uM/L)
Pt y=(7£3)x 10°x + (1£3)x 10’ (n=6) 0.49305 94,02 286,65
Au 3= (1,320,3) x 10°c + (3x1) x 10* (n= 0.84205 53,39 162,78

6)

%: Area de ECL; x: concentracién del analito (GLY, uM/L). Cada dato es presentado con su
respectiva desviacion estandar (£SD).

® Coeficiente de correlacién

¢ Limite de deteccidn

41 imite de cuantificacién

8.4. Deteccion cuantitativa de GLY con electrodos modificados
8.4.1. Deteccion cuantitativa de GLY en un electrodo de Au modificado: Aw/SAM-CH;

En primer lugar, se modificé la superficie de un electrodo de Au mediante la
adsorcion de moléculas de I-undecanotiol (HS(CH,);0CHs, UDT). El UDT fue
seleccionado teniendo en cuenta que, al no poseer grupos ionizable, es de esperar que las
SAMs (SAM-CH,) formadas sobre el electrodo de trabajo no posean una carga neta al pH
de trabajo. Las SAMs fueron ensambladas por adsorcion espontanea desde una solucion 1
mM preparada en etanol absoluto. El electrodo de Au se dejé sumergido entre 12y 18 hs en

la solucién que contenia el compuesto organosulfurado.

Este procedimiento es ampliamente utilizado y tiene su origen en los primeros
estudios con monocapas autoensambladas, los detalles experimentales son el resultado de
una combinacién de estudios disefiados para optimizar la reproducibilidad y estabilidad de
la SAM.*® Una vez transcurrido el tiempo de adsorcién, se enjuagé cuidadosamente el
electrodo con etanol absoluto y luego con una solucion de buffer (PBS pH 8). De esta
manera, el electrodo modificado —denominado como Auw/SAM-CH;— se encuentra listo
para ser utilizado. A continuacidn, se evalud la respuesta electroquimica del electrodo
Au/SAM-CHsen el mismo PBS pH 8 que se usd anteriormente para las medidas

experimentales con los electrodos desnudos de Pty Au.
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Como era de esperar, la SAM-CHj; bloquea efectivamente la oxidacién/reduccion de
la superficie de Au ya que no se observa la formacion del 6xido superficial alrededor de 0,9
V, como lo revela la comparacién entre las Figura S1a yFigura 51b. De la misma manera
que se ha observado para otros alcanotioles, el UDT se ensambla sobre la superficie del Au

mediante interacciones Au-tiolato.>'*?

La Figura 51c muestra la respuesta voltamperométrica del Ru(bpy):** en solucién
de PBS pH 8 sobre el electrodo modificado (Au/SAM-CH3). El correspondiente VC
presenta una onda de oxidacidn reversible con un potencial de pico (£,) centrado en 1,1 V,
lo que concuerda perfectamente con la respuesta tipica de esta especie electroactiva en
solucién acuosa sobre un electrodo de carbono vitreo.”* A diferencia de lo observado
anteriormente para el electrodo de Au desnudo (Figura 44c), en el VC para el electrodo de
Au/SAM-CH; se puede observar claramente la oxidacién electroquimica del Ru(bpy)s*".
Esta observacion sugiere un efecto protector por parte de la SAM-CHj sobre la superficie
de Au, impidiendo de esta manera la formacion de los 6xidos superficiales y permitiendo

en consecuencia la oxidacién electroquimica del Ru(bpy);>".

A fin de evaluar la utilizacion de GLY como correactante con el electrodo
modificado se prueba la respuesta ECL del Ru(bpy)s*” en presencia de dos concentraciones
distintas de GLY sobre el electrodo Au/SAM-CH;. Para ello, se realiza un salto de
potencial entre un E~=~ 0 V y un E~ 0,9 V, cuya duracion es de 0,1 segundo (z;= 0,1), en

soluciones de Ru(bpy)s** en ausencia y presencia de distintas concentraciones de GLY.
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Figura 51. Comportamiento electroquimico de una solucién de PBS pH 8 en a) electrodo de Au
desnudo y b) electrodo de oro modificado: Au/SAM-CHj;. ¢) Voltamperograma ciclico para una
solucién de Ru(bpy);™ (I mM) en solucién de PBS pH 8 sobre el electrodo Au/SAM-CH;. El
voltamperograma a rayas (—-) representa la respuesta de una solucién de PBS pH 8 en ausencia de
la especie electroactiva.

Cabe destacar que a diferencia del procedimiento utilizado con los electrodos
desnudos, el pulso de potencial no se realiza al E, correspondiente a la onda de oxidacion
de Ru(bpy)s;** (Figura 51c). Esto se debe a que por encima de 0,8 V(E > 0,8 V), tal como
se muestra en el VC de la Figura 5S1b, la densidad de corriente aumenta considerablemente,
lo cual puede estar indicando que la SAM-CHscomienza a oxidarse y desorberse desde la
superficie de Au.** Entonces, se usard como E; para el pulso de potencial un valor de 0,9
V, valor que representaria una situacion de compromiso entre la estabilidad de la SAM-
CHjsobre la superficie del Au y un valor de potencial lo mas cercano a 1,1 V donde ocurre

la descarga electroquimica de Ru(bpy)s**, lo que aseguraria una respuesta de ECL maxima.

192




DETECCION DE GLIFOSATO POR ELECTROQUIMIOLUMINISCENCIA SOBRE
AUTOENSAMBLADOS EN ORO

a) b) c)
8x10° 4 8x10° 1 |ax1o5 i
6x10° - 6x10° | 6x10° -
-
a |
17}
3 |
T 4x10° 4x10° - | 4x10°
T
£
2x10° 2x10° - 2x10° -
0 0 ¢ 0 4y

—Hv—r—v—-r—v—r‘l—-r-r—‘ T L R oo En o
0 12 1518 21 24 0 12 15 18 21 24 0 12 15 18 21 24
Tiempo (segundos) Tiempo (segundos) Tiempo (segundos)

Figura 52. Intensidad de ECL vs. tiempo para un salto de potencial entre un E=0Vy E=09 V
sobre un electrodo de Au modificado: AwWSAM-CH;. a) Ru(bpy);”> (1 mM en los tres casos) b)
Ru(bpy)s”?+ GLY (25 pM) ¢) Ru(bpy): >+ GLY (100 uM).

En la Figura 52, puede observarse que la sefial de ECL aumenta en magnitud a
medida que la concentraciéon de GLY en solucion es mayor. Consecuentemente, la integral
de la sefial de ECL (4rea de ECL) para la solucién mas concentrada de GLY es un 76,8%
mayor que la integral de la sefial de ECL en la solucion mas diluida de GLY y a su vez un
99,2% superior que el area de ECL en ausencia de GLY. En la Figura 52, y al igual que en
las Figura 46 y 48, la concentracién de Ru(bpy);** se mantuvo constante en 1 mM. En
consecuencia, se puede concluir que la molécula de GLY, de la misma manera que ya se
observo para los electrodos de Pt y Au sin modificar, puede actuar como correactante en

presencia de Ru(bpy)s** como emisor de ECL cuando se utiliza un electrodo de Auw/SAM-
CH;.

Para probar la estabilidad de la sefial de ECL en el sistema Ru(bpy);2+/GLY sobre

un electrodo de AwWSAM-CH3 se realiza —al igual que para los electrodos desnudos— saltos

193




DETECCION DE GLIFOSATO POR ELECTROQUIMIOLUMINISCENCIA SOBRE
AUTOENSAMBLADOS EN ORO

de potencial sucesivos en una solucion de PBS pH 8 que contiene ambos analitos,
Ru(bpy);>* y GLY en una concentracion de 1 mM y 50 uM respectivamente. A modo de
comparacion, en la Figura 53 se presentan las repuestas de ECL en funcién del tiempo para
ambos electrodos de Au, modificado con SAM-CH3 y sin modificar (igual al de la Figura
47b). Los resultados experimentales revelan una sustancial mejoria en dos aspectos
fundamentales: a) estabilidad de la seiial ECL en el tiempo, donde la IgcL(valor maximo de
intensidad para un salto de potencial), para el segundo pico es del 75% con respecto al
primero; b) tiempo de vida media de la sefial (medido como el ancho de pico a Igc /2 para
el segundo salto de potencial) el cual en este caso es de 1170 ms, un orden de magnitud

mayor que en ¢l caso de Au sin modificar.

a) b)
4x10* . 5x10°

| 16 16 17 18 19

5
3%10° - 4x10°" 4 Tiempo (segundos)
E’! 15 16 17 18 19 20
l.‘l”J Tiempo {segundos) 3x10°
s 4
T 2x10'
s
@ 2x10°-
Q
§ | 4
1x10*- s
1x10° - ‘
0 =Sl —A=—L ) 0 : = __—j
0 30 60 90 0 30 60 90
Tiempo (segundos) Tiempo (segundos)

Figura 53. Intensidad de ECL en funcién del tiempo para el sistema Ru(bpy);"GLY (1 mM/50

pM) en 0,1 M PBS (pH 8) sobre un a) electrodo de Au desnudo y un b) electrodo de Au
modificado:Aw/SAM-CH; . Las figuras insertadas corresponden a la respuesta de ECL para el
segundo salto de potencial (para célculo tiempo de vida medio).
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Por lo tanto, el electrodo de Au/SAM-CH3; mejora considerablemente, de manera
cualitativa y cuantitativa, la respuesta de ECL para la deteccién de GLY. No obstante, la/s
causa/s de esta mejora en la calidad de la sefial ECL sobre Au-UDT puede/n ser de distinto
tipo y origen: a) estabilizacion de la superficie con el consecuente bloqueo o
desplazamiento de la formacion de 6xidos a mayores potenciales; b) la aparicién de una
barrera fisica para la adsorcion de posibles productos de oxidaciébn provenientes
principalmente del GLY, una amina secundaria; c) un efecto de pre-concentracion del
glifosato dentro de la monocapa autoensamblada y/o d) la separacion fisica entre la especie
emisora y la superficie metdlica del electrodo, evitando de esta manera un posible efecto de

inhibicién (quenching).

Finalmente, se estudia si existe una correlacion lineal entre la sefial de ECL y la
concentracion de GLY cuando se usa el electrodo de Au/SAM-CH;. Para ello se construye
una curva de calibracion bajo las mismas condiciones experimentales que se usaron para Pt
y Au desnudo, a excepcion de que en el caso del electrodo Au/SAM-CHj el Eyde cada salto
de potencial fue de 0,9 V en lugar de 1,1 V. Durante los experimentos, la concentracién de
Ru(bpy):*>* permaneci6 constante y solo se cambi6 la concentracion de GLY de manera tal
que el intervalo se extendiera desde 1 pM hasta 100 pM. La curva experimental obtenida
para el electrodo de Au/SAM-CH; (Figura 54b) mejora considerablemente respecto a la
obtenida con el electrodo de Au sin modificar (Figura 54a), que se muestra nuevamente
para lograr una mejor comparacion entre los resultados experimentales. La ecuacién de la

regresion lineal para el electrodo de AwWSAM-CHs se describe en la Tabla 6.

Cuando se utiliza el electrodo de Au modificado, la deteccidén analitica no solo
resulta mas sensible (valor de pendiente mas alto), sino que también la reproducibilidad en
la sefial de ECL, para dos medidas consecutivas en una solucion de GLY de una dada
concentracion, es mayor que en los casos anteriores y el factor de correlacion momento-
producto (r) es mas proximo a 1 que cuando se utilizo el Au desnudo, infiriendo que los

puntos experimentales se ajustan mejor a una linea recta.
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Figura 54. Curvas de calibracién de GLY: a) con un electrodo de Au desnudo; b) con un electrodo
de Au modificado —AwWSAM-CHz—.

La Tabla 6 resume los pardmetros estadisticos para las curvas de trabajo y sus
correspondientes limites de deteccion (LODs) y limites de cuantificacion (LOQs). Se
entiende como limite de deteccion (LOD), la minima concentracién detectable de manera
confiable por la técnica. En la definicion moderna, el LOD se calcula en funcién del desvio
estandar de la concentracion predicha para una muestra blanco (s0)** y los coeficientes de
Student para v grados de libertad y un 95 % de nivel de confianza, ¢ s,. De este modo, el

LOD esta dado por:
LOD : 4 45.m_s X S, (1)

Definicién que ha sido adoptada por la [UPAC®® e ISO.” En la practica, dado que m
(nimero de réplicas) es un nimero relativamente grande, el valor de (2 X to0s.m2) tiende a

3,3 por lo que una ecuacioén aproximada para el limite de deteccion es:
LOD:3,3s, 2
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Los programas de analisis de datos comerciales —tal como Origin Pro 8 que se utiliz para
el andlisis y confeccién de todas las curvas de calibracién que se muestran en esta Tesis
permiten efectuar una regresion por cuadrados minimos para un conjunto de datos
experimentales. Conjuntamente con ello, estos programas proveen los parametros

necesarios para el clculo de so y finalmente, calcular el LOD segtn la ec. (2).

Por su parte, el limite de cuantificacion (LOQ) es la minima concentracion
cuantificable de manera confiable. Este parametro se considera como la concentracién

correspondiente a 10 veces la desviacion estdndar del blanco, con lo cual:
LOQ:10s, 3)

De este modo, la desviacion estandar relativa (SDR) para una concentracion igual al
LOQ es del 10%, valor que se estima convencionalmente como la maxima SDR aceptable

para cuantificar un analito en una muestra real.

Tabla 6. Curvas de calibracién y parametros analiticos para la determinacion de GLY en agua.

Electrodo Ecuacién de la regresién® r LOD° LOQ"
(UM/L)  (uM/L)
Au y=(1,310,3)x 10'x + 3+t1) x 10* (n=6)  0,84205 53,39 162,78
AWSAM-CH; 3= (1,3810,08) x 10% + (2,510,5) x 10’ 0,98246 8,43 25,69
(n=6)

®: Area de ECL; x: concentracién del analito (GLY, pM/L). Cada dato es presentado con su
respectiva desviacion estdndar (£SD).

® Coeficiente de correlacion

¢ Limite de deteccién

¢ Limite de cuantificacion

La ecuacidn de regresion lineal para cada uno de los electrodos de Au, modificado y
sin modificar, arroja un valor para la pendiente que es cuatro 6rdenes de magnitud superior
en el electrodo Au/SAM-CHj con respecto al electrodo de Au desnudo. Esto indica que la

deteccion de GLY, en el intervalo de concentraciones propuesto, es considerablemente més
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sensible cuando se emplea el electrodo de Au modificado. Ambos parametros, pendiente y

ordenada al origen, con sus respectivas desviaciones estandar se detallan en la Tabla 6.

La reproducibilidad en la sefial de ECL se examiné por duplicado en todas las
concentraciones de GLY estudiadas y consecuentemente resulté tener mayor repitibilidad la
curva de trabajo para el electrodo de Au/SAM-CHj. También, el coeficiente de correlaciéon
() para la recta de regresion se encuentra mas proximo a 1 en el electrodo de Au/SAM-
CH;, infiriendo que los puntos experimentales se ajustan mejor a una linea recta para el
electrodo de Au modificado. Por tltimo, el LOD para GLY en Au/SAM-CH; y en Au
desnudo fue de 8,34 y 53,39 uM/L respectivamente. Si se expresa el LOD en unidades de
mg/L se obtiene los siguientes valores: 1,41 mg/L para AWSAM-CH3 y 9,03 mg/L para Au

desnudo (considerando un peso molecular de 169,07 g/mol).

Algunos organismos internacionales y nacionales han establecidos valores limites
en relacion a la presencia de GLY en agua potable: la US EPA® y la CWQG de Canada'®
establecen un valor de 0,7 mg/L y 0,8 mg/L respectivamente, la Union Europea fija un
valor de 1x10™ mg/L,11 mientras que la OMS considera no necesario un valor guia para
GLY pero si para AMPA, su principal derivado, y establece para este ultimo un valor de
0,9 mg/L.* En nuestro pais la Subsecretaria de Recursos Hidricos de la Nacién sugiere un

valor guia <0,3 mg/L, expresado como sal de glifosato de isopropilamina.’

En comparacion con estos valores, el LOD obtenido para Au/SAM-CH3; indica que
el método de deteccion de GLY, bajo las condiciones experimentales mencionadas
previamente, permite detectar GLY en concentraciones superiores a las establecidas por la
reglamentacion nacional e internacional vigente. En este sentido, a continuacién se
presentaran modificaciones en las condiciones experimentales referentes al cambio del
alcanotiol utilizado para la modificacion del electrodo de Au con el objetivo de disminuir el

limite de deteccion y optimizar el método de deteccion.
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8.4.2. Deteccion cuantitativa de GLY en electrodos de Au modificados: Au/SAM-
CH; | COOH y Auw/SAM-CH; | NH;

El empleo de monocapas autoensambladas (SAMs) permite disefiar electrodos con
propiedades superficiales controlables de manera efectiva y a su vez, se ha convertido en
una de las técnicas mas populares para crear superficies funcionales bien definidas.’>** Las
ventajas de las SAMs sobre sustratos de oro y plata son variadas e incluyen: simplicidad en
el método de preparacion, versatilidad, estabilidad, reproducibilidad y la posibilidad de
introducir diferentes funcionalidades quimicas con un alto nivel de ordenamiento molecular

unidimensional >*>*

La habilidad para controlar y manipular las propiedades superficiales de electrodos
metalicos mediante la utilizacién de SAMs puede conducir a una variedad de efectos
interesantes, tales como el mejoramiento de la selectibilidad, sensibilidad y
reproducibilidad. Finalmente, las SAMs también ofrecen una alternativa conveniente para
la preparacion de superficies con propiedades disefiadas previamente para el
reconocimiento de analitos. En la literatura se encuentran varios reportes donde se usan
SAMs para mejorar la selectividad y/o sensibilidad del electrodo de Au en numerosas
aplicaciones electroanaliticas.’'™’ La variacién de la estructura del grupo terminal en el
adsorbato (tioles) permite por ejemplo: el estudio de transferencias electronicas de largo
alcance, la inmovilizacién de proteinas y otras macromoléculas, simulaciéon de interfaces

biologicas, etc.*!*?

La utilizacion de grupos polares con una carga neta pero electroinactivos ha
demostrado que gobierna la respuesta redox de especies cargadas electroactivas en
solucion, mediante la interaccion electrostatica entre ellos.*® Numerosos estudios revelan
que la transferencia electronica de especies electroactivas con una carga neta, como
Fe(CN)e> y Ru(NH3)6+2, en un electrodo de Au modificado con SAMs con grupos
terminales amino cargados positivamente (11-amino-1-undecanethiol clorhidrato: AUT),

puede explicarse en funcién de una absorcion electrostitica selectiva de la especie
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electroactiva a través de la monocapa, lo cual estaria controlado por la naturaleza de las

interacciones electrostaticas establecidas en la interface SAM-solucién.®®

El siguiente esquema muestra de manera simplificada el comportamiento regular
esperado en término de las interacciones electrostaticas, repulsivas y atractivas, entre
especies redox con una carga neta en solucién y los grupos terminales ionizables de SAMs

sobre un electrodo de Au.*

SUTL o

+ H°
11717 —
a b

BgB g .
B g @B @\
+ H
«—
c b a

Esquema 24. Modelo simplificado para explicar la transferencia electronica de especies cargadas
en soluci6n a través de SAMs de alcanotioles con una carga neta.”

El modelo general que se muestra en el Esquema 24 ilustra por un lado, las interacciones
repulsivas entre analitos electroactivos con una carga de igual signo que la SAM. Y por
otro lado, las interacciones del tipo atractivas cuando el analito en solucién tiene una carga

opuesta a la de la SAM.

En funcién de los antecedentes bibliograficos mencionados anteriormente y
teniendo en cuenta que el analito de nuestros interés —GLY— bajo las condiciones
utilizadas posee una carga neta negativa de 2 unidades (Esquema 20) se espera que

mediante la utilizacion de SAMs cargadas positiva y negativamente se pueda lograr una
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mayor selectividad y especificidad en la deteccion en funciéon de posibles interacciones del

tipo electrostatico entre el analito y los grupos terminales de la SAMs,

Para ello, se escogieron dos alcanotioles de igual longitud de cadena que el 1-
undecanotiol (HS(CH;),0CH3, UDT) utilizado anteriormente pero con diferente grupo
terminal. A diferencia del UDT, el cual tiene un grupo metilo (~CH3) no ionizable en uno
de los extremos de su cadena carbonada, los dos alcanotioles escogidos tienen grupos
terminales ionizables. Uno de ellos tiene un grupo 4cido carboxilico: el 4cido 11-mercapto-
undecanoico (HS(CH,);0COOH, MUA) y el otro posee un grupo amino terminal: 11-
amino-1-undecanethiol clorhidrato (HS(CH,)10NH,, AUT).

Las SAMs que se prepararon a partir de estos tioles son SAMs binarias o mixtas.
Las monocapas binarias autoensambladas (SAMs) estan formadas por dos alcanotioles
diferentes y resultan de gran utilidad en el disefio de las propiedades superficiales de
electrodos metalicos eligiendo adecuadamente el tipo y la relacion de ambos tioles. En
nuestro caso las SAMs binarias estdn formadas por la mezcla de UDT y MUA (SAM-
CH3; | COOH) por un lado y por otro, por UDT y AUT (SAM-CH3 INHz). El método que
se utilizé para la modificacion de los electrodos de Au es la coadsorcion desde una solucion
que contiene a ambos alcanotioles. L.a concentracion de cada tiol fue de 0,5 mM
aproximadamente, tal que la concentracion final de la solucion con fuese de 1| mM. Una vez
que ambos tioles fueron perfectamente disueltos en etanol absoluto se procedié a sumergir
el electrodo de Au perfectamente limpio durante 15-17 horas aproximadamente,
asegurando de esta forma que las SAMs formadas sean lo suficientemente ordenadas,

compactas y reproducibles.>'

Se utilizara la siguiente nomenclatura para nombrar a cada uno de los electrodos:
Au/SAM-CHj; ICOOH para el sustrato que fue modificado mediante SAMs binaria de
CH; | COOH, y AwWSAM-CH; |NH, para el que fue modificado con SAM-CH; | NH..
Ademas de los electrodos modificados con SAMs binarias se modificaron electrodos con

cada uno de los tioles por separado, es decir se modificé un electrodo de Au con SAMs de
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MUA (SAM-COOH) y otro electrodo con SAMs de AUT (SAM-NH,), ambos en ausencia
de UDT (SAM-CH3).

A continuacién se muestran las curvas de calibracion obtenidas para la deteccion de
GLY en presencia de Ru(bpy);”> como emisor de ECL con los nuevos electrodos
modificados. Es importante notar, que las condiciones experimentales fueron exactamente
las mismas que se usé previamente para los electrodos restantes: Au desnudo y Au/SAM-
CH;. En las Figura 55 yFigura 56 se muestran las curvas de trabajo con electrodos de Au

modificados con SAMs binarias y con SAMs de un solo alcanotiol.

El andlisis cualitativo entre las curvas experimentales de la Figura 54b y de la
Figura 55, da indicios que la deteccion de GLY con un electrodo de Auw/SAM-
CHs | COOH mejoré considerablemente en relacion a la obtenida con las SAMs de un solo
alcanotiol: AwW/SAM-CHs y Auw/SAM-COOH. Siendo mejor la modificacion del electrodo
mediante la coadsorcién de dos alcanotioles con diferentes funcionalidades. De esta forma,
no solo se puede lograr una modulacion de las interacciones con las especies cargadas en
solucion, sino que también permite la formacion de SAMs mdas ordenadas, compactas y

reproducibles como se ha observado para otras mezcla de tioles alifaticos.>!**404!

La correlacion lineal entre la sefial de ECL y la concentracion de GLY, cuando se
emplea el electrodo Au/SAM-CHj; | COOH, parece mejorar en todo el intervalo de
concentraciones (0 uM hasta 100 uM de GLY). Luego, el anélisis cuantitativo a través de
los parametros obtenidos a partir del andlisis de la regresion para cada curva de trabajo
(Tabla 7) revela que efectivamente los datos experimentales se ajustan mejor a una linea
recta para el electrodo de Au/SAM-CH3 | COOH, ya que el coeficiente de correlacion (7)
aumenta en relacion al obtenido con Au/SAM-CH3, aproximandose a la unidad (r= 0,995).
El valor de la pendiente disminuye aproximadamente 3 oOrdenes de magnitud con el
electrodo Au/SAM-CHj3; | COOH. Sin embargo, el mejor ajuste de los datos experimentales
a la recta de la regresion permite compensar esta disminucién y lograr en consecuencia un

menor limite de detecciéon (LOD).
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Figura 55. Curvas de calibracién de GLY: a) con un electrodo de AwWSAM-COOH y b) con un
electrodo de Au modificado —Aw/SAM-CH; | COOH—.

El LOD es inversamente proporcional al valor de la pendiente de la recta de la
regresion y depende directamente del cuadrado de la desviacion —(yi-§)— de los datos
experimentales () respecto de los obtenidos a partir de la ecuacion de la recta de regresion.
Esto condujo a una disminucién en el LOD, haciendo posible detectar concentraciones de
GLY de 0,22 mg/L (o lo que es igual a 1,32 uM/L, Tabla 7). Si se compara este limite de
deteccion con los limites establecidos por organismos nacionales e internaciones (EPA: 0,7
mg/L. y en Argentina: <0,3 mg/L) el electrodo AwWSAM-CH3; |COOH permite detectar
niveles de GLY por debajo de los establecidos por la reglamentacion vigente a nivel

nacional y mundial.

Por otra parte, la utilizacién de SAMs con grupos amino (—NH>) terminales se han
usado para modelar una superficie con carga negativa. Teniendo en cuenta que el pK, de

AUT posee un valor de 7.5, para una solucion con una fuerza iénica 0.1 M, se puede
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estimar que al pH de trabajo — pH 8—y una fuerza iénica de 0,4 M aproximadamente en la
solucién de PBS, una fraccién importante de grupos amino terminales se encontrarian
cargados positivamente.”® Los grupos —NH,, al igual que los grupos -COOH en las SAMs
que contienen MUA, quedan expuestos hacia la soluciéon pudiendo interactuar de manera

preferencial con ambas especies cargadas Ru(bpy); ™ y GLY.

a) b)
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1.8x10° % ] {
| % 1.6x10° ;[
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-
<]
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Figura 56. Curvas de calibracién de GLY: a) con un electrodo de Au/SAM-NH; y
b) con un electrodo de Au modificado —Aw/SAM-CH; | NH,—.

En la Figura 56 y en la Tabla 7 se muestran los resuitados obtenidos cuando la
deteccion de GLY se realiza con electrodos de Au modificados: Aw/SAM-NH, y Auw/SAM-
CH; | NH,. En este caso, del andlisis de los datos se observa que los electrodos
modificados con SAM-NH; y SAM-CHj; | NH: poseen peor desempeiio analitico que los
alcanzados con Au/SAM-CHj3; | COOH y Au/SAM-CH;. La deteccion pierde sensibilidad
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con ambos electrodos en presencia de SAMs-NHa, lo cual se ve reflejado en el valor més
bajo de pendiente cuando se comparan los parametros experimentales de las rectas

obtenidas de cada regresion, tal como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Curvas de calibracion y parametros analiticos para la determinacién de GLY en agua

Electrodo Ecuacion de la regresion® r LOD* LOQ"
(UML) (WM/L)

AWSAM-CH; 3= (1,38 £0,08) x 10°x + (2,6 +0,5)  0,98246 843 25,69
x 107 (n= 6)

AwSAM- y=(2,07 £0,02) x 10°’c + (7,8 £0,1)  0,9995 1,32 4,01

CH; | COOH x 10*(n=6)

AWSAM-COOH 3= (7,6 £0,4)x 10°c + (3,9 £02) x  0,9861 7,60 23,18
10*(n=6)

AWSAM-CH; | NH; 3= (6,34 +0,07) x 10% + (1,09 0,9411 15,94 48,59
+0,04) x 10° (n=6)

AWSAM-NH, y=(1,2140,1)x 10°% + (9,2 £0,5) x  0,9661 62,93 191,85
10* (n= 6)

*y: Area de ECL; x: concentracién del analito (GLY, uM/L). Cada dato es presentado con su
respectiva desviacion estandar (£SD).

® Coeficiente de correlacién

° Limite de detecci6n

4Limite de cuantificacién

En particular para el electrodo de Au/SAM-CH;l NH,, los puntos graficados
(Figura 56b) no siguen una relacion lineal con la concentracion, lo cual se ve reflejado en
el coeficiente de correlacion relativamente bajo (r: 0,9661). Ademas, después de la
realizacion de varias curvas de trabajo para un mismo electrodo modificado con SAM-
CH;| NH; se noté perdida de reproducibilidad. En la literatura cientifica se encuentra
informacion que dejar ver que la calidad de los autoensamblados de SAMs-NH; es mas
dificil de controlar.*’ Esta dificultad se atribuye a una concentracién de oxigeno
relativamente alta y no esperada dentro de SAMs-NH,. La cantidad de oxigeno presente en

este tipo de SAMs ha sido cuantificada mediante espectroscopia fotoelectrénica de rayos X
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(XPS) y atribuida a la presencia de contaminantes oxigenados, como moléculas de agua
que se pueden unir firmemente a los grupos amino terminales, existentes en la solucién de

tiol que se usé para preparar las SAMs.*?

En funcién de los antecedentes bibliograficos mencionados en el parrafo anterior y
en perspectiva de la deteccion de GLY, la presencia de oxigeno dentro de las SAMs-NH, y
SAMs-CH; | NH; no solo podria afectar la calidad de las SAMs sino también desfavorecer
la generacion de ECL, ya que es conocido la inhibicién de los estados excitados de

Ru(bpy);** en presencia de oxigeno disuelto.'*?

En resumen, la mejoria lograda en la deteccion cuantitativa de GLY podria ser
interpretado en base a las interacciones entre las especies cargadas presentes en solucion —
Ru(bpy); > y GLY-y los electrodos modificados. Como se menciond, las SAMs binarias o
simples con grupos ~COOH y —NH; se ensamblan espontaneamente mediante uniones Au-
tiolato sobre la superficie del Au y los grupos terminales quedan expuestos hacia la
solucién permitiendo su interaccion con los iones disueltos. Particularmente, el grupo —
COOH es conocido por su capacidad de acomplejar iones metalicos.*> Adem4s, el grupo
4cido carboxilico terminal se encuentra disociado en solucién acuosa a pH superiores a 4-
5, haciendo que la superficie del electrodo tenga una carga fija negativa. Por su parte, en
los electrodos modificados con el grupo —NH: al pH de trabajo, prevalece un cargado
positivo. Cabe destacar, que a pH 8 el complejo emisor de luz —Ru(bpy); - posee carga
positiva y el analito —GLY— tiene carga negativa. Por lo tanto, y teniendo en cuenta que el
electrodo modificado AwWSAM-CHj; | COOH (cargado negativamente) fue el que presentd
mejor performance analitica, podemos proponer que las ventajas observadas (menor LOD y
mayor linealidad) estdn asociadas a un fendmeno de interaccidon electrostaticas entre el
Ru(bpy);*? y el electrodo modificado Au/SAM-CH3 | COOH que posee un cargado de signo
contrario. Desde este punto de vista, en el mecanismo de deteccién de GLY con electrodos
modificados parece que prevalece la interaccién de Ru(bpy)s;” en lugar del analito GLY.
Sin embargo, para alcanzar una conclusién final, es necesario realizar experimentos que

evalien otros aspectos relacionados con la naturaleza de cada electrodo modificado, estos
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estudios estan fuera del alcance de este trabajo de Tesis y quedan proyectados para trabajos

futuros.
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8.5. Conclusiones especificas

Se probd el potencial de la ECL en el desarrollo de técnicas de deteccion de
herbicidas que en su estructura posean grupos con capacidad de funcionar como
cooreactantes de complejos de rutenio. Para ello se realizé un estudio sistematico sobre la
desarrollo de una técnica de deteccion de glifosato, un herbicida de uso generalizado en la
Argentina que tiene gran importancia econdmica y ambiental para el pais. Primero se
trabaj6 en el armado y desarrollo del equipamiento necesario para realizar medidas de ECL,
es importante mencionar que al momento de comenzar esta tesis doctoral no existia en
Argentina laboratorios con esta capacidad instalada. Luego se evalud la viabilidad de
generaciéon de ECL utilizando el GLY como coreactante de Ru(bpy): ™ en una celda de tres
electrodos utilizando platino y oro como electrodos de trabajo. Los experimentos y analisis
de resultados mostraron que existia correlacion entre la seilal ECL y la concentracion de
GLY demostrando la viabilidad de la técnica. Sin embargo, a causa de la formaciéon de
oxidos sobre la superficie del electrodo la sefial ECL carece de estabilidad y sensibilidad
necesaria para detectar los niveles de GLY estipulados como contaminante por las

normativas vigentes.

En una segunda etapa, se trabajé especialmente en el perfeccionamiento de la
técnica. Para cllo se modificaron electrodos de oro con monocapas autoensambladas de
tioles con distintos grupos terminales (—CH3, ~-COOH y —NH).Se utiliz6 esta estrategia de
trabajo con la idea de evitar la formaciéon de 6xidos superficiales sobre superficies de
metales nobles como el Au y a su vez, explorar interacciones especificas entre la superficie
del electrodo y los analitos en solucidon para lograr una mayor sensibilidad y selectividad en

la técnica.

Consecuentemente, se encontré que los electrodos de oro modificados con SAMs
binarias de CHj3 | COOH tienen el mejor desempefio analitico. Este electrodo —Au/SAM-
CH3 | COOH— tiene un LOD de 0,22 mg/L. de GLY, el cual es un valor de deteccion que
permite detectar niveles de GLY por debajo de los establecidos por la reglamentacién

vigente a nivel nacional y mundial. La mejora observada en este electrodo fue atribuido a
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un efecto de preconcentracion de la especie emisora de luz ECL, mediante interaccion

electrostatica entre la SAM-CHj; | COOH, cargada negativamente a pH 8,y el Ru(bpy);*~.

El principio de deteccién basado en la ECL, a diferencia de otros métodos
utilizados, permite la deteccion de GLY sin previa modificacién quimica. Esto altimo evita
grandes esfuerzos en tiempo y dinero durante el proceso de andlisis. Por otra parte, por ser
un sistema Optico de deteccion, es muy eficiente y barato, a través de lo cual se podria
procesar grandes cantidades de muestras para disponer de mayor cantidad de datos que
ayuden a un diagndstico mas preciso sobre la sustentabilidad del desarrollo agropecuario en
relacién con la biodiversidad y el desarrollo humano. Estudios tendientes a ampliar la
utilizacion de la ECL en la deteccion del metabolito principal de degradacion biologica de

GLY (AMPA) y otros herbicidas quedan proyectados a futuro.
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9.1. Conclusiones Generales
En el presente trabajo de Tesis se consolidé una técnica de estudio que no estaba

desarrollada con anterioridad en el lugar de trabajo. Para ello, se disefi6 y mont6 todo el
equipamiento necesario para la generacion y deteccidén de la electroquimioluminiscencia
(ECL). Mediante este equipamiento experimental no solo se estudiaron sistemas
electroquimioluminiscentes de diferente naturaleza sino que también, se desarrollé una

aplicacion analitica de la ECL con un impacto relevante para nuestra region y pais.

Por otra parte, el avance de esta tesis se basé en tres lineas diferentes claramente
identificables, dos de ellas estuvieron relacionadas con el estudio y desarrollo de nuevos
materiales con capacidad ECL (clasificados como moleculares y nanoparticulas) y la otra
estuvo asociada a una aplicacion analitica de la ECL. Especificamente, la deteccién de un

herbicida de amplio uso en nuestro pais y en el mundo.

9.2. Conclusiones especificas
9.2.1. Colorantes BODIPY

Por un lado con respecto al conjunto de colorantes BODIPYs, todos ellos derivados
del colorante comercial PM 567 pero con distintas variaciones en la estructura quimica del
grupo sustituyente en la posicion 8 del nicleo central, se logré demostrar que
principalmente el comportamiento electroquimico y electroquimioluminiscente esta
influenciado por la capacidad —donora o atractora de electrones— y por la distancia a la que
se encuentra el sustituyente en la posicion 8 del el nucleo central. Demostrando de este
modo, que la variaciobn de las caracteristicas estructurales de estos colorantes,
especificamente la modificacién del grupo sustituyente ubicado en la posicién 8, permite
modular sus propiedades redox y en consecuencia sus propiedades de ECL. Estos estudios
generaron conocimiento que permite disefiar estructuras con propiedades mejoradas y
demuestran que estas estructuras tienen potencial para su posible uso como marcadores

ECL con propiedades especificas y en dispositivos optoelectronicos.
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9.2.2. Nanoparticulas de carbono

Por otra parte se estudié un sistema de diferente naturaleza al mencionado
anteriormente, en particular nanoparticulas de carbono (CNPs), con el objetivo de aportar
entendimiento a sus inusuales propiedades electroopticas que actualmente son tema de
discusion en la bibliografia del area. Con este objetivo se selecciond una via de sintesis
sencilla y econémica, que consistié basicamente en la calcinacién a 300 °C de una sal de
amonio formada a partir de precursores organicos (N-octadecilamina y acido citrico). Dicho
método y conjuntamente con el procedimiento de purificacién cromatografica permitio
obtener CNPs de diferentes formas y tamafios con una bajo contenido de grupos

funcionales, lo cual simplifico el sistema a estudiar.

Seguidamente dada la complejidad del sistema se realiz6 una caracterizacion
exhaustiva del mismo mediante la aplicacion de diferentes técnicas, tales como microscopia
de transmision de electrones (TEM), espectroscopia de pérdida de energia (EELS),
resonancia magnética nuclear (*C-RMN) y espectroscopia de infrarrojo (IR). En conjunto,
todas ellas revelaron que las CNPs estan constituidas por un nucleo grafitico rodeado por
una capa amorfa de espesor variable. Tanto el interior como la capa exterior de carbono
amorfo, se pueden describir como un material carbonoso con una mezcla de atomos de
carbono con hibridacién sp’ y sp’, que contienen baja cantidad de grupos funcionales
derivados de heterodtomos, tal como se esperaba a partir del método de purificacion

propuesto.

También se indagdé sobre el comportamiento fotofisico, electroquimico y
electroquimiluminiscente de las CNPs. Los resultados permitieron deducir que el
comportamiento optoelectronico no se puede asociar a efectos de confinamiento cudntico
relacionado al tamaifio y la forma de las nanoparticulas, tal como se ha observado en otros
sistemas reportados en la literatura. En este caso, todas las nanoparticulas comparten una
caracteristica comqn, la capa de carbono amorfo, y segun el trabajo desarrollado durante
esta tesis, esta particularidad comin en todas ellas parece jugar un papel importante en la

determinacion de sus propiedades optoelectronicas. Sin embargo, algunas inquietudes
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quedan sin responder dentro del alcance de esta tesis. Esto abre algunas proyecciones

futuras focalizados en la cdscara externa amorfa de las nanoparticulas.

A su vez, la obtencion de nuevos nanomateriales, tal como nanoparticulas de
basadas en nitruro de carbono, mediante métodos de sintesis y purificacion similares
podrian arrojar un mayor entendimiento tantos de las caracteristicas estructurales y
morfolégicas como el comportamiento optoelectronico y la correlacién entre ambos, en

estos tipos de sistemas nanométricos basados en carbono.

En resumen, se estudi®é dos sistemas electroquimioluminiscentes de distinta
naturaleza que permitid demostrar el alcance de la ECL como herramienta de
caracterizacion para correlacionar las caracteristicas estructurales de ambos sistemas
estudiados, colorantes derivados del nicleo BODIPY y nanoparticulas de carbono, con su

comportamiento optoelectrénico y explorar su potencial uso en aplicaciones ECL.

9.2.3. Desarrollo de una aplicacién analttica: Deteccion de glifosato

Para finalizar se desarrollé una aplicacion analitica de la ECL fundamentada en el
potencial que presenta la técnica para la deteccion de herbicidas que en su estructura posean
grupos con capacidad de funcionar como correactantes de complejos de rutenio. Para ello
se realizd un estudio sistematico sobre la desarrollo de una técnica de deteccion de
glifosato, un herbicida de uso generalizado en la Argentina que tiene gran importancia
econémica y ambiental para el pais. Se utilizd el mecanismo de correactantes ECL en
presencia de Ru(bpy);™>, un complejo organometilico electroquimioluminiscente que

presenta elevada sensibilidad para el desarrollo de aplicaciones analiticas.

Los resultados demostraron la posibilidad de generar ECL utilizando el GLY como
coreactante de Ru(bpy);"® y ademds, revelaron que existia una correlacion lineal entre la

sefial de ECL y la concentraciéon de GLY demostrando la viabilidad de la técnica. Sin
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embargo, a causa de la formacion de 6xidos sobre la superficie del electrodo la sefial ECL
carece de la estabilidad y sensibilidad necesaria para detectar los niveles de GLY

establecidos por las normativas vigentes.

En funcién de ello, se trabajé intensamente en la optimizacion del método de
deteccion para lo cual se usd electrodos de Au modificados con SAMs que poseian
diferentes grupos terminales, con y sin carga. Los resultados logrados permitieron concluir
que el electrodo modificado con SAMs binarias de CH;|COOH exhibia el mejor
desempefio analitico y permitié disminuir considerablemente el limite de deteccion de la
técnica. En consecuencia el mejoramiento de ciertos parametros experimentales, como la
superficie del electrodo de trabajo, permitié desarrollar un método para detectar GLY sin
previa modificacion quimica. Asimismo se podria proyectar la utilizacion futura de la ECL
en la deteccion de otros contaminantes, tal como AMPA (metabolito principal de

degradacion biologica de GLY), atrazina y otros herbicidas.
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“La ciencia es bella y es por esa belleza que debemos trabajar en ella, y quizds,
algin dia, un descubrimiento como el radio pueda beneficiar a foda la

humanidad.”

Marie Curie




